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RESUMO

A busca por alternativas ao uso intensivo de agrotdxicos no controle de doengas tem recebido grande atengdo da pesquisa agricola.
Rizobactérias tém reconhecida capacidade de reduzir doengas em diversas culturas e promover de crescimento de plantas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficacia de seis isolados de rizobactérias, pré-selecionadas, no controle de Ralstonia solanacearum e Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), em casa-de-vegetacdo e relacionar este comportamento a producdo de compostos “in vitro”. Foi
avaliada a capacidade de estas rizobactérias produzirem quitinases, amilases, lipases, compostos antibioticos e de solubilizar fosfato.
A microbiolizagdo das sementes com a rizobactéria DFs1421 (Pseudomonas sp.) reduziu os valores de AACPD de murcha bacteriana
em ambos os ensaios (36,6 ¢ 91,7% no primeiro e segundo ensaios respectivamente). Este controle pode ser associado a produgdo de
compostos responsaveis pela antibiose observada “in vitro”. Isolados de Streptomyces (DFs1296 e DFs1315), bem como de Bacillus
(DFs1414) e o indutor quimico ASM reduziram significativamente a murcha de fusario, variando de 22,5 a 76%. O controle observado por
parte das rizobactérias pode ser atribuido a atividade quitinolitica e/ou antibidtica por compostos volateis.
Palavras-chaves: Solanum [ycopersicum, biocontrole, murcha bacteriana, murcha de fusario

ABSTRACT
Biological control of tomato wilt caused by Ralstonia solanacearum and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici by rhizobacteria
Replacing the intensive use of pesticides for alternative methods in disease control has been an important aim for agricultural
research. Rhizobacteria are known to be capable of reducing diseases levels in many crops and also of promoting plant growth. The
objective of this work was to evaluate the efficacy of six pre-selected rhizobacteria isolates in controlling Ralstonia solanacearum and
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) under controlled conditions in a greenhouse, and to link such capacity to the “in vitro”
production of selected biologically active compounds. The ability of these rhizobacteria isolates to produce chitinases, amylases, lipases,
antibiotic compounds was investigated. Additionally, their ability in solubilizing phosphate was also checked. Microbiolization of seeds
with one rhizobacterium DFs1421 (Pseudomonas sp.) reduced the tomato wilt AUDPC in both assays (36.6 and 91.7% in the first and
second assays respectively). Such efficacy in wilt control is likely to be linked with the production of antibiotics as observed “in vitro”.
Streptomyces (DFs1296 and DFs1315) and Bacillus (DFs1414), and the chemical inducer (ASM) reduced significantly fusarium wilt
ranging 22.5 to 76%. This may be owing to the observed chitinolytic activity and / or antibiosis in the presence of volatile compounds.
Key words: Solanum lycopersicum, biocontrol, bacterial wilt, fusarium wilt

INTRODUCAO

Diversas doengas afetam a cultura do tomateiro,
sendo que as de etiologia bacteriana estdo entre as que
causam maiores prejuizos. Dentre estas, a murcha bacteriana
causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al. é responsavel por perdas elevadas em culturas instaladas
nas diversas regides brasileiras (Lopes & Avila, 2005).

Ralstonia solanacearum possui uma ampla gama de
hospedeiros, na qual estdo centenas de espécies de plantas
pertencentes a 44 familias botanicas. Esta bactéria apresenta
grande variabilidade genética e ¢ capaz de sobreviver no
solo por varios anos, associada aos restos de cultura e a
rizosfera de plantas. Por apresentar uma fase saprofitica em
seu ciclo de vida, a bactéria aumenta suas possibilidades de
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sobrevivéncia no solo, mesmo na auséncia de hospedeiros
(Hayward, 1991).

