Controle biologico da mancha-aquosa do meldo por compostos bioativos produzidos
por Bacillus spp.
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ABSTRACT

Santos, E.R.; Gouveia, E.R.; Mariano, R.L.R.; Souto-Maior, A.M. Biocontrol of bacterial fruit blotch of melon by bioactive compounds
produced by Bacillus spp. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.376-378, 2006.

The bacterial fruit blotch, caused by the bacterium Acidovorax
avenae subsp. citrulli (Aac), is responsible for great losses in melon
production. The control of this disease was investigated in vivo by treating
infected yellow melon seeds with fermented broths of B. subtilis R14, B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. pumilus C116 and Bacillus sp. MEN2,
with and without bacterial cells. The mechanism of action of the strains
was studied in vitro by the agar diffusion technique. The bioactive
compounds produced were partially characterized by hemolysis test and
surfactant activity. Regarding the tests conducted in vivo there was no

statistical difference between the treatments with and without bacterial
cells, which indicated that the control was due to the presence of bioactive
compounds produced during fermentations. All treatments were different
from the control (P = 0.05%) but they did not differ among them. The
B. megaterium pv. cerealis RAB7 reduced disease incidence (89.1%),
disease index (92.7%), increased the incubation period from 9.8 to 11.9
days and reduced the area under disease progress curve from 3.36 to
0.17. In the in vitro tests, all strains showed antibiosis against Aac and
the bioactive compounds were partially characterized as lipopeptides.
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RESUMO

Santos, E.R.; Gouveia, E.R.; Mariano, R.L.R.; Souto-Maior, A.M. Controle bioldgico da mancha-aquosa do meldo por compostos bioativos
produzidos por Bacillus spp. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.376-378, 2006.

A mancha-aquosa, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli
(Aac) causa grandes prejuizos a cultura do meldo. O controle dessa doenca
foi estudado in vivo, com microbiolizagdo de sementes de meldao Amarelo
infectadas, com liquidos fermentados de Bacillus subtilis R14, B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. pumilus C116 e Bacillus sp. MEN2,
com e sem células bacterianas. O mecanismo de ag@o dos isolados foi
estudado in vitro pelo método de difusdo em agar e os compostos bioativos
parcialmente caracterizados por testes de hemolise e atividade surfactante.
Nos testes in vivo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos

Palavras-chave adicionais: Cucumis melo, Acidovorax avenae subsp.

com e sem células, indicando que o controle ocorreu devido a presenca de
compostos bioativos produzidos durante as fermentagdes. Todos os
tratamentos diferiram da testemunha sem diferir entre si (P=0,05%). B.
megaterium pv. cerealis RAB7 proporcionou redu¢do da incidéncia
(89,1%) e do indice de doenga (92,7%), elevou o periodo de incubagdo da
mancha-aquosa de 9,8 para 11,9 dias e reduziu a AACPD de 3,36 para
0,17. In vitro, todos isolados apresentaram antibiose contra Aac e os
compostos bioativos foram parcialmente caracterizados como
lipopeptideos.

citrulli, Bacillus subtilis, B. megaterium pv. cerealis, B. pumilus

A mancha-aquosa do meldo, causada pela bactéria Acidovorax
avenae subsp. citrulli (Aac), ¢ uma doenga importante que tem
causado grandes prejuizos no Nordeste do Brasil, principalmente
no Ceara e Rio Grande do Norte, que sdo os maiores produtores
dessa cucurbitacea (8).

Os objetivos deste trabalho foram testar liquidos produzidos pela
fermentagao de isolados de Bacillus com e sem células bacterianas, no
controle da mancha-aquosa do meldo pelo tratamento de sementes
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infectadas; estudar o mecanismo de acdo in vitro desses isolados e
caracterizar parcialmente os compostos bioativos produzidos.
Foram utilizados quatro isolados de Bacillus: B. subtilis R14, B.
megaterium pv. cerealis RAB7, B. pumilus C116 e Bacillus sp. MEN2,
os quais foram mantidos em meio agar nutritivo e fermentados em
meio proposto por Kim et al. (2) modificado, contendo em g/L: glicose,
40; K,HPO,, 10,5; (NH,),SO,, 11,5; MgSO,-7H20, 0,5;
NaH,PO,-2H,0, 1,7; MnSO,-H,0, 0,04 ¢ extrato de levedura, 0,5;
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pH 8,0. O fitopatdogeno, isolado Aacl, foi obtido da colegdo do
Laboratério de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sendo mantido e cultivado para preparo de inéculo em
meio agar nutritivo-extrato de levedura-dextrose (NYDA) (4).

