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RESUMO

Um actinomiceto (Streptomyces setonii, isolado ‘UFV-RD1’),
obtido de rizosfera de planta sadia de tomateiro, foi selecionado
dentre outros 117, como promissor agente de biocontrole de enfermi-
dades da cultura. Em testes de antagonismo in vitro contra patdgenos
do tomateiro, o isolado ‘UFV-RD1’ foi incapaz de inibir o cresci-
mento de bactérias (Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) mas inibiu a germinagao
de conidios de alguns fungos (4lternaria solani, Phytophthora in-
festans, Corynespora cassiicola, Stemphylium solani). Em ensaios
de biocontrole experimental in vivo, em casa de vegetagdo, o acti-
nomiceto foi efetivo em reduzir a severidade de sintomas no caso
de patogenos fingicos e bacterianos testados como desafiantes. A
campo, quando 4. solani e P. infestans ocorreram naturalmente, as
plantas originarias de sementes microbiolizadas com propagulos da
estirpe ‘UFV-RD1’ exibiram sintomas menos severos que as plantas
controle para o caso da pinta preta. O agente de biocontrole é pro-
missor para futuros protocolos de manejo integrado, como forma de
reduzir a quantidade de defensivos utilizados.

Palavras-chave: Streptomyces setonii, antagonismo microbiano,
inducdo de resisténcia, controle bioldgico.

ABSTRACT

Potenciality of an actinomycete from tomato rhizosphere as
a biocontrol agent for tomato diseases

An actinomycete (Streptomyces setonii, isolate ‘UFV-RD1"),
isolated from the rhizosphere of a healthy tomato plant was selected
out of 117 as a promising biocontrol agent for tomato diseases.
In in vitro antagonism tests against tomato pathogens, the isolate
‘UFV-RD1’ was unable to inhibit growth of bacterial pathogens
(Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria) but inhibited conidium germination
of fungi (Alternaria solani, Phytophthora infestans, Corynespora
cassiicola, Stemphylium solani). Experimental biocontrol assays
in a greenhouse indicated that the actinomycete was effective for
reducing symptom severity in the case of bacteria and fungi tested as
challenging pathogens. In field trials, when 4. solani and P. infestans
spontaneously occurred, plants resulting from seeds microbiolized
with propagules of isolate ‘UFV-RD1’ showed less severe symptoms
in the case of early blight. Therefore, the biocontrol agent is
considered a good choice tobe included in future protocols of disease
integrated management as a way to reduce defensive use.

Keywords: Streptomyces setonii, microbial antagonism, induced
resistance, biological control.
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tomate ¢ uma das principais horta-

ligas cultivadas no Brasil. Porém,
durante seu ciclo é acometido por mais
de duzentas doengas, o que leva a um
declinio na sua produtividade. Assim
sendo, a cultura do tomate é uma das
que mais demanda o uso de agrotoxi-
cos durante seu processo de cultivo,
representando 6nus ao produtor e riscos
ao consumidor no que tange a residuos
nos produtos finais consumidos (Jones
et al., 1991; Minami & Haag, 1989).
Consideradas as implicagdes ecoldgicas
e sanitarias decorrentes do uso continuo
e em grandes quantidades de pesticidas
(Uykhede, 1996), a busca ¢ a pesquisa
por alternativas de manejo da doenca
sdo importantes.
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A busca por microrganismos benéfi-
cos, agentes de controle biol6gico, como
alternativa para aumentar a produtivi-
dade de plantas e melhorar o seu estado
fitossanitario, vem sendo um dos princi-
pais objetivos da pesquisa agricola nas
ultimas décadas. Dentre estes microrga-
nismos, os actinomicetos (procariotas
gram-positivos) apresentam grande
potencial. Os actinomicetos podem ser
encontrados em nichos ecoldgicos, tais
como arizosfera e o rizoplano de plantas,
onde sobrevivem, multiplicam-se e en-
contram protecdo contra o antagonismo
da microbiota circunvizinha (Benizri et
al., 2001; Silva et al., 2003).

O uso de rizobactérias como agentes
de biocontrole tem sido estudado de

modo intensivo nas ultimas trés décadas,
como relatam muitos autores (Kloepper
et al., 1997; Ramamoorthy et al., 2000;
Gerhardson, 2002; Silva et al., 2004b) e
sabe-se que sdo capazes de propiciar pro-
tecdo a multiplos patdgenos (Alstrom,
1991; Wei et al., 1991; Maurhofer et
al., 1995). Actinomicetos sdo capazes de
habitar a rizosfera de plantas, podendo
assim ser consideradas como rizobacté-
rias. Ha alguns trabalhos em que essas
bactérias sao utilizadas como agentes de
biocontrole de doengas de plantas. De
um universo de 42 actinomicetos iso-
lados da rizosfera de plantas, 28 foram
eficientes em reduzir o nimero de galhas
causadas por Meloidogyne javanica em
tomateiro e nove reduziram o niimero de
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ovos por raizes (Coimbra et al., 2004).
Yan et al. (2004) isolaram uma cultura
de Streptomyces sp. capaz de controlar a
formacao de galhas e reduzir o nimero
de J2 de M. incognita, em condicdes de
casa de vegetacdo. O controle in vitro
e in vivo de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense por S. griseorubiginosus,
um actinomiceto isolado de raizes de
tomate, foi avaliado e um dos mecanis-
mos de controle observado foi a sintese
de sideroforos (Lixiang et al., 2005). A
diversidade de compostos sintetizados e
excretados por actinomicetos, sobretudo
antibidticos, os torna especialmente
desejados como agentes de biocontrole.
Outra caracteristica importante dessas
bactérias ¢ a capacidade de sintetizar
enddsporos, o que facilita a sua formu-
lagdo (Emmert & Handelsman, 1999).
Sabaratnam & Traquair (2002) produzi-
ram uma formulagdo a base da estirpe
‘Di-944° de S. griseoviridis, isolado da
rizosfera de tomateiro, que demonstrou
ser eficiente em controlar o tombamento
de mudas de tomate causado por Rhizoc-
tonia solani.

Este trabalho teve o objetivo de
avaliar a estirpe do actinomiceto ‘UFV-
RD1’ de Streptomyces setonii obtida de
solo de rizosfera de plantas sadias de
tomateiro, como potencial agente de
biocontrole de doengas desta cultura.

MATERIAL E METODOS

Origem, cultivo e preservacio
dos microrganismos - Todos os mi-
crorganismos utilizados nesse trabalho,
tanto os fitopatogénicos como a estirpe
‘UFV-RD1’ de Streptomyces setonii,
foram obtidos da cole¢do de culturas do
Laboratorio de Bacteriologia de Plantas
e Controle Biolégico do Departamento
de Fitopatologia da UFV. Os fungos
Alternaria solani e Phytophthora in-
festans foram cultivados em meio BDA
(Tuite, 1969) e os fungos Corynespora
cassiicola e Stemphylium solani foram
cultivados em meio V8-agar (Dhingra
& Sinclair, 1985). As fitobactérias
Pseudomonas syringae pv. tomato,
Ralstonia solanacearum e Pectobacte-
rium carotovorum subsp. carotovorum
foram cultivadas em meio 523 (Kado
& Heskett, 1970), e Xanthomonas cam-
pestris pv. vesicatoria em meio GYCA
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(Schaad et al., 2001). As fitobactérias
foram preservadas sob d6leo mineral e
em agua mineral esterilizada (Romeiro,
2001), mantidas a 4°C, e as culturas
fungicas preservadas em 6leo mineral.
A estirpe “‘UFV-RD1’ do actinomiceto
S. setonii foi obtida da rizosfera de
planta sadia de tomateiro no municipio
de Sao Miguel do Passa Quatro-GO e
previamente selecionada como potencial
antagonista a patdégenos de tomateiro
(Carrer Filho, 2002). O actinomiceto
foi cultivado e multiplicado em tubos
inclinados, contendo meio de extrato
de solo-agar (Pramer & Schmidt, 1964)
e preservado sob 6leo mineral a 4°C,
por repicagens semestrais tubo-a-tubo
(Romeiro, 2001).