Outra doenga de importadncia econdmica na
cultura do tomateiro é a murcha de fusario causada por
Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. lycopersici Snyder
& Hansen (FOL) (Kurozawa & Pavan, 2005). Uma vez
introduzido em 4areas de cultivo, este patdogeno pode
permanecer viavel durante anos devido a sua capacidade
de produzir estruturas de resisténcia (clamiddsporos)
(Agrios, 2005). FOL ¢ agrupado em trés ragas fisiologicas,
conforme sua habilidade de infectar e causar doenga em
uma série de cultivares diferenciadoras contendo diferentes
loci de resisténcia. No Brasil, as ragas 1 ¢ 2 encontram-se
amplamente distribuidas, enquanto a raga 3 esta restrita a
algumas regides (Reis et al., 2005).
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O controle quimico ndo ¢ efetivo e nem
economicamente viavel para o controle da murcha
bacteriana ¢ murcha de fusario do tomateiro (Lopes &
Avila, 2005). Nas areas onde estes patogenos ainda nio
ocorrem, o manejo pelo principio da exclusdo, visando
o impedimento da entrada do patdgeno na area de cultivo,
¢ o mais importante. Em areas onde FOL ja se encontra
estabelecido, um dos métodos mais eficazes de reducdo de
perdas ¢ o controle genético, por meio do plantio de cultivares
resistentes (Reis et al., 2005). Apesar de existirem cultivares
¢ hibridos comerciais de tomateiro resistentes a murcha de
fusario, estes apresentam geralmente resisténcia as ragas
fisiologicas 1 e 2 do patogeno. Contudo, cultivares comerciais
que demonstram resisténcia a raca fisiologica 3 ainda ndo
estdo disponiveis no Brasil (Reis et al., 2005). A obtencao de
variedades resistentes a R. solanacearum ¢ bastante dificil,
devido a dificuldade de se achar boas fontes de resisténcia as
diferentes variantes da bactéria. Adicionalmente, a resisténcia
do tomateiro a murcha bacteriana ¢ do tipo poligénica e pode
sofrer interferéncia do ambiente ou traz consigo caracteristicas
agrondmicas indesejaveis (Lopes & Avila, 2005).

O controle bioldgico com o uso de rizobactérias
promotoras do crescimento pode ser uma alternativa para
o manejo de patdogenos habitantes do solo, considerados de
dificil controle (Thanh, et al., 2009). As rizobactérias sao
conhecidas por promover o crescimento de plantas, bem como
a diminui¢do da quantidade de doengas em diversas culturas
(Van Loon et al., 1998; Whipps, 2001). O controle de doengas
pela colonizagao das raizes das plantas por rizobactérias pode
ocorrer diretamente, por meio de competigdo por espaco,
nutrientes ¢ nicho ecoldgico ou pela produco de substancias
antimicrobianas ou ainda indiretamente, por meio da indugao
de resisténcia sistémica (ISR) (Haas & Défago, 2005).
Rizobactérias tém se mostrado promissoras como ferramenta
para o manejo da murcha de fusario em tomateiro, tanto em
casa-de-vegetacdo, como em condi¢oes de campo (Son et al.,
2009; Shanmugam & Kanoujia, 2011). Trabalhos também tém
sido conduzidos na tentativa de se obter o controle da murcha
bacteriana pela aplicagao de rizobactérias antagonistas (Moura
et al., 1998; Anith & Momol, 2004; Lemessa & Zeller, 2007,
Vanitha et al., 2009).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito da microbiolizagdo de sementes de tomateiro com seis
isolados de rizobactérias, selecionados anteriormente para
uso no controle da mancha bacteriana e oidio, no controle de
R. solanacearum e FOL em casa-de-vegetacao. Além disso,
buscaram-se evidéncias de conexdo entre a capacidade de
produgao de compostos bioativos “in vitro” por estes isolados
e seu efeito como biocontroladores de R. solanacearum e
FOL.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos utilizados
Os 1isolados de rizobactérias utilizados foram:

Streptomyces spp - DFs1296 e DFs1315; Bacillus spp
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- DFsl1414, DFS1420 ¢ DFs1423; ¢ Pseudomonas sp. -
DFs1421. Estes foram obtidos por isolamento de solo sob
cultivo de gramineas e laranja (Streptomyces spp.) e de
rizosfera de tomateiro (demais rizobactérias) e identificadas
ao nivel de género por sequenciamento do gene rDNA
16S. Estes isolados haviam sido selecionados em trabalhos
anteriores como antagonistas a R. solanacearum (Moura
et al., 1998), Xanthomonas gardneri (ex Sutic) Jones et.
al. e oidio, Oidium sp. (Naue, 2009) e como promotores
de crescimento (Deuner, 2004) em condi¢des de casa-
de-vegetagdo. Estas bactérias fazem parte da cole¢do do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal da Universidade
Federal de Pelotas.