Bacillus spp. foram cultivados em meio caldo nutritivo durante 24
horas a 30°C, quando suspensdes de cada isolado foram preparadas
(McFarland 1,5 x 10° cel/mL), e 25 mL colocados em frascos Fernbach,
contendo 500 mL do meio de fermentagdo. Os frascos foram
acondicionados em mesa incubadora rotativa, a 30 °C ¢ 150 rpm,
durante 72 horas.

O patdgeno Aacl foi cultivado em NYDA por 36 horas, suspendido
em agua destilada esterilizada e inoculado em sementes de meldo tipo
Amarelo, pelo método de infiltragdo a vacuo (3). Apos secagem sobre
papel toalha, as sementes inoculadas foram conservadas em sacos de
papel a 2542 °C durante 7 dias, quando foram microbiolizadas por
imersdo durante 30 minutos, no liquido fermentado filtrado ou nao, ou
seja, contendo ou ndo as células de Bacillus spp. Ao inoculo foi
adicionada uma gota do espalhante adesivo Tween 80 a 0,05 % e a
testemunha relativa foi tratada com agua destilada contendo Tween.
Apds a microbiolizagdo e secagem por 24 horas a 25+2 °C, as sementes
foram plantadas em bandejas de poliestireno Plantagil® contendo
substrato comercial Plantmax®. Para facilitar a expressao dos sintomas,
ap6s a emergéncia das plantulas foi feita uma camara umida com plastico
transparente. A eficiéncia dos isolados de Bacillus no controle da doenga
foi avaliada pelas variaveis: periodo de incubagdo (PI) = numero de
dias transcorridos do plantio até o aparecimento dos sintomas;
incidéncia (INC) = porcentagem ou proporg¢do de plantas doentes; e
severidade = porcentagem da area coberta por sintomas da doenca,
estimada com auxilio de escala de notas (10). Com os dados diarios de
severidade foi calculada a drea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) pela expressdo: AACPD ={[ & (y+y,,)/2.d, ]/n}; onde y,
€y, sdo os valores de severidade observados em duas avaliagdes
consecutivas, d, o intervalo entre as avaliagdes e na duragio do periodo
de avaliagdo (9). Com a severidade final, calculou-se o indice de doenca
(IDO) pela formula de McKinney (5).

O experimento teve delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 4 x 2, sendo quatro isolados de Bacillus e dois tipos de
liquido fermentado, com e sem células. Cada tratamento teve quatro
repeticdes com 16 plantulas. A testemunha relativa foi tratada apenas
com agua destilada. Os dados foram submetidos a analise de varidncia
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P=0,05).

Para verificar a existéncia de antibiose, foram realizados testes de
atividade antimicrobiana in vitro, utilizando blocos de gelose e discos
contendo liquido fermentado filtrado, pelo método de difusdo em meio
NYDA. As placas foram incubadas a 30 °C e as leituras dos didmetros
dos halos realizadas apds 24 horas.

Para caracterizar parcialmente os compostos bioativos, foram
realizados testes de atividade hemolitica ¢ surfactante, que sdo
indicadores da producdo de lipopeptideos. No teste de hemolise, os
antagonistas foram aplicados em quatro pontos eqiiidistantes com
palitos estéreis sobre a superficie do meio dgar sangue (composi¢ao
em g/L: extrato de carne, 10; peptona, 10; NaCl, 5; agar, 15; e sangue
de carneiro, 50; pH 7,0) em placas de Petri, as quais foram incubadas
a 37 °C, durante 72 horas, quando foram observados os halos. A
atividade surfactante foi testada para todos os isolados, apds separa¢ao
parcial do liquido fermentado por precipitagdo com HCI, centrifugacéo
e solubilizag@o do precipitado em agua destilada, pH 11. As tensdes
superficiais da agua pura e da agua com adi¢@o do precipitado foram
medidas com tensiometro de Du Nouy.