Potencialidade para colonizagio
de raizes de tomateiro - Para detectar
a eventual habilidade da estirpe ‘UFV-
RD1’ em colonizar o sistema radicular
de plantas de tomate, sementes da cv.
‘Santa Cruz Kada’ foram microbioliza-
das, por embebic¢ao, em uma suspensao
(DO,,, = 0,3) de propagulos do actino-
miceto em solugdo salina esterilizada.
Apbs 24 h, as sementes foram transferi-
das para tubos contendo meio agar-agua
0,6%, nao inclinados, e deixadas para
germinar a temperatura ambiente de
25°C (Silva et al., 2003). A ocorréncia
de turvagdo e deposito leitoso ao longo
das raizes, visualizados por observacao
contra a luz, foram interpretados como
habilidade da rizobactéria para colonizar
o sistema radicular do tomateiro.

Inibicio de crescimento de fitobac-
térias in vitro - Utilizou-se o método
da sobrecamada, conforme descrito
por Romeiro (2001), em que 0,1 mL
da suspensdo de propagulos do actino-
miceto ‘UFV-RD1’ foram depositados
no centro da superficie de placas de
Petri contendo extrato de solo-agar,
seguindo-se incubagdo a 30°C, por 96
h. Apbs, as colonias foram mortas por
exposicdo a luz ultravioleta (254 nm)
por 20 minutos. Em seguida, verteu-se
uma sobrecamada de meio 523 (Kado
& Heskett, 1970) semi-solido funden-
te (48°C) ao qual foram adicionados
propagulos (0,1 mL) de cultura em
meio liquido, na fase exponencial de
crescimento (+24 h) das fitobactérias P,
syringae pv. tomato, R. solanacearum,
P, carotovorum subsp. carotovorum ¢ 48

h para X. campestris pv. vesicatoria. As
placas foram vedadas, mantidas a 28°C
por um periodo de 72 h e examinadas
diariamente a fim de observar se havia
formagao de halos de inibigdo.

Inibicdo na germinac¢io de coni-
dios de fungos patogénicos ao toma-
teiro - Testou-se uma suspensio de pro-
pagulos da estirpe ‘UFV-RD1’ quanto
a capacidade de inibir a germinagdo de
conidios de S. solani, C. cassiicola e A.
solani. O tratamento com uma solugao
do fungicida clorotalonil a 2 g L' tam-
bém foi utilizado e o controle foi solu¢ao
salina (0,85% NaCl) esterilizada. Para
tanto, foram colocadas gotas de 50 puL
de propagulos do antagonista contendo o
dobro da concentragdo desejada (DO, =
0,6) sobre laminas comuns de micros-
copia, de forma que, ao acrescentar 50
pL de suspensio de conidios dos fungos
patogénicos, fosse obtida a concentra-
¢do desejada de células do antagonista
(DO,,,= 0,3). A concentragdo de 4.
solani foi de 5,0 x 10° conidios/ml e, de
S. solani e C. cassiicola foi de 10* coni-
dios/mL. Apo6s a montagem, laminas fo-
ram mantidas em cAmara umida a 28°C
por 24 h. A germinag@o dos conidios foi
determinada contando-se 100 esporos ao
microscopio (40x), com trés repeticdes.
Consideraram-se germinados aqueles
conidios cujo comprimento do tubo
germinativo, igualou ou foi superior ao
seu maior diametro.

Inibicdo da germinacido de espo-
rangios de Phytophthora infestans
- Utilizou-se a metodologia de Halfeld-
Vieira et al. (2004) com modificagdes.
Os tratamentos consistiram de solugdo
de clorotalonil a 2 g L', suspensédo de
c€lulas da estirpe ‘UFV-RD1” (DO,, =
0,3) e solugdo salina esterilizada como
controle. Sobre ldminas de microsco-
pia, foram colocadas gotas de 50 pL
contendo o dobro da concentracgao
de propagulos da estirpe ‘UFV-RD1’
(DO,,,= 0,6), de modo que, com a adi-
¢do de mais 50 puL de uma suspensdo
de esporangios (2 x 10® esporangios
mL"), fossem obtidas as concentragdes
desejadas do antagonista (DO, = 0,3).
As laminas foram mantidas em camara
umida, permanecendo em incubadoras
a4°C por 3 h. Apos esse periodo, foram
imediatamente transferidas para camara
de incubacao regulada a 17°C, por 24 h
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e a germinacdo indireta de esporangios
foi determinada pela contagem de 100
esporangios ao microscopio (40x),
com trés repeticdes, determinando-se
assim a percentagem de esporangios
que liberaram zodsporos em relagdo aos
tratamentos controles.

Ensaio de biocontrole em casa de
vegetacdo - Mudas de tomateiro (cv.
Santa Cruz Kada) oriundas de sementes
microbiolizadas por embebicao de 24
h em uma suspensao de propagulos do
actinomiceto ‘UFV-RD1’ (DO, = 0,3)
foram cultivadas por 30 dias. As mudas
foram deixadas em cdmara imida por
24 h e, a seguir, foram inoculadas, por
atomizagdo, com P. syringae pv. tomato
(DO,,,=0,2), C. cassiicola (2 x 10* coni-
dios/mL), S. solani (2,5 x 10° conidios/
mL) e X. campestris pv. vesicatoria
(DO,,= 0,1). O controle consistiu na
imersdo de sementes da cultivar em so-
lugdo salina. O experimento foi condu-
zido em condigdes de casa de vegetacao,
com temperatura ajustada para 25°C, no
delineamento inteiramente casualizado
com dez repeti¢des por tratamento, cada
repeticao consistindo de uma planta por
vaso. O ensaio avaliou a severidade de
doenga, sete dias apds o surgimento dos
primeiros sintomas.