Utilizaram-se nos experimentos um isolado de
R. solanacearum (DFs-RS01), obtido de tomateiro com
sintomas severos de murcha, proveniente do municipio
Pelotas-RS e um isolado de F. oxysporum f. sp. lycopersici
(UFV-FOLO1) cedido pelo Laboratéorio de Bacteriologia
de Plantas e Controle Biologico da Universidade Federal
de Vigosa, obtido de plantas de tomate com sintomas de
murcha. A patogenicidade de ambos os patogenos foi
confirmada previamente a realiza¢ao dos experimentos pela
inoculagdo de plantas de tomateiro em casa-de-vegetacdo ¢
reisolamento dos mesmos.

Caracterizacdo bacteriana quanto a capacidade de
producio de compostos relacionados ao biocontrole e/
ou promocao de crescimento

Foi avaliada a capacidade das rizobactérias em
solubilizar fosfato, produzir amilases, lipases e quitinases. A
solubilizagao de fosfato de calcio foi avaliada em meio TSA
acrescido de solugdo de fosfato de calcio (CaHPO,), apos
7 dias de incubagdo a 28 °C pela observacgido de formagdo
ou ndo de halo transparente (Romeiro, 2007). A produgao
de quitinases foi verificada em meio cuja unica fonte de
carbono foi quitina coloidal, observando-se a ocorréncia
ou ndo de halo claro de degradagdo (Romeiro, 2007). A
presenga de amilases foi determinada pela degradagdo de
amido no meio, revelada pela coloragdo com iodo (Mariano
& Silveira, 2005). A producgdo de lipases foi detectada
utilizando-se meio de Tween 80 e verificando-se a formagao
ou ndo de precipitado leitoso ao redor das colonias (Mariano
& Silveira, 2005).

Foi avaliada a capacidade de antibiose “in vitro”
em meio 523 (Kado & Heskett, 1970). Antibiose contra R.
solanacearum foi avaliada pelo método de sobrecamada de
meio semissolido acrescido de crescimento bacteriano com
24 horas de incubagdo (1%) (Romeiro, 2007). A antibiose
foi determinada pela observagdo da formacdo (positivo)
ou ndo (negativo) de halo de inibicdo do crescimento
bacteriano apds 24 horas de incubagdo a 28 °C. A antibiose
contra FOL foi determinada pela produgdo de compostos
ndo volateis utilizando o pareamento de culturas e, por
compostos volateis utilizando placas sobrepostas (Romeiro,
2007) apos incubagao por 7 dias a 24 °C. Foi avaliada a
redugdo do crescimento do micélio do patdgeno, quando
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comparado com uma testemunha ndo tratada (na auséncia de
crescimento de rizobactérias). Cada tratamento constituiu-
se de trés repeticdes em um delincamento inteiramente
casualizado, sendo cada placa considerada uma unidade
experimental.

Ensaios em casa-de-vegetacio

Microbiolizacdo das sementes

Sementes de tomateiro, cv. Super Marmande, foram
imersas em suspensao de cadarizobactéria, preparada com
solugdo salina (0,85% NacCl) e crescimento bacteriano de
24 h a 28 °C. Erlenmeyers de 50 mL contendo sementes
e suspensdo de cada rizobactéria foram mantidos a
temperatura de 4 °C durante 4 h sob agitacdo em agitador
orbital com 100 OPM. A concentragdo da suspensdo
bacteriana foi ajustada para A, = 0,5, correspondente a
aproximadamente 10% unidades formadoras de coldnias
por mL (ufc.mL'). Sementes imersas somente em
solugdo salina serviram como testemunha, bem como foram
utilizadas para a producdo de mudas para o tratamento com
pulverizagdes semanais.

