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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar procariotas quanto ao potencial de antagonismo direto para o
biocontrole da podridao-mole-do-tomateiro (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum). Avaliaram-se
45 isolados bacterianos pelo teste de antibiose contra o patégeno. Foram feitos dois ensaios em que sementes
de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Santa Clara foram infectadas com isolados antagonicos. As
mudas foram transplantadas para solos infestados com suspensdes de propagulos P. carotovorum com ODsyg
de 0,45 e 0,65. Os antagonistas UFV-0005, UFV-043, UFV-BF112 e UFV-0006 foram eficientes em proteger
plantas de tomateiro contra a podriddo-mole.

Termos para indexagdo: Lycopersicon esculentum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, antibiose,
controle biologico, rizobactérias.

Direct antagonism and biocontrol
of tomato soft rot using prokaryotes

Abstract — This work aimed to evaluate prokaryotes to provide direct antagonism and biocontrol of tomato
soft rot (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum). Forty-five bacterial isolates previously selected
for biological control of several tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) diseases were evaluated using an
antibiosis test. 'Santa Clara' tomato seeds were inoculated with potential antagonist isolates and transplanted to
a soil infested with the pathogen, in two asseys, at a propagule concentration of ODs4 0.45 and 0.65. Antagonists
UFV-0005, UFV-043, UFV-BF112, and UFV-0006 protected tomato plants against soft rot disease.

Index terms: Lycopersicon esculentum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, antibiosis, biological

control, rhizobacteria.

Doencas bacterianas sao uma das principais causas
de redugado da produgdo em lavouras (Romeiro, 2005).
Nao existem produtos eficientes para o controle da
maioria dessas doengas. O controle tem sido feito
por meio de praticas culturais. O controle bioldgico
tem demonstrado ser alternativa para o manejo de
bacterioses em plantas (Romeiro, 2007a).

Héa relatos na literatura do uso do controle
bioldgico com sucesso, a exemplo do biocontrole
da galha-bacteriana [Agrobacterium  tumefaciens
(Smith & Townsend 1907) Conn 1942] pelo isolado
bacteriocinogénico de 4. radiobacter (Kerr, 1980; Kerr
& Tate, 1984). Existem também relatos com biocontrole

de doengas de plantas promovido por espécies de
Pseudomonas sp. (Chin-a-Woeng et al., 2003).

No caso da podriddo-mole, causada por
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Jones 1901) Hauben et al. 1999 emend. Gardan et al.
2003, o uso do controle biolégico tem sido tentado por
muitos pesquisadores (Abdelghafar & Abdelsayed,
1997; Dong et al., 2004; Zamanian et al., 2005;
Cladera-Olivera et al., 2006).

Especificamente para a cultura do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.), ndo ha relatos do
uso do biocontrole da doenca nem sdo conhecidas
cultivares resistentes a doenca.
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Este trabalho teve como objetivos avaliar procariotas
com potencial para o antagonismo direto e biocontrole
da podridao-mole-do-tomateiro e testar a eficacia do
biocontrole dessa doenga.

A Dbactéria fitopatogénica P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) e os 45 agentes de biocontrole
foram obtidos da colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Bacteriologia de Plantas e Controle
Biologico do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vicosa. Todos os procariotas
foram cultivados no meio 523 (Kado & Heskett, 1970),
a 28°C, por 24 horas (Romeiro, 2001).

Para o ensaio de antibiose in vitro, os agentes de
biocontrole foram repicados em placas de Petri com
o meio 523 sélido, em quatro pontos equidistantes, e
incubados por 48 horas, a 28°C. Apds o crescimento dos
procariotas, as placas foram invertidas, ¢ depositou-se
1 mL de cloroférmio na superficie interna da tampa
de cada uma delas. Aguardou-se 20 min para que as
colonias do antagonista fossem mortas. As placas
foram, entdo, entreabertas por 30 min para eliminagdo
do residuo de cloroférmio. A cada placa, adicionaram-
se 5 mL de meio 523 semi-solido fundente (48°C) com
0,1 mLde suspensao de células de P. carotovorum subsp.
carotovorum, de modo a formar uma sobrecamada
de aproximadamente 1 mm de espessura. As placas
foram incubadas novamente, da mesma forma descrita
anteriormente, ¢ examinadas periodicamente quanto a
presenca de halos de inibigao.

Foram realizados dois bioensaios in vivo em camara
de crescimento, com temperatura ajustada para 30°C,
em dezembro de 2005 e abril de 2006, com 14 isolados
selecionados no ensaio in vitro de antagonismo a Pcc.
O delineamento foi o inteiramente casualizado, com dez
repeticoes, e a parcela esperimental foi constituida de
duas plantas. Sementes de tomate cv. Santa Clara foram
infectadas com propagulos dos agentes de biocontrole
(Romeiro, 2007b) e semeadas em bandejas com
substrato a base de vermiculita. Apds o aparecimento
do primeiro par de folhas verdadeiras, as plantulas
foram transplantadas para vasos com solo infestado
com Pcc. O tratamento-controle, nos dois ensaios, foi
constituido por plantas oriundas de sementes imersas
em agua destilada pelo mesmo tempo utilizado na
infestacdo com os agentes de biocontrole.

No primeiro ensaio, as plantas foram transplantadas
para solo infestado com suspensdo de propagulos de
Pcc com ODsyy de 0,45, 27 dias apds a germinagao.
No segundo experimento, a suspensao de propagulos
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teve ODsy de 0,65, e o transplante das mudas foi
realizado 24 dias apds a germinacao. Nos dois ensaios,
avaliou-se a severidade da doenga a partir da massa de
matéria seca da parte aérea das plantas. Considerou-
se a severidade inversamente proporcional & massa,
ja que a doenga leva a perda de massa interna do
caule das plantas, sintoma conhecido como talo oco.
A escolha dessa variavel como critério para medir a
severidade foi feita com base no critério da praticidade.
A avaliagdo dos sintomas causados por Pcc em plantas
tem sido feita pelo tamanho de lesdes (Chapon et al.,
2002), incidéncia (Reinoso-Pozo et al., 2006) e
percentual de area lesionada (Cladera-Olivera et al.,
2006). Nenhum desses critérios, porém, ¢ padrao para
a avaliagdo da podridao causada por P. carotovorum
subsp. carotovorum. Para a confirmacdo da etiologia
bacteriana da podriddo, as plantas que exibiam ou nao
os sintomas tiveram seg¢oes de seus caules submetidas
ao teste de exsudacao em gota (Romeiro, 2007b).

No ensaio de antibiose, dos 45 procariotas testados,
14 foram capazes de inibir o crescimento in vitro
de P. carotovorum subsp. carotovorum (Tabela 1).
A grande maioria dos 45 procariotas usados nunca
havia sido testada contra Pcc, mas ja havia sido
testada contra patogenos da parte aérea (Moura &
Romeiro, 1999; Halfeld-Vieira et al., 2004; Silva
et al., 2004; Mendonga, 2006). A P. carotovorum
subsp. carotovorum é um patdgeno agressivo, capaz
de fazer os tecidos infectados entrarem em colapso
em poucas horas. Para que uma rizobactéria seja
capaz de controla-lo, é preciso que o controle seja
por meio de antagonismo direto, pela producao
de substancias antimicrobianas as quais a Pcc seja
sensivel. O biocontrole de P. carotovorum subsp.
carotovorum por esse mecanismo ¢ amplamente
relatado na literatura (Liao, 1989; Li et al., 2004;
Alvarado et al., 2007; Roh et al., 2009).

Nos dois ensaios in vivo, as rizobactérias UFV-006 e
UFV-043 foram os procariotas que mais se destacaram,
embora outros tratamentos também tenham sido
estatisticamente eficazes no controle do patdgeno
(Figura 1). O tratamento-controle em ambos os ensaios
foi o que apresentou maior intensidade de podridao-
mole, o que foi evidenciado pela menor massa de
matéria seca da parte aérea.

Os isolamentos UFV-006 ¢ UFV-043 apresentam
potencial para uso no controle biologico de
P. carotovorum subsp. carotovorum em tomateiro.
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Tabela 1. Presenca ou auséncia de halos de inibigdo no crescimento de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, em

decorréncia da producdo de substancias antimicrobianas por alguns potenciais agentes de biocontrole.

Isolado Diametro do halo (cm) Isolado Diametro do halo (cm) Isolado Diametro do halo (cm)
UFV-0001 0,0 UFV-035 0,5 UFV-005 0,0
UFV-0002 0,0 UFV-036 0,0 UFV-003 0,0
UFV-0003 0,4 UFV-A479R 0,8 UFV-B412R 0,0
UFV-0004 0,4 UFV-027 0,0 UFV-B224R 0,0
UFV-0006 0,5 UFV-028 0,0 UFV-B256R 0,0
UFV-0009 0,0 UFV-040 0,0 UFV-B316R 0,0
UFV-0010 0,0 UFV-010 0,0 UFV-B423R 0,0
UFV-0011 0,3 UFV-013 1,1 UFV-B403R 0,0
UFV-0005 0,4 UFV-001 0,3 UFV-B205R 0,0
UFV-A058R 1,3 UFV-007 0,0 UFV-B322R 0,0
UFV-029 0,0 UFV-008 0,0 UFV-BF04 0,0
UFV-030 0,0 UFV-009 0,0 UFV-BF112 0,6
UFV-031 1,0 UFV-004 0,0 UFV-0008 0,0
UFV-034 0,0 UFV-006 0,0 UFV-043 1,0
UFV-A094R 0,0 UFV-002 0,5 UFV-00001 0,0
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Figura 1. Efetividade das rizobactérias em promover o biocontrole experimental da podridao-mole-do-tomateiro com relagdo
a massa da matéria seca da parte aérea, nos ensaios conduzidos em 2005 e 2006. Barras seguidas por letras iguais ndo diferem

entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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