Ensaio de biocontrole em cam-
po - O ensaio foi instalado em uma
area experimental do Departamento de
Fitopatologia da UFV e conduzido de
dezembro de 2001 a fevereiro de 2002. A
area possui um historico de ocorréncias
de doengas em tomateiro, ja que se faz o
plantio de tomate todos os anos no local,
além de batata e de outras solanaceas.
O solo ¢ do tipo argiloso, apresenta pH
6,01, 1,8 mg/dm? de fosforo disponivel,
29 mg/dm® de potassio trocavel, como
teores de célcio de 2,00 cmol /dm’® e
0,05 cmol /dm* de magnésio, segundo
analise realizada em laboratorio do
Departamento de Solos da UFV. O
experimento constou de quatro blocos
casualizados, com cinco plantas em
cada parcela. Os tratamentos foram re-
presentados por mudas de tomateiro da
variedade ‘Santa Cruz Kada’ oriundas
de sementes microbiolizadas por pro-
pagulos do actinomiceto ‘UFV-RDI1’,
submetidas ao tratamento quimico com
clorotalonil (2 g L', duas vezes por se-
mana), ou que ndo receberam nenhum
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tratamento, controle. Plantas cultivadas
em casa de vegetagdo, em vasos com
solo nao esterilizado, cerca de 20 dias
apos a emergéncia, foram transplantadas
para solo de cultivo em campo. Cinco
dias apo6s o transplantio, verteram-se 50
mL de uma suspensao de propagulos da
estirpe UFV-RD1 (DO, = 0,2) na regido
da cova de plantas oriundas de semen-
tes previamente microbiolizadas. Este
processo foi realizado para aumentar as
possibilidades do actinomiceto coloni-
zar as raizes das plantas de tomate. As
plantas foram conduzidas verticalmente,
com duas hastes, no espagamento de
1,0 x 0,3 m (Boff et al., 1991a) sendo a
poda de caules realizada semanalmente.
A irrigacao foi por aspersdo e as adu-
bacdes de transplantio e de cobertura
foram implementadas em funcdo de
analise quimica do solo. Pinta preta e
requeima ocorreram espontaneamente e
suas respectivas severidades avaliadas.
A severidade da pinta preta foi estimada
pelo uso de escalas diagramaticas com
diferentes percentagens de area foliar
lesionada (Boff et al., 1991b). J& para
avaliar a severidade de requeima, dois
avaliadores estimaram a percentagem
da area foliar lesionada, com o progra-
ma SeverityPro® (Nutter & Litwiller,
1998) para o treinamento. Avaliou-se
a area foliar lesionada pela pinta preta
semanalmente e, para a requeima, duas
vezes por semana. Obteve-se as curvas
de progresso das doengas e as respecti-
vas areas abaixo da curva de progresso
de doenga (AACPD).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo ensaio de potencialidade para
colonizagdo de raizes de tomateiro,
observou-se a formagdo de uma zona
turbida e leitosa ao longo da raiz prin-
cipal e das secundarias em sementes
microbiolizadas com propagulos da
estirpe ‘UFV-RD1’ de S. setoni. Esta
turbidez foi claramente visivel quando
os tubos foram observados contra a luz
diurna demonstrando assim ser a estirpe
capaz de colonizar o sistema radicular
de tomateiro.

Nio foi observada a formagdo de
halos de inibicdo para nenhuma das
bactérias testadas, inferindo-se que a
estirpe ‘UFV-RD1’ ndo foi capaz de

inibir o crescimento dessas fitobactérias
in vitro. Porém, o antagonista demons-
trou ser capaz de inibir a germinagdo
de conidios de 4. solani, S. solani e de
C. cassiicola e a germinagdo de espo-
rangios de P. infestans (Figura 1). Em
relagdo ao tratamento clorotalonil, S.
setoni, foi estatisticamente tao eficiente
em inibir a germinagao de conidios de S.
solani e C. cassiicola, e menos eficiente
para A. solani e P. infestans.

No ensaio de biocontrole experi-
mental em casa de vegetacdo, a estirpe
‘UFV-RD1’ foi capaz de reduzir, sig-
nificativamente, a média de lesdes por
foliolo no caso de todos os patdgenos
desafiantes testados, tanto fingicos
como bacterianos, demonstrando ser
um potencial agente de biocontrole de
doencas do tomateiro (Figura 2). Porém,
nem sempre os resultados obtidos em
casa de vegetagdo sao reproduzidos em
condicdes de campo (Bashan, 1998).
Assim, a confirmacdo da potencialida-
de do actinomiceto foi testada nestas
condicdes.