Foram realizados dois ensaios para cada patdogeno em
casa-de-vegetagdo. O primeiro ensaio para R. solanacearum
foi conduzido nos meses de fevereiro a margo e o segundo,
nos meses mar¢o a abril de 2011. Para FOL o primeiro
ensaio foi mantido entre maio a junho ¢ o segundo, nos
meses de setembro a novembro, ambos em 2011.

Os tratamentos se constituiram de plantas advindas de
sementes microbiolizadas com cada uma das rizobactérias,
ou pulverizagdo semanal com indutor abidtico acibenzolar-
S-metil (produto comercial Bion®) na dosagem de 0,05
g.L1. As plantas foram cultivadas em copos plasticos de 700
mL, contendo substrato agricola Carolina® ndo esterilizado.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro repetigdes e uma planta por parcela.

Inoculagdio e avaliagdo de Ralstonia solanacearum

O isolado de R. solanacearum foi cultivado por 48 h
a 28°C em meio 523 solido (Kado & Heskett, 1970). Apos
o crescimento das colonias as células foram suspendidas
em solugdo salina (0,85%) e a densidade otica ajustada para
A= 0,5 (concentragdo aproximada de 10° ufc.mL™"). Aos
30 dias apds a semeadura foi realizada a inoculagdo (uma
planta/vaso) por meio de ferimentos nas raizes, através da
inser¢@o de uma faca no substrato na dire¢do das mesmas,
aproximadamente a 5 cm de distancia do caule. Em seguida
depositou-se, no local do ferimento, 5 mL por planta da
suspensao do isolado RS-01. Uma testemunha submetida
aos mesmos procedimentos, porém ndo inoculada, foi
mantida para avaliagdo da alteragdo de matéria seca em
relagdo as plantas inoculadas com patdgeno. O tratamento
com aplicagao foliar de acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion®
0,05 g.L") foi iniciado 24 h antes da inoculag@o do patogeno
e repetido em intervalos de sete dias, pulverizando as plantas
até o ponto de escorrimento.
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As avaliagdes foram realizadas apos o aparecimento
dos primeiros sintomas, sendo no primeiro ensaio aos 8, 10,
12 e 14 dias apo6s a inoculagao e no segundo, aos 12, 14, 16 ¢
18 dias, determinando se a porcentagem de folhas murchas
(nimero de folhas murchas x 100 / nimero total de folhas
da planta) (Silva et al., 2007). A ectiologia da doenga foi
confirmada pelo reisolamento de R. solanacearum a partir
de fragmentos de caule de plantas sintomaticas. Apods as
avaliagOes quanto a murcha, as plantas foram cortadas rente
ao substrato, colocadas em sacos de papel e mantidas em
estufa a 60 °C até atingir peso constante, para determinagao
do peso da matéria seca.

Inocula¢do e avaliagdo de F.
lycopersici

Para produc@o de indculo de FOL, o fungo foi cultivado
em meio BDA por dez dias em placas de Petri. A suspensdo de
conidios foi preparada pela adigdo de 20 mL de 4gua destilada
esterilizada em cada placa e raspagem da superficie com pincel
para que os esporos se soltassem. A concentragdo da suspensao
de esporos foi ajustada para 10* conidios.mL".

As inoculagdes de FOL foram realizadas aos 30
dias apds a semeadura usando a metodologia descrita
anteriormente (uma planta/vaso). O tratamento com
aplicagao foliar de ASM foi iniciado 24 h antes da
inoculagdo do patégeno e repetido em intervalos de sete
dias. As avaliagdes foram realizadas apds o aparecimento
dos primeiros sintomas, iniciadas os 13 dias apos a
inoculagio e repetidas num intervalo de cinco dias, pelo uso
de uma escala de notas de sintomas de murcha cujas notas
variam de 0 a 4 (Shanmugam & Kanoujia, 2011). Ao final
deste periodo, foram retiradas por¢des do colo de plantas
sintomaticas para o reisolamento do patégeno e confirmagio
da etiologia da doenga.

oxysporum f. sp.