Os tratamentos com e sem células nao diferiram entre si e foram
considerados como repeticdes do mesmo isolado. A eficiéncia de
controle da mancha-aquosa pelos liquidos fermentados de Bacillus
(Tabela 1) foi observada em todas as varidveis analisadas, PI, INC,
IDO e AACPD. Utilizando B. megaterium pv. cerealis RAB7, obteve-
se redugdo da incidéncia (RINC) e do indice de doenga (RIDO) de até
89,1 ¢ 92,7%, respectivamente. Esse mesmo isolado elevou o periodo
de incubagdo da mancha-aquosa de 9,8 para 11,9 dias e reduziu a
AACPD de 3,36 para 0,17.

Os resultados in vivo sugerem que o mecanismo de antibiose seja
o principal responsavel pelo controle da mancha-aquosa do melao,

Tabela 1 — Efeito do tratamento de sementes de meldo com fermentados de Bacillus subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. pumilus
C116 e Bacillus sp. MEN2, no controle da mancha-aquosa causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, em casa de vegetagao.

Tratamentos PT'(d) INC(%) RINC%™) D%  RIDO(M%G ) AACPD

RABT 1187a  703b 89,1  296b 927  017hb
K14 11.62a 19380 70,1 TREDb RBO.6 04l b
Clla 11,578 18750b Tl TRl b BO_8 064 b
MEN2 11,50a 16510 744 T36hb B1.9 073 b
Testemunha osdb 6472a 40,75 a = i36a

'PI = Periodo de incubagdo; INC = Incidéncia da doenca; RINC = Redugdo da incidéncia da doenga; IDO = indice de doenga, calculado pela
férmula, IDO=&(grau da escala x freqiiéncia)x100/(n° total de unidades x grau maximo da escala) (5); RIDO = Reducao do indice de doenca;
AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca, calculada pela formula AACPD =& (y,*y,,,)/2.d,/n,ondey eyi_, sdo os valores de
severidade observados em duas avaliagdes consecutivas, d o intervalo entre as avaliagdes e na duragdo do periodo de avaliagdo (9).

*Média de 8 repeticdes com 16 plantas; médias seguidas por letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 1% de probabilidade.
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uma vez que o liquido sem células foi tdo eficiente no controle da
doenga quanto o liquido com células. Asaka & Shoda (1) também
constataram que o liquido fermentado produzido por B. subtilis RB-
14, com ou sem células, reduziu a incidéncia do tombamento de
plantulas de tomateiro por Rhizoctonia solani. Confirmando esta
hipdtese, os quatro isolados de Bacillus testados produziram
compostos ativos contra Aac in vitro. Além disso, os halos de hemolise
formados pelos Bacillus em agar sangue sdo um indicativo de que
esses compostos sao lipopeptideos, sendo que C116 produziu o maior
halo de hemdlise, e MEN2, o segundo. Também Monteiro et al. (6)
observaram a formagao de halos de hemolise pelos isolados de Bacillus
spp. R14, RAB7 e C116, sugerindo a produgao de lipopeptideos por
esses isolados.

Evidéncia adicional de que os compostos sdo lipopeptideos foi a
reducdo da tensdo superficial da agua de 70mN/m para 40-50mN/m
pelos precipitados resultantes da separacdo parcial de todos os
isolados. Sabe-se que espécies de Bacillus produzem grande numero
de peptideos, entre os quais lipopeptideos, com amplo espectro de
atividade antimicrobiana (7).

Desta forma, sugere-se que o controle da mancha-aquosa em
plantulas de melao pelo tratamento de sementes seja devido aos
compostos lipopeptidicos produzidos pelas espécies de Bacillus
testadas.
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