O experimento de campo foi insta-
lado sem que inoculagdes fossem feitas
e duas doengas (pinta preta e requeima)
aconteceram espontaneamente ¢ 0 moni-
toramento da severidade de ambas, em
fun¢@o do tempo, foi acompanhado. O
antagonista foi capaz de proteger plantas
contra A. solani, ao longo de todo o pe-
riodo de acompanhamento do progresso
da doenca (Tabela 1). O controle da
pinta preta vai de encontro a resulta-
dos apresentados na literatura em que
outras espécies de actinomicetos foram
capazes de controlar os patdgenos desa-
fiantes (Soares et al., 2006; Shahrokhi et
al.,2005; Coimbra et al., 2004; Lixiang
et al., 2005). Para requeima, a estirpe
‘UFV-RD1’ néo foi capaz de controlar
a doenga (Tabela 1). Van Loon et al.
(1998) advertem que a protegdo de plan-
tas contra patogenos apenas com base
em agentes de biocontrole ainda ndo
¢ viavel e que agentes de biocontrole
raramente apresentam a mesma eficacia
de produtos quimicos, principalmente
contra patdgenos agressivos como P,
infestans, sendo que o uso combinado de
controle biologico e produtos quimicos
pode ser uma medida de manejo que
traz consigo confiabilidade e eficiéncia.
Este fato foi também comprovado em
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Figura 1. Teste de inibi¢do da germinagdo de conidios e ou esporangios, por ex-
posigdo a agua (controle), ao fungicida clorotalonil e a propagulos do actinomiceto
UFV-RDI, para os fungos fitopatogénicos Alternaria solani, Corynespora cassii-
cola, Stemphylium solani e Phytophthora infestans (Inhibition test for conidium or
sporangia germination after exposure to water (control), to the fungicide clorotal-
onil and to the actinomycete propagules UFV-RDI, for the phytopathogenic fungi
Alternaria solani, Corynespora cassiicola, Stemphylium solani and Phytophthora
infestans). Vigosa, UFV, 2002.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de proba-
bilidade (means followed by the same letter did not differ by the Tukey test at 5%
of probability).
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Figura 2. Média de lesdes por foliolo incitadas por Corynespora cassiicola (Cc), Stem-
phylium solani (Ss), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv) em plantas de tomate oriundas de sementes microbiolizadas com o
actinomiceto UFV-RD1 em inoculagdes realizadas em casa de vegetagdo (average lesions on
the leaflets caused by Corynespora cassiicola (Cc), Stemphylium solani (Ss), Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) on tomato plants
grown from seeds microbiolyzed with the actinomycete UFV-RD1 on inoculations done in
the greenhouse). Vigosa, UFV, 2002.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(means followed by the same letter did not differ by the Tukey test at 5% of probability).
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um trabalho em que o uso de uma rizo-
bactéria, estirpe ‘UFV-101" de Bacillus
cereus, promoveu o controle de doengas
de tomateiro em condi¢des de campo e
0 seu uso em conjunto com clorotalonil
permitiu reduzir o nimero de aplica¢des
do fungicida pela metade, ao longo de
90 dias (Silva et al., 2004a).

A menor eficiéncia do antagonista
em reduzir o progresso das doencas fren-
te ao fungicida pode estar relacionada a
alguns fatores como a auséncia de uma
formulagdo que proteja o antagonista
quando dispensado via semente. Apos a
semeadura, 0 microrganismo necessita
estabelecer-se e competir com outros
organismos existentes no solo, além de
ter que se adaptar a uma nova condi¢ao
ambiental. Também ndo se sabe quais
os mecanismos de controle que estdo
envolvidos e, assim, ndo foi possivel
potencializa-los. Ja o fungicida ¢ um
produto comercial desenvolvido e testa-
do exaustivamente com um mecanismo
de acdo previamente definido, inibindo a
acdo proteica e enzimatica esperando-se
dele maior eficiéncia. De acordo com os
resultados obtidos, a estirpe ‘UFV-RD1’
de S. setoni ¢ um promissor agente de
biocontrole de doengas do tomateiro.

Mais estudos precisam ser realizados
para que se possa cogitar da possibi-
lidade de desenvolver um bioproduto
a partir do isolado ‘UFV-RD1’ de S.
setoni, tais como a possibilidade de ser
agente de biocontrole aplicado, conco-
mitantemente, tanto por microbiolizagdo
de sementes como em pulverizagdes pe-
riddicas no filoplano. Um outro aspecto
importante a se investigar € a viabilidade
técnica de misturar propagulos vivos do
agente de biocontrole com fungicidas
ja registrados para tomateiro, uma vez
que isoladamente ele ndo foi capaz de
proteger plantas de tomateiro contra P,
infestans.
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