Procedimento estatistico

Os valores de severidade de R. solanacearum e
FOL foram utilizados para o calculo da area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD). As médias dos
valores de AACPD foram transformadas para vx + 0,5, a
fim de obter-se a normalidade ¢ homogeneidade dos dados.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste
de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa SASM-Agri®.

RESULTADOS

As rizobactérias mostraram atividade para as
diferentes enzimas avaliadas. Para o teste de produgdo de
quitinases, as rizobactérias DFs1296, DFs1315 e DFs1420
foram positivas, sendo que as duas primeiras também
produziram amilases e lipases (Tabela 1). Apenas DFs1423
apresentou resultado positivo para o teste de solubilizagao
de fosfato de calcio. Em relagdo a atividade lipolitica,
somente dois isolados (DFs1414 e DFs1420) ndo mostraram
atividade positiva (Tabela 1).
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TABELA 1- Atividade de rizobactérias selecionadas no biocontrole de Ralstonia solanacearum (RS) e Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (FOL). Antagonismo por antibiose em sobrecamada e inibi¢do de crescimento micelial por compostos volateis em placas
sobrepostas. Atividade litica em meios contendo quitina coloidal (quitinases) ou amido (amilases) ou Tween 80 (lipases) como Unicas

fontes de carbono e solubilizagdo de fosfato de calcio

Isolado' Halo de Crescimento Producdo de  Producio de Producio Solubiliza¢do

antibiose micelial FOL quitinases amilases lipases de fosfato
RS (mm)

Testemunha 41,7a°

DFs1421 + 39.2b (6,2)* - - * -

DFs1296 + 37,5b (10,0) + + + -

DFs1414 + 37,2b (10,8) - + - -

DFs1420 + 36,9 (11,5) + - - -

DFs1423 + 34,4¢ (17,5) - - + +

DFsl315 + 34,2¢ (18,1) + + + -

CV (%) 2,41

'DFs1296 e DFs1315 (Streptomyces spp.), DFs1414, DFS1420 e DFs1423 (Bacillus spp.) e DFs1421 (Pseudomonas sp.);
2Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com teste de Scott & Knott (p = 0,05);

3(+) = presenga de halo; (-) = auséncia de halo;

“Percentual de inibi¢do considerando a testemunha tendo zero de inibicéo;

CV: coeficiente de variagdo.

As rizobactérias apresentaram comportamento
variado quanto a capacidade para inibir o crescimento de
R. solanacearum “in vitro”, sendo que dois destes isolados,
DFsl1414 ¢ DFs1420 se destacaram por apresentar os
maiores halos de inibi¢do (dados nao mostrados). Nao
foi observada inibi¢do do crescimento micelial de FOL
por meio de compostos ndo volateis. Porém, quando se
avaliou o efeito de compostos volateis, produzidos pelas
rizobactérias, houve redugdo significativa do crescimento
micelial de FOL. A rizobactéria que apresentou maior
percentual de reducdo de FOL foi DFs1315, seguido de
DFs1423, com redugdo do crescimento micelial de 18,13 ¢
17,49%, respectivamente (Tabela 1).

No primeiro ensaio em casa-de-vegetacdo, visando
o controle de R. solanacearum, as rizobactérias DFs1420
(Bacillus sp.) e DFs1421 (Pseudomonas sp.), bem como o
indutor quimico acibenzolar-S-metil (ASM) proporcionaram
menor progresso da porcentagem de folhas murchas,
formando um grupo distinto da testemunha (Figura 1). O

percentual de reducdo da AACPD proporcionada por estes
trés tratamentos variou 36,6 a 73,8%.

O segundo ensaio mostrou que o isolado DFs1421
de Pseudomonas sp., apresentou menor valor de AACPD
(Figura 1). Os tratamento com as rizobactérias DFs1414
e DFs1423 (Bacillus sp.) e com o indutor quimico ASM
também reduziram o progresso da murcha de folhas (Figura
1). Estes tratamentos formaram um grupo estatisticamente
diferente da testemunha, cuja eficiéncia de controle variou
de 64,5 a 91,7%.

