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DE PAULA, MAICON FERNANDO PETRY. Prospecg¢ao de rizobactérias para o
controle de doengas bacterianas e promogao do crescimento de tomateiro.
2024. 83 folhas. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar e selecionar rizobactérias com potencial antag6nico
contra bactérias fitopatogénicas do tomateiro, caracteriza-las quanto a produgao de
enzimas liticas, sideroforos, biossurfactantes, acido-indol-acético (AlA), solubilizag&o
de fosfato, motilidade tipo swarming e de formacao de pelicula. As bactérias foram
isoladas a partir de amostras de raizes e solo rizosférico de plantas da familia
Solanaceae e, para obter apenas espécies esporulantes, as amostras foram
submetidas a banho-maria a 85°C durante 15 minutos. Foi avaliada a inibicdo do
crescimento das seguintes bactérias fitopatogénicas Xanthomonas euvesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganesis com suspensao de células (SC) e com
Sobrenadante Livre de Células (SLC) das rizobactérias isoladas. Também foi
determinada a capacidade de produzir AIA por meio da quantificagdo colorimétrica
com reagente de Salkowsky, de solubilizar fosfato em meio GL, a motilidade tipo
swarming em meio Agar Triptona de Soja (0,75%), de formar pelicula em placas de
fundo chato contendo caldo triptona de soja (TSB), de sintetizar biossurfactantes em
meio agar-sangue, de produzir enzimas liticas (celulase, glucanase, protease) e
sideroforos em meio de cultura contendo Chrome Azurol S (CAS). Dentre os 66
isolados testados (63 isolados de rizobactérias obtidos no presente trabalho além de
LAFUELO1, LAFUELO2 e LAFUELO3, que ja pertenciam a cole¢ao do laboratorio de
Fitopatologia da UEL), 46 isolados apresentaram algum grau de antagonismo contra
as bactérias fitopatogénicas. O SLC apresentou efeito antagbnico contra X.
euvesicatoria, R. solanacearum e C. michiganensis subsp. michiganensis e nenhum
efeito contra P. syringae pv. tomato. Cinquenta e nove isolados produziram
sideréforos e 11 solubilizaram fosfato. Das 46 rizobactérias testadas, apenas sete
nao apresentaram atividade hemolitica, oito rizobactérias nao apresentaram
atividade celulolitica, nenhuma produziu glucanase e todas apresentaram atividade
proteolitica. Foram selecionados alguns isolados com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de controle da pinta bacteriana em plantas inoculadas com P. syringae pv.
tomato e a capacidade de promover o crescimento em tomateiro. A aplicacdo de
células dos isolados LAFUELO1 e LAFUEL40 diminuiu significativamente o numero
de lesdes da pinta bacteriana em tomateiros inoculados com Pst demonstrando
potencial na reducdo da doenca. Nenhum isolado promoveu aumento da
porcentagem de germinacao e peso da matéria fresca de plantulas (aos 14 dias)
oriundas de sementes microbiolizadas com as rizobactérias. Embora os isolados
selecionados tenham apresentado capacidade de solubilizar fosfato e produzir AlA in
vitro, nao foi observada promogao de crescimento vegetal em plantulas aos 14 dias.
O tempo de avaliagdo do crescimento de plantulas pode ter sido insuficiente para
observar efeitos decorrentes da producao de AlA dos isolados bacterianos, os quais
podem ser evidenciados em estadios fenolégicos mais avangados.

Palavras-chave: Biocontrole, Pinta bacteriana, Promocdo de crescimento,



Rizobactérias, Tomateiro.

DE PAULA, Maicon Fernando Petry. Rhizobacteria prospecting to control
bacterial diseases and promote tomato growth. 2024. 83 p. Dissertation (Master
in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and select rhizobacteria with antagonistic
potential against phytopathogenic bacteria of tomato plants, and to characterize them
regarding the production of lytic enzymes, siderophores, biosurfactants, indole acetic
acid (IAA), phosphate solubilization, swarming motility and pellicle formation. To
isolate only sporulating species, the bacteria were isolated from samples of roots and
rhizosphere soil of plants of the Solanaceae family and the samples were subjected
to a water bath at 85°C for 15 minutes. Growth inhibition tests were performed on
Xanthomonas euvesicatoria, Pseudomonas Syringae pv. tomato, Ralstonia
solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis with cell
suspension (CS) and with cell-free supernatant (CFS) of the rhizobacteria. The ability
to produce IAA by colorimetric quantification with Salkowsky reagent, to solubilize
phosphate in GL medium, to demonstrate swarming motility in Tryptone Soy Agar
(0.75%), to form a film on flat-bottom plates containing tryptone soy broth (TSB), to
synthesize biosurfactants in blood agar medium, to produce lytic enzymes (cellulase,
glucanase, protease) and siderophores in culture medium containing Chrome Azurol
S (CAS) were also determined. Sixty-three rhizobacteria isolates were obtained, as
well as the isolates LAFUELO1, LAFUELO2 and LAFUELO3, which already belonged
to the collection of the Phytopathology Laboratory of UEL. Among the 66 isolates
tested, 46 isolates showed some degree of antagonism against phytopathogenic
bacteria. SLC showed antagonistic effects against X. euvesicatoria, R. solanacearum
and C. michiganensis subsp. michiganensis and no effect against P. syringae pv.
tomato. Fifty-nine isolates produced siderophores, and 11 solubilized phosphate. Of
the 46 rhizobacteria tested, only seven did not show hemolytic activity, eight
rhizobacteria did not show cellulolytic activity, none produced glucanases and all
showed proteolytic activity. