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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo caracterizar os possiveis mecanismos de antagonismo responsaveis pelo biocontrole da murcha-
de-esclerocio e os fatores envolvidos na promocdo de crescimento de tomateiro por rizobactérias selecionadas. As rizobactérias foram
caracterizadas por meio da utilizacdo de fontes de carbono, perfil de acidos graxos e sequenciamento do 16S rDNA amplificado, enquanto
os mecanismos de biocontrole e promoc¢ao do crescimento analisados através de indicadores bioquimicos e bioensaios. As rizobactérias
agruparam-se com os géneros Agrobacterium e Kluyvera. Os resultados indicam que a competi¢ao por ferro e antibiose sao os possiveis
mecanismos responsaveis pela capacidade de biocontrole da murcha-de-esclerdcio exercida por essas rizobactérias, assim como a producio
de auxinas e a fixag@o bioldgica de nitrogénio podem explicar a promogdo do crescimento das plantas. Também foram demonstradas
limitagdes do controle bioldgico, em fungio da capacidade de competi¢ao depender do isolado de Sclerotium rolfsii e, da antibiose, da
composi¢ao nutricional do meio de crescimento.
Palavras-chave: Athelia rolfsii, Sclerotium rolfsii, antibiose, auxinas, controle biologico, fixagdo bioldgica de nitrogénio, sideroforos.

ABSTRACT
Control mechanisms of southern blight and growth promotion on tomato mediated by rhizobacteria

This study was conducted to elucidate the possible mechanisms responsible for the biocontrol of southern blight and the elements
involved in tomato growth promotion by selected rhizobacteria. The rhizobacteria were characterized by carbon source utilization, fatty
acid profiles, and 16S rDNA sequencing, while biocontrol mechanisms were investigated using biochemical indicators and bioassays. The
rhizobacteria clustered within Agrobacterium and Kluyvera. The results indicated that iron competition and antibiosis are mechanisms that
explain the biocontrol capability of southern blight by rhizobacteria. In the same way, auxin production and biological nitrogen fixation
can explain growth promotion. Limitations of biological control were demonstrated because the competition capability is strain-specific
for Sclerotium rolfsii, and antibiosis depends on the nutritional composition of growth media.
Key words: Athelia rolfsii, Sclerotium rolfsii, antibiosis, auxins, biocontrol, nitrogen fixation, siderophores.

INTRODUCAO envolvidos a fixagdo biologica de nitrogénio (Baldani &
Baldani, 2005), produgdo de acido indol acético (Spaepen
et al., 2009) e solubilizagdo de fosfatos (Souchie et al.,

2005). Por outro lado, os mecanismos de antagonismo

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PGPR) sao conhecidas por estimularem o crescimento

vegetal, além de serem eficientes competidoras com
organismos deletérios na regido da rizosfera. Como
consequéncia, as PGPR podem ser empregadas no controle
biologico de fitopatdgenos, no aproveitamento mais eficiente
de fertilizantes e como rizoremediadoras, pela degradagao
de compostos nocivos as plantas (Bakker et al., 2007).
Dentre os mecanismos responsaveis pela promogao
de crescimento vegetal por bactérias, frequentemente estdo

Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade
Federal de Roraima. UFRR. Boa Vista RR. 2010.
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direto relacionados ao controle bioldgico de fitopatogenos,
normalmente envolvem a produg@o de enzimas liticas como
quitinases (Kavino et al., 2010) e a produgao de antibidticos
difusiveis (Ahmad et al., 2008), enquanto o sequestro de
ferro por sideroforos esta associado tanto a promogdo do
crescimento quanto ao controle biologico (Glick, 1999;
Ahmad et al., 2008).

Entretanto, muitas vezes a detecgdo da producdo
destes compostos ¢ os bioensaios sdao utilizados como
meio para selecdo de rizobactérias (Ahmad et al., 2008)
e os resultados promissores observados in vitro ndo sdo
verificados in vivo. Nesse contexto, a investigacdo dos
mecanismos de controle deve constituir uma etapa posterior
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ao processo de selecdo, em que se determinam quais deles
explicam e tém importdncia ao interferir no processo
de infec¢do por um fitopatdogeno, a ndo ser para casos
em que tais mecanismos ja estejam bem estabelecidos.
Outros dois aspectos a serem levados em consideragdo
sdo0 a especificidade dos mecanismos envolvidos atuarem
sobre determinadas populagdes do patéogeno ¢ a perda
da capacidade de sintese ou da atividade de metabolitos
em funcdo das condigdes do habitat que ocupam, o que
pode levar ao insucesso do antagonista em exercer o
biocontrole.

A partir de um processo de sele¢do in vivo de
rizobactérias visando o controle da murcha-de-esclerocio
em tomateiro (Barbosa, 2009), foram obtidas quatro
rizobactérias que apresentaram potencial de serem
empregadas como agentes de controle biolégico, sem
efeito deletério ao crescimento das plantas. Considerando
o sitio e 0 modo de infec¢do de Sclerotium rolfsii Sacc.,
um fungo habitante do solo e agente causal da murcha-de-
esclerdcio, foi formulada a hipdtese de que os mecanismos
diretos de antagonismo sao responsaveis pela capacidade
de controle exercida por estas rizobactérias. O presente
trabalho teve como objetivos: identificar as rizobactérias
selecionadas, investigar se mecanismos de antagonismo
direto s@o responsaveis pelo biocontrole da murcha-de-
esclerdcio e que fatores estdo envolvidos na promogao de
crescimento em tomateiro, por meio das quatro rizobactérias
selecionadas in vivo para o biocontrole dessa doenca.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados

As rizobactérias designadas RR31223, RR32238,
RR33282 e RR38291, foram obtidas da rizosfera de
tomateiros sadios, coletados em diferentes municipios no
estado de Roraima e selecionadas dentre 274 isolados, para
o controle de S. rolfsii na cultura do tomateiro (Barbosa,
2009). O isolado RR258 de S. rolfsii, obtido do pimentdo
(Capsicum annuum), foi utilizado durante o processo
de selecdo dos antagonistas em condigdes de casa-de-
vegetacdo. Além deste, foram utilizados os isolados RR561,
proveniente da cultura da melancia (Citrullus lanatus) e
RR517-1, obtido da cultura da mamona (Ricinus communis).
Para verificacdo da divergéncia genética entre os isolados
de S. rolfsii foi realizado pareamento em meio de cultura
BDA (batata dextrose agar), conforme Okabe & Matsumoto
(2000). Todos os isolados citados acima estdo depositados
na coleg@o de culturas da Embrapa Roraima.

Identificacdo das rizobactérias

Perfil de acidos graxos e Teste de Gram

Para determinagdo do perfil de acidos graxos,
colonias foram repicadas para o meio agar triptona de
soja (TSBA, Difco™, Sparks, MD, USA) em placas de
Petri e incubadas por 24 h em BOD. A metodologia para
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caracterizagdo dos perfis de 4cidos graxos seguiu as
instrugdes do MIS Operating Manual (2001) que acompanha
o aparelho de cromatografia gasosa da Agilent 6850 com
injetor automatico e o cromatograma analisado por meio
do Microbial Identification System software (Sherlock
TSBA40 library; MIDI Inc., Newark, DE, USA) (Dias et
al., 2009). O teste de Gram foi realizado pela solubilidade
das colonias em KOH 3% (Schaad et al., 2001).

Sequenciamento da regido 16S rDNA

O sequenciamento da regido 16S rDNA foi realizado
de acordo com Videira et al. (2009). Apés a montagem
das sequéncias foram realizadas analises de similaridade
utilizando o programa BLAST e o banco de sequéncias nao
redundantes do NCBI. A arvore filogenética foi elaborada
por meio do software MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007),
pelo método de agrupamento da distancia média UPGMA,
utilizando para as comparagdes espécies tipo, depositadas
em cole¢des de culturas, dos géneros que apresentaram
maior similaridade com as rizobactérias.
Capacidade de metabolizar diferentes fontes de
carbono

A capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono
foi avaliada pelo uso do kit Biolog® GN2 para bactérias
Gram-negativas, seguindo as recomendagdes do fabricante,
sendo as avalia¢des realizadas por meio de leitora de placas
ELISA, no comprimento de onda de 492 nm, indicando a
utilizacdo de respectivas fontes de carbono pelos isolados
testados.

Capacidade de fixagfio assimbiotica de N,

A capacidade de fixar nitrogénio atmosférico foi
avaliada segundo a metodologia descrita por Estrada-de Los
Santos et al. (2001), sendo utilizadas duas repetigdes em
frascos de vidro com 5 mL de meio de cultura BMGM para
cada rizobactéria. As amostras foram incubadas no escuro
por 10 dias a 28°C, avaliando-se a formagdo de pelicula na
superficie do meio.

Capacidade de producio de acido indol acético (AIA)

Foi utilizada a metodologia descrita por Sarwar &
Kremer (1995). Os isolados foram cultivados em 5 mL
de meio de cultura DYGS liquido com 100 pg mL! de
triptofano por 48 h a 30°C, sob agitacao constante a 150
rpm. Apos o periodo de incubacdo, uma aliquota de 1
mL da suspensdo bacteriana foi centrifugada por 5 min
a 520 g e 150 puL do sobrenadante foram aplicados em
cavidades contidas em microplaca de poliestireno com
capacidade para 300 puL, com quatro repetigdes para cada
rizobactéria. Sobre as amostras, foram adicionados 100
uL doreagente de Salkowsk (1 mL de FeCl,.6 H,0 0,5 M
em 50 mL de HCIO, a 35%), e as placas permaneceram
no escuro por 30 min. A producdo de AIA foi detectada
em leitora de placas ELISA, em comprimento de onda
de 492 nm.
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Capacidade de Solubiliza¢do de Fosfato de Calcio

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi
verificada em meio de cultura GL s6lido (Sylvester-Bradley
et al., 1982). Depois de esterilizado, ¢ com temperatura
proxima a 50°C, foram adicionados ao meio, 50 mL de
K,HPO, (10%) e 100 mL de CaCl, (10%), para formagdo
de precipitado insolavel de CaHPO,, sendo, em seguida,
distribuido em placas de Petri. Cada isolado, foi semeado
em um ponto do meio de cultura e incubado por 10 dias a
30 °C no escuro, utilizando-se quatro repeti¢cdes. Apos este
periodo, foi realizada a avaliacdo visual para verificagdao
da formagao de halo transparente de solubilizagdo no meio
de cultura originalmente opaco, caracteristica que indica a
capacidade de solubilizagao de fosfato de calcio.

Producio de quitinase

Para detecg@o da producdo de quitinase, utilizou-
se meio mineral Renwick et al. (1991), em que quitina
(Sigma) coloidal 0,08% foi a unica fonte de carbono.
Posteriormente, as rizobactérias foram semeadas em
pontos distintos da superficie do meio e incubadas a 25°C
durante 10 dias, sendo utilizadas trés repeti¢des para cada
tratamento. Apos o periodo de incubagdo, foi analisada a
produgdo de quitinase constatada pela observagdo de um
halo transparente ao redor da colénia contrastando com o
restante do meio com aspecto leitoso.

Producio de p-1,3-glucanase

Para deteccdo da producdo de PB-1,3-glucanase,
também foi usado o meio mineral Renwick et al. (1991),
com laminarina (Sigma) a 0,5 % como a unica fonte de
carbono. Os isolados foram semeados no meio em distintos
pontos da superficie e incubados a 25°C durante dez dias,
sendo trés repeti¢des para cada tratamento. Apos o periodo
de incubagdo, a superficie do meio de cultura foi coberta
com uma solug@o de vermelho do Congo 0,5% por 90 min,
sendo o excesso eliminado. A constatacdo da capacidade de
producao de B-1,3-glucanase ¢ evidenciada pela observagao
visual um halo laranja claro ao redor da colonia, contrastando
com o restante do meio com aspecto vermelho-alaranjado.

Antibiose por compostos volateis

Foram utilizadas placas de Petri com 85 mm de
diametro, divididas em trés compartimentos (Fernando et
al., 2005). O primeiro compartimento de todas as placas foi
preenchidocommeio 523 (Kado & Heskett, 1970) e semeadas
as rizobactérias, no segundo compartimento foi adicionado
o meio BDA (batata dextrose agar), onde se depositou
um disco de micélio de S. rolfsii com 5 mm de diametro,
no terceiro compartimento foi constituido pela presenca
ou auséncia de 5 g de carvdo ativado. Adicionalmente
ao tratamento com carvao ativado, foi utilizada como
testemunha adicional, placas de Petri tripartidas contendo
somente o disco de micélio de S. rolfsii em meio BDA,
em um dos compartimentos. Apos o seu preparo, as placas
foram fechadas com Parafilm “M” (Pechiney Plastic
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Packaging) e mantidas em BOD a 25°C, com fotoperiodo
de 12 h. A taxa de crescimento fungico foi registrada a cada
24 h por 4 dias consecutivos, pela medi¢do do didmetro da
coldnia sobre o eixo que liga os dois vértices da borda do
compartimento. O arranjo experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial, constituido por 6 repetigdes
para cada tratamento com duas testemunhas e analisado por
contraste de médias em relacdo as testemunhas, por meio do
software SAS versdo 9 (SAS Institute Inc., Cary, USA).

Antibiose por difusio em meio de cultura

As rizobactérias foram cultivadas por 48 h e
preparada uma suspensdo em agua destilada esterilizada,
ajustada a Abs,,= 0,2. Posteriormente, foram semeados,
por espalhamento com uma al¢a de Drigalski, 100 pL da
suspensdo em placas contendo 15 mL de meio 523. Apds
quatro dias, as células bacterianas foram mortas por meio
de vapor de cloroférmio por um periodo de 2 h, mantendo-
se as placas abertas por 4 h para sua volatizagdo. Uma
sobrecamada de 15 mL de BDA foi vertida, semeando-se
um disco de micélio de S. rolfsii, com 96 h de crescimento,
no centro de cada placa. As medi¢cdes diametrais das
colonias foram realizadas diariamente por um periodo de
cinco dias consecutivos. Cada tratamento foi composto por
6 repeticoes e o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo as taxas de crescimento analisadas por
meio do proc GLM do software SAS versado 9 e do teste de
Tukey a 5% de significancia.

Producio de sideroforos

Foi utilizada a metodologia descrita por Schwyn &
Neilands (1987),adaptadapor Macagnanetal. (2008),emque
as rizobactérias foram cultivadas, por 48 horas sob continua
agitagdo, em meio liquido B de King (King et al., 1954).
Como controle negativo foram cultivadas as rizobactérias
no mesmo meio acrescido de 2 uM de Fe?*.mL"! preparado
a partir de FeSO, 7H,0 e esterilizado por autoclavagem.
Posteriormente, as culturas bacterianas foram centrifugadas
a 10.000 g por 20 min ¢ adicionado 1 mL do sobrenadante
a 1 mL da solucdo indicadora de Cromo Azurol S (CAS).
Como controles adicionais, para comparagao, foi verificada
a colorag@o adquirida nos mesmos meios sem o cultivo de
bactérias. A constatagdo da producdo de sider6foros pelas
rizobactérias foi demonstrada pela mudanga de coloragao
da mistura de azul para amarelo-alaranjado, em um periodo
de até 15 min.

Efeito dos sideroforos no crescimento micelial de S.
rolfsii

Inicialmente as rizobactérias foram cultivadas por
48 h e posteriormente preparada uma suspensdao em agua
destilada esterilizada ajustada a Abs,, = 0,2. Em seguida,
100 pL da suspensao foram adicionados ao meio B de King,
com e sem a adi¢do de 2 uM de Fe*.mL"! preparado a partir
de FeSO, 7H,0, mantendo-se em incubagdo por 4 dias. Apos
este periodo as células bacterianas foram mortas por meio
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de vapor de cloroféormio por um periodo de 2 h. Apos 4 h, foi
vertida uma segunda camada de 15 mL do meio B de King,
com e sem a presenga de 2 uM de Fe?*.mL"', e depositado
um disco de micélio de S. rolfsii no centro de cada placa.
As taxas de crescimento fungico foram obtidas por meio
das medigdes diametrais do fungo realizadas diariamente,
por um periodo de seis dias. Cada tratamento, com
excecdo das testemunhas, foi composto por um isolado de
rizobactéria, contendo 6 repetigoes cada. Os delineamentos
experimentais foram inteiramente casualizados, e os dados
obtidos foram analisados por meio de arranjo fatorial 5 (4
isolados + testemunha) x 2 (com e sem a presenga de ferro).
Os valores das taxas de crescimento foram submetidos a
analise de variancia usando o proc GLM do software SAS
versao 9 sendo utilizado para comparagdes de médias o
teste Fisher-LSD a 5 % de probabilidade.

Colonizacdo de raizes de tomateiro e influéncia das
rizobactérias no crescimento de plantulas de tomateiro
na auséncia de nutrientes exogenos

As sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum)
cv. Santa Clara foram microbiolizadas ¢ semeadas em agar-
agua (Merck) 0,6 % contido em tubos de ensaio (Silva et al.,
2003), incubando-se o material a 25°C em fotoperiodo de
12 h. O arranjo experimental foi inteiramente casualizado,
com 10 repeticdes para cada tratamento. Apos 12 dias
foi verificada a capacidade de colonizagdo de raizes
conforme Silva et al. (2003), realizada a mensuracao do seu
comprimento, assim como da parte aérea. Os dados obtidos
foram analisados usando o proc GLM do software SAS
versao 9 (SAS Institute Inc., Cary, USA) e o teste de Fisher-
LSD a 5% de probabilidade.

Capacidade de promocgao de crescimento em condi¢oes
de casa-de-vegetacio

As sementes de tomate foram previamente
desinfestadas em etanol a 50% por 30 s, seguido de
hipoclorito de sodio a 2% por 3 min, sendo lavadas por trés
vezes em agua esterilizada, e em seguida embebidas em 5
mL da suspensdo bacteriana de cada isolado ajustada em
espectrofotometro a Abs,, = 0,3 e mantidas em temperatura
ambiente por 24 h. Como controle foram utilizadas sementes
embebidas em dagua destilada esterilizada. Posteriormente
foram plantadas em sementeiras, contendo substrato
Plantmax® e, ap6s 14 dias, transplantadas para vasos contendo
solo desinfestado com metam-sddico (Buckman Laboratorios
Ltda.), ingrediente ativo precursor de isotiocianato de metila.
Apos 28 dias do transplantio foi mensurada a altura das plantas
que, em seguida, foram removidas dos vasos. As raizes foram
lavadas, secas em estufa de circulagdo de ar for¢ado a 60°C
por 5 dias e pesadas (massa seca total, massa seca da parte
aérea e raiz). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado contendo 10 repeti¢des, sendo cada
repeticao constituida por um vaso com uma unica planta. As
comparacdes de médias foram realizadas conforme ja descrito
no item anterior.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada zona de aversio na regido de encontro
para todos os isolados de S. rolfsii quando pareados entre si,
indicando que os trés isolados utilizados nos bioensaios nao
pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade micelial e,
portanto, ndo sdo clonais (Okabe & Matsumoto, 2000). Esta
caracteristica permitiu uma comparagao nao tendenciosa dos
resultados envolvendo os ensaios do efeito dos sideroforos
e de antibiose para os diferentes isolados do patoégeno.

Todas as rizobactérias foram Gram-negativas ¢ os
isolados RR31223, RR32238 e RR33282 posicionados
no género Agrobacterium. Este resultado coincide com
o perfil de acidos graxos obtido para as rizobactérias
RR31223 e RR33282, que apresentaram, respectivamente,
por este método, 77 ¢ 87% de similaridade com o perfil
de Rhizobium radiobacter (A. tumefaciens). Entretanto,
para as demais, a similaridade observada pela analise do
perfil de acidos graxos foi baixa e divergente dos obtidos
pelo sequenciamento da regido 16S rDNA, método este
que permitiu posicionar taxonomicamente com maior
confiabilidade as rizobactérias, quando comparadas
com espécies tipo dos géneros que apresentaram maior
similaridade de sequéncias da regido 16 S rDNA (Figura
1). Verificou-se, portanto, que as rizobactérias RR31223,
RR32238 ¢ RR33282 estdo posicionadas dentro do género
Agrobacterium, ou Rhizobium segundo Young (2003),
enquanto o antagonista RR38291 apresenta alta similaridade
com Kluyvera georgiana.

Para o metabolismo de fontes de carbono, foi
observado que todas as rizobactérias metabolizaram
mais de 50% dos compostos, destacando-se os isolados
RR33282 ¢ RR38291 por utilizarem 77,08% e 73,95% das
fontes, respectivamente. Todos os isolados metabolizaram
tween 40, tween 80, adonitol, L-arabinose, i-eritritol, D-
frutose, L-fucose, D-galactose, a-D-glucose, maltose, D-
manitol, D-trealose, acido mono-metil-ester-succinico,
acido cis-aconitico, acido D-galacturénico, acido p-
hidroxifenilacético, acido itacdnico, acido a-ceto valérico,
acido succinamico, L-alaninamida, L-asparagina, acido
L-glutamico, L-histidina, L-hidroxi prolina, L-leucina, L-
prolina, L-treonina, acido urocanico, inosina e glicerol.
Entretanto, nenhum  metabolizou  a-ciclodextrina,
glicogénio, acido acético, acido férmico, acido maldnico,
D, L-carnitina, timidina, putrescina, 2-aminoetanol, 2, 3-
butanodiol e D, L-a-glicerofosfato. Para as demais fontes,
houve variagao na sua utiliza¢ao.

A habilidade das rizobactérias utilizarem diversas
fontes de carbono representa uma vantagem ecoldgica
importante na disputa por determinados nichos na rizosfera,
em que bactérias benéficas, utilizando multiplas fontes
presentes nos exsudatos radiculares, poderiam sobressair
frente a outros microrganismos e reduzir a disponibilidade
de nutrientes disponiveis para um patégeno (Cavaglieri et
al., 2004). Contudo, para que se possa avaliar a capacidade
de competigao por nutrientes entre rizobactéria e patogeno,
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FIGURA 1 - Arvore filogenética elaborada pelo método UPGMA, das rizobactérias RR31223, RR32238,
RR33282 ¢ RR38291, selecionadas para o controle da murcha-de-esclerécio, a partir do sequenciamento do

gene 16S rDNA.

¢ necessaria a defini¢do de quais fontes sdo utilizadas pelos
dois microrganismos.

Em relag@o aos mecanismos envolvidos na promogao
do crescimento vegetal, foi observado que os isolados
RR31223, RR32238, RR33282 apresentaram formacao de
pelicula em meio de cultura semi-solido, indicando serem
capazes de fixar nitrogénio em condi¢des microaerofilicas.
Também foi detectado que os isolados RR31223 e
RR33282 produziram acido indol acético (AIA), enquanto
RR33282 e RR38291 foram capazes de solubilizar fosfato
de calcio. Portanto, das quatro rizobactérias selecionadas,
os isolados RR31223 e RR33282 se destacaram por
apresentar resultados positivos para duas caracteristicas
relacionadas com a promogao de crescimento. A primeira
apresentou capacidade de fixar nitrogénio e produzir AIA,
enquanto a segunda apresentou, além dessas, a capacidade
de solubilizar fosfato de calcio.