De modo geral verificou-se a eficiéncia do isolado
DFs1421 de Pseudomonas sp. e do indutor quimico (ASM)
em reduzir a murcha bacteriana, mostrando eficiéncia em
ambos 0s ensaios.

A inoculagdo com R. solanacearum resultou
em impacto negativo sobre o crescimento das plantas.
No primeiro ensaio, a ocorréncia da murcha reduziu
significativamente a quantidade de matéria seca acumulada
nas plantas inoculadas, contudo sem mostrar diferenca

FIGURA 1- Efeito de rizobactérias
[DFs1296 e DFs1315 (Streptomyces spp.),
DFs1414, DFS1420 e DFs1423 (Bacillus
spp.) e DFs1421 (Pseudomonas sp.)] e de
acibenzolar-S-metil (ASM) sobre a area
abaixo da curva do progresso da murcha
bacteriana do tomateiro (AACPD)
confrontado com a testemunha inoculada
(Test. inoc.). Tratamentos com a mesma
letra, para cada ensaio, pertencem ao
mesmo grupo de acordo com teste de
Scott & Knott (p= 0,05).

500
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A i3
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entre plantas originadas de sementes microbiolizadas
com as rizobactérias ou ndo (Figura 2). No segundo
ensaio, observou uma tendéncia a reducdo de matéria
seca nas plantas inoculadas com patogeno, entretanto nao
foram observadas diferengas estatisticas entre quaisquer
tratamentos.

Os estreptomicetos DFs1296 ¢ DFs1315 e Bacillus
sp. (DFsl1414), bem como pulverizagdes com o ASM
proporcionaram redugdes significativas da severidade da
murcha de fusario, tanto no primeiro, como no segundo
ensaio (Tabela 2). A intensidade da redug@o nos diferentes
ensaios variou, havendo em ambos a formacdo de trés
grupos estatisticamente distintos: tratamentos similares a
testemunha (letra a), intermediarios (letra b) e superiores
(letrac). Quatro tratamentos se diferenciaram da testemunha
nos dois ensaios. Os estreptomicetos (DFs1296 ¢ DFs1315)
formaram o grupo superior no primeiro ensaio com média
de controle de 69,4% e no segundo, foram incluidos no
grupo intermediario (54% de controle). Adicionalmente, o
isolado DFs1421 de Pseudomonas sp., que se destacou no
controle de R. solanacearum, controlou a murcha de fusario
no segundo ensaio (grupo intermediario).

DISCUSSAO

Embora as rizobactérias tenham mostrado certa
diversidade quanto a producdo de compostos relacionados
ao biocontrole e/ou a promogao de crescimento, a capacidade
de hidrolisar quitina ¢ considerada mais relevante para um
potencial agente de biocontrole, pois este ¢ o principal
composto da parede celular de fungos e nematoides (Agrios,
2005). Enzimas quitinoliticas produzidas por rizobactérias
tém sido relacionadas ao controle biologico de varias
doengas fungicas (Ajit et al., 2006; Kishore & Pande, 2007;
Hariprasad et al., 2011). Por outro lado, a habilidade de
produzir outras enzimas pode também estar correlacionada
a capacidade competitiva das bactérias que as possuem
(Whipps, 2001).

2,5
M Ensaio 1

1,5

a

Massa seca (g)

inoc
Tratamentos

Tropical Plant Pathology 38 (5) September - October 2013

Ensaio 2
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Test ndo Testinoc ASM DFs1296 DFs1315 DFs1414 DFs1420 DFs1421 DFs1423

A detec¢@o de antibiose “in vitro” ¢ um método que
tem sido usado para selecdo inicial de rizobactérias como
possiveis agentes de biocontrole contra R. solanacearum
(Moura & Romeiro, 1999; Lemessa & Zeller, 2007; Messiha
et al, 2007.; Xue et al., 2009). No presente estudo, todas
as rizobactérias produziram zona de inibigdo “in vitro” de
R. solanacearum, portanto estes biocontroladores podem
estar atuando por antibiose. No entanto, a sensibilidade
aos compostos produzidos pelos biocontroladores pode
variar em funcdo do isolado patogénico. As bactérias
DFs1296 ¢ DFs1315 sob outros codigos (BF110 e BF022
respectivamente), quando estudadas por Moura & Romeiro
(1999) apresentaram antibiose contra 15 e 8% dos 52
isolados de R. solanacearum classificados como diferentes
racas/biovares ¢ oriundos de diferentes hospedeiros,
coletados em diversas regides do Brasil ¢ do mundo.

Compostos ndo volateis produzidos pelas
rizobactérias ndo foram capazes de inibir o crescimento
micelial de FOL “in vitro”. Isto também foi observado
por Deuner (2004), para os mesmos isolados destas
rizobactérias. Entretanto, quando se avaliou a producdo
de compostos volateis, todas as rizobactérias utilizadas no
presente trabalho foram capazes de reduzir o crescimento
micelial de FOL, embora em diferentes intensidades.
Mariano (1993) ressalta que diferentes metodologias e suas
variantes, podem resultar em alteragdo da sensibilidade
do ensaio. Portanto, ndo se pode descartar a possibilidade
destas rizobactérias poderem também produzir compostos
antibidticos ndo volateis, quando presente no solo ou
colonizando as raizes das plantas.

Nos ensaios em casa-de-vegetacdo visando o
controle de R. solanacearum, as rizobactérias DFs1414,
DFs1420 e DFs1423 (Bacillus sp.) apresentaram eficiéncia
variada em relacdo aos dois ensaios, realizados no mesmo
local, porém, em épocas diferentes. Condigdes ambientais,
como temperatura ¢ umidade tém influéncia sobre a
eficacia do biocontrole (Guo et al., 2004; Jung et al,
2008). Agentes de biocontrole ainda tém mostrado certa

FIGURA 2 - Efeito de rizobactérias

[DFs1296 e DFsl1315 (Streptomyces
4 spp.), DFs1414, DFS1420 ¢ DFs1423
(Bacillus spp.) e DFs1421 (Pseudomonas
sp.)] e de acibenzolar-S-metil (ASM)
sobre a massa seca final da parte aérea
produzida por tomateiros inoculados com
Ralstonia  solanacearum  confrontados
com as testemunhas ndo inoculada (Test.
ndo inoc.) e inoculada (Test. inoc.).
Tratamentos com a mesma letra, para
cada ensaio, pertencem ao mesmo grupo
de acordo com teste de Scott & Knott (p=
0,05).
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TABELA 2- Severidade da murcha de fusario em plantas de tomateiro inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e pulverizadas
com acibenzolar-S-metil (ASM)' ou provenientes de sementes microbiolizadas com rizobactérias

Tratamentos> Ensaio 1 Ensaio 2
AACPD® % de controle* AACPD % de controle

DFs1423 30,63a° 0 28,2a 10
Testemunha® 30,00a 0 31,3a 0
DFs1420 30,63a 0 23,2b 26
DFsl1421 28,13a 8,2 23.8b 24
DFsl1414 23,80b 22,5 7,5¢ 76
ASM 18,80b 38,8 10,0c 68
DFs1296 9,40¢ 69,4 13,3b 58
DFsl1315 9,40¢ 69,4 15,7b 50
C.V. (%) 9,34 14,04

!'Acibenzolar-S-metil, produto comercial Bion 500 WG® 0,05 g.L;

’DFs1296 ¢ DFs1315 (Streptomyces spp.), DFs1414, DES1420 e DFs1423 (Bacillus spp.) e DFs1421 (Pseudomonas sp.);

3Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD);

“Percentual de controle considerando a testemunha (solugdo salina) 0% de controle;
SMédias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com o teste de Scott & Knott (p = 0,05);

*Testemunha tratada com solug@o salina
CV: coeficiente de variagao.