Afixacdo bioldgica de nitrogénio ¢ uma caracteristica
ainda pouco explorada na cultura do tomateiro (Mohandas,
1988; Caballero-Mellado et al., 2007), assim como a
sintese ¢ secre¢do de auxinas por isolados pertencentes
ao género Agrobacterium, relatada por Tsavkelova et al.
(2007). O nitrogénio fixado por bactérias associativas pode
ser utilizado pelas plantas de diversas formas, enquanto o
AIA estimula o crescimento vegetal e o desenvolvimento
do sistema radicular, atuando no alongamento, divisdo e
diferenciacdo celular (Dobbelaere et al., 2003), estimulando
também a atividade da nitrogenase (Tien et al., 1979).

Quanto a solubilizagdo de fosfato de calcio, um
fato a ser verificado ¢ a capacidade destas rizobactérias
em facilitar a absor¢@o de calcio pela planta, uma vez que
este nutriente esta associado maior resisténcia de plantas a
murcha-de-esclerdcio. Ao calcio ¢ atribuida propriedade de
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reduzir a atividade de enzimas pectoliticas produzidas por
S. rolfsii (Deacon, 1997), o que é corroborado por dados
experimentais que demonstram que a maior disponibilidade
deste elemento no solo esta relacionada com a redugao na
incidéncia da doenca (Liu et al., 2007).

A promogdo de crescimento em condigoes de
casa-de-vegetacdo, por meio da veiculagdo das bactérias
pelas sementes foi verificada para os isolados RR31223
e RR32238, que se destacaram para todas as varidveis
avaliadas (altura das plantas, massa seca de raiz, massa
seca da parte aérea e massa seca total da planta), enquanto
o isolado RR33282 apresentou um resultado intermediario
(Tabela 1). O isolado RR38291, apesar de ndo apresentar
efeito significativo para este atributo, também ndo ocasionou
efeito deletério ao desenvolvimento das plantas.

Uma caracteristica comum a todas as rizobactérias
testadas foi a capacidade de colonizar a raiz de tomateiro,
quando veiculadas por meio da microbiolizagdo das
sementes e supridas somente pelos exsudatos radiculares. A
colonizagao radicular, além de ser considerada por alguns
autores um importante critério de selegdo de rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (Silva et al., 2003)
constitui uma vantagem, pois permite que se estabeleca
associacdo desde a emissdo da radicula e que estas sejam
veiculadas por meio de sementes. Em relagdo a produgdo
de enzimas liticas, usando a metodologia descrita, foi
verificado que nenhuma das rizobactérias foi capaz de
produzir quitinases ou p-1,3 glucanases, evidenciando que
estas enzimas ndo estdo relacionadas com a capacidade de
biocontrole.

Os resultados também demonstraram ndo haver
evidéncias da produgdo de compostos volateis pelas
rizobactérias, capazes de inibir o crescimento de S. rolfsii, ja
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que ndo houve interagdo significativa entre as rizobactérias
e adi¢do de carvao ativado no terceiro compartimento, sem
interferéncia na taxa de crescimento do patdégeno nas placas
tripartidas, em relagdo aos tratamentos controle. A auséncia
de inibi¢ao do crescimento micelial por compostos volateis
pode ter ocorrido devido a ndo produgdo destes elementos
pelas rizobactérias testadas ou pela capacidade de
detoxificacdo dos compostos produzidos (Osbourn, 1996).

Jaaprodugao de compostosinibidores do crescimento
de S. rolfsii difusiveis em meio de cultura foi detectada para
oisolado RR38291, capaz de inibir totalmente o crescimento
micelial dos trés isolados de S. rolfsii testados (Tabela 2).
Esta habilidade comprova a observagao da formagao de um
halo de inibigao in vitro pelo antagonista RR38291 (Barbosa,
2009). Esta rizobactéria também foi a que apresentou, com
maior reprodutibilidade, reducdo da intensidade da doenca
em condi¢des de casa-de-vegetagdo. Foi verificado que a
sintese de substancias antimicrobianas ¢ importante para
alguns microrganismos que atuam no controle bioldgico,
como bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Streptomyces, Brevibacterium e Burkholderia que sdo
capazes de produzir fenazinas (Spaepen et al., 2009).

A producdo de sider6foros foi constatada para todas
as rizobactérias, com variagdo na capacidade de retirar
ions ferro do CAS. Foi observado que o isolado RR31223
apresentou maior capacidade de indisponibilizar ions ferro,
evidenciado por uma coloragdo amarelo-alaranjada intensa
quando adicionado o CAS ao meio ndo suplementado com
FeSO, 7H,0 e coloragdo verde clara em meio suplementado
por este composto, seguido dos isolados RR32238 e

RR33282. O método para detecgdo da produgdo de
sider6foros, desenvolvido por Schwyn & Neilands
(1987) se baseia no principio de que o complexo cromo
azurol + ferro, assume originalmente a coloragdo azul
escura quando adicionado em meio de cultura. Quando
retirado deste complexo o ion ferro pelo siderdforo, o
corante cromo azurol muda de coloragao, tendendo para
o amarelo-alaranjado.

Um fato que reforga este resultado foi a interferéncia
de algumas rizobactérias no crescimento de plantulas
in vitro. Foi verificado que, quando supridas somente
pelos exsudatos radiculares, as rizobactérias RR31223 e
RR32238 interferem negativamente no desenvolvimento
das plantulas (Tabela 3). Por outro lado, o metabdlito
responsavel pelo mecanismo de antibiose produzido pela
rizobactéria RR38291 pode ter sido responsavel pela
reducd@o do crescimento nessas condig¢des.

Entretanto, as rizobactérias capazes de quelar
ferro com maior eficiéncia foram as que promoveram
maior crescimento vegetal em condi¢des de casa-de-
vegetacao (Tabela 1). Sabe-se que parte deste ferro pode ser
disponibilizado para as plantas (Glick, 1999) e que essas
moléculas estimulam a producdo de auxinas (Dimkpa et
al., 2008), um hormdénio também produzido pelos isolados
RR31223 ¢ RR33282. Além disso, os sider6foros tém um
papel indireto na promogdo de crescimento, pois reduzem a
toxicidade causada as plantas por metais pesados (Burd et
al., 2000). Isso ocorre porque sdo capazes de quelar, além
do ferro, elementos como AI** Cd*, Cu** e Ni** (Dimkpa
et al., 2008).

TABELA 1 - Efeito de rizobactérias selecionadas para o controle da murcha-de-escler6cio, causada por Sclerotium rolfsii, na promogao

de crescimento de tomateiro, em condigdes de casa-de-vegetacao

Rizobactéria Altura Massa seca da Massa seca da Massa seca total da
(cm) raiz (g) parte aérea (g) planta (g)

RR31223 36,60 a 0,83 ab 1,57 a 1,79 a

RR 32238 3530a 0,89 a 1,46 ab 1,72 ab

RR 33282 31,40 ab 0,74 abc 1,33 abc 1,52 abc

RR 38291 32,60 ab 0,67 bc 1,19 be 1,38 be

Testemunha 28,50 b 0,62 ¢ 1,14¢ 130¢

Meédias seguidas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Fisher-LSD a 5 %.

TABELA 2 - Efeito de rizobactérias selecionadas para o controle da murcha-de-esclerocio, na taxa de crescimento micelial (cm.dia™!) de
trés isolados de Sclerotium rolfsii, por meio da difusdo de compostos em meio de cultura

Rizobactéria S. rolfsii RR258 S. rolfsii RR517-1 S. rolfsii RR561
RR31223 1,50 a 2,52a 1,90 a
RR32238 1,51 a 2,47 a 1,67 a
RR33282 1,44 a 2,67 a 2,07 a
RR38291 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Testemunha 1,19 a 2,67a 2,05a

Meédias das taxas de crescimento micelial seguidas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5 %.
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A capacidade de rizobactérias dos géneros Kluyvera
e Agrobacterium em produzir sider6foros ja foi relatada por
outros autores (Burd et al., 2000; Oger et al., 2001; Das
et al., 2007). Ja os resultados do efeito da producdo dos
sideroforos no crescimento dos trés isolados de S. rolfsii
evidenciam que a rizobactéria RR31223 teve maior
capacidade de indisponibilizar ferro para o patogeno, pois
houve supressdo significativa do crescimento micelial
dos trés isolados de S. rolfsii, mesmo com suplementacdo
por ferro (Tabela 4), concordando com os resultados
descritos anteriormente.

Para as demais houve variagdo nos resultados. A
rizobactéria RR32238 inibiu o crescimento dos isolados
RR258 ¢ RR561, mantendo sua atividade mesmo com
o meio suplementado por ferro, enquanto a rizobactéria
RR33282, apresentou efeito inibitério para os isolados
RR561 e RR517-1, porém, a adigdo de ferro ao meio
de cultura ocasionou a perda da capacidade de inibicdo
(Tabela 4). Para a rizobactéria RR38291, foi verificada
capacidade de inibigdo significativa apenas para o
crescimento do isolado RR258. A contribuigdo de
sider6foros, em adi¢do ao mecanismo de antibiose, foi
evidenciada por uma menor taxa de crescimento micelial
do patdégeno no meio de cultura sem suplementagdo de
ferro, quando comparado ao tratamento em que houve
suplementacgao por este ion.

Apesar de alguns autores considerarem que
as pioverdinas s3o responsaveis pelo biocontrole
de S. rolfsii exercido por Pseudomonas (Ganesan
& Gnanamanickam, 1987; Manwar et al., 2003), os
resultados aqui encontrados indicam que o efeito do
sider6foro produzido pelas rizobactérias na supressdao
do crescimento fingico ¢ dependente do isolado
do patéogeno desafiante. Isso pode ocorrer devido a
capacidade de produgdo destas moléculas pelos isolados
de S. rolfsii, assim como ocorre em outros fungos como
Trichoderma, Fusarium e Aspergillus (Renshaw et al.,
2002; Das et al., 2007). Por conseguinte, a eficiéncia de
cada microrganismo em quelar fons ferro constitui fator

que pode estar diretamente relacionado com a capacidade
de biocontrole. Também deve-se destacar que a perda da
capacidade de antibiose pela rizobactéria RR38291 para
os isolados RR517-1 e RR561 de S. rolfsii em meio B
de King indica que, dependendo da disponibilidade de
nutrientes, o composto inibitério pode nido exercer sua
atividade, de acordo com o isolado do patogeno.
Portanto, os resultados indicam que a competigdo
por ferro e antibiose por meio de compostos inibitorios
difusiveis podem explicar a capacidade de biocontrole
dos isolados selecionados e s@o mecanismos importantes
no controle da murcha-de-esclerdcio, assim como a
produgdo de auxinas e fixagdo biologica de nitrogénio
para a promog¢do do crescimento. Entretanto, o fato da
capacidade de competi¢do por ferro pelos sider6foros
produzidos pelas rizobactérias ser dependente do isolado
de S. rolfsii e do efeito de antibiose poder ser perdido com
a mudanga da composi¢do do meio de cultura, fornecem
embasamento para explicar as causas do insucesso de
antagonistas no controle de doengas em determinadas
situagdes, ja que muitos fatores influenciam na sua
eficacia, devendo-se considerar as limitagdes do controle
bioldgico por meio de antagonistas selecionados.

TABELA 3 - Efeito de rizobactérias selecionadas para o controle
da murcha-de-esclerécio, causada por Sclerotium rolfsii, no
crescimento da parte aérea e radicular de plantulas de tomateiro
em meio agar-agua

Rizobactéria Comprimento do  Comprimento da
epicoétilo (cm) radicula (cm)

nn21mMM2 A EA L. A 0N 1.~

RRO 144D “4,04 UC “4,7VU LC
nNnNNIYN1Q 1214 A N0 1
RROZL50 3,94 C 4,29 Ca
RR33282 791 a 5,77 a
RR38291 5,80b 3,93d
Testemunha 8,60 a 5,59 ab

Médias seguidas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Fisher-LSD a 5 %.

TABELA 4 - Efeito da producgio de sideroforos por rizobactérias selecionadas para o controle da murcha-de-esclerdcio, causada por
Sclerotium rolfsii, na taxa de crescimento micelial (cm.dia) de trés isolados de Sclerotium rolfsii

Rizobactéria* Sclerotium rolfsii
Isolado RR258 Isolado RR517-1 Isolado RR561

Sem Fe™ Com Fe*™" Sem Fe™ Com Fe'™ Sem Fe'™ Com Fe'™"
RR31223 0,22 Ba 0,00 Ca 0,00 Bb 0,73 Ba 0,54 Db 1,11 Ca
RR 32238 0,00 Ba 0,19 Ca 0,72 Ab 1,13 Aa 1,01 BCa 1,18 BCa
RR 33282 1,00 Aa 0,71 Ba 0,10 Bb 1,13 Aa 0,87 Cb 1.32 ABa
RR 38291 0,13 Bb 0,49 Ba 0,68 Ab 1,12 Aa 1,13 ABa 1,30 ABCa
Testemunha 0,97 Aa 1,15 Aa 0,94 Ab 1,11 Aa 1,34 Aa 1,38 Aa

*cultivadas em meio B de King, com e sem suplementacao por sulfato ferroso
Médias das taxas de crescimento micelial seguidas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Fisher-LSD a 5 %, onde: letras minusculas
representam comparagdes no sentido da linha e letras maiusculas representam comparagdes no sentido da coluna.
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