instabilidade na supressdo de doengas e em alguns casos
a efetividade ocorre apenas quando as condigdes para o
desenvolvimento da doenga sdo menos favoraveis (Jung
et al., 2008). Isto foi observado no caso da rizobactéria
DFs1423, em que sua eficacia de controle ocorreu
apenas no ensaio 2, realizado no més de abril, quando as
condi¢des de temperatura, no Rio Grande de Sul, sdo mais
amenas e portanto menos favoravel ao desenvolvimento
de R. solanacearum. No entanto, a microbiolizacdo das
sementes com a rizobactéria DFs1421 (Pseudomonas sp.)
foi estavel, reduzindo a severidade da murcha bacteriana
do tomateiro em ambos os ensaios em condi¢des de casa-
de-vegetagdo. A utilizagdo de rizobactérias pertencentes
aos géneros Bacillus e Pseudomonas como agentes de
biocontrole tem mostrado resultados positivos no manejo
da murcha bacteriana (Anith & Momol, 2004; Vanitha et
al., 2009; Wei et al., 2011). Estes agentes de biocontrole
podem agir principalmente, por antagonismo direto contra
R. solanacearum ou por inducdo de resisténcia sistémica
como mostrado em trabalhos conduzidos para identificagiao
do modo de agdo de rizobactérias (Haas & Défago, 2005).
Ralstonia solanacearum é um patdogeno habitante do solo
¢ a efetiva colonizagdo do sistema radicular por agentes de
biocontrole pode evitar o ataque do patégeno no sitio de
infeccdo e a posterior invasdo do sistema vascular (Nguyen
& Ranamukhaarachchi, 2010). Portanto, a atividade
antagonista apresentada “in vitro” pelas rizobactérias pode
ter um papel importante na redugdo da murcha bacteriana.
A aplicagao das rizobactérias DFs1296, DFs1315 e
DFs1414 reduziu significativamente a murcha de fusario
em casa-de-vegetacao, em ambos os ensaios. Rizobactérias
pertencentes aos géneros Streptomyces ¢ Bacillus sao
importantes habitantes da rizosfera ¢ podem apresentar
a capacidade de reduzir a intensidade de doengas,
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principalmente podriddes de raiz e murchas (Whipps,
2001). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo
com os de outros pesquisadores, que demonstraram que
determinadas rizobactérias Gram positivas apresentaram
capacidade de reduzir a murcha de fusario (Son et al., 2009;
Shanmugam & Kanoujia, 2011).

Rizobactérias podem estimular os mecanismos
de defesa das plantas (Van Loon et al., 1998) ou ter agdo
direta contra FOL (Chandel et al., 2010). Pesquisadores
reconhecem que a producdo de quitinases ¢ mecanismo
importante na inibigdo de FOL (Hariprasad et al., 2011).
No presente estudo, os isolados DFs1296 e DFsl1315
apresentaram atividade quitinolitica e esta pode estar
associada a diminui¢ao dos sintomas de murcha de fusario
nos ensaios “in vivo ”. Adicionalmente, compostos volateis
produzidos por rizobatérias podem atravessar a parede
da célula fungica ¢ induzir alteragdes na permeabilidade
da membrana plasmatica (Li et al., 2012). Portanto, a
antibiose mediada por estes compostos, observada para as
rizobactérias aqui estudadas pode também ter contribuido
para redugdo da intensidade da murcha de fusario.

Os niveis de controle obtidos com a utilizagdo das
rizobactérias, para ambas as murchas, foram iguais aos
proporcionados pelo indutor quimico de resisténcia ASM,
relatado como eficiente na redugdo destas doengas (Anith
& Momol, 2004). Embora o controle de R. solanacearum e
FOL possa estar relacionado a antibiose apresentada pelas
rizobactérias aqui estudadas, existe também a possibilidade
do envolvimento de induc¢do de resisténcia. Esta ideia
ganha forga no fato de que a prote¢@o conferida por estas
rizobactérias ndo ¢ especifica, uma vez que as mesmas
apresentaram atividade tanto contra os patégenos incluidos
no presente trabalho, quanto para patdgenos diferentes,
avaliados em outros trabalhos (Moura et al., 1998; Naue,
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2009). Tal abrangéncia de efeito de controle ¢ de
ocorréncia comum na indugdo de resisténcia (Schonbeck
et al., 1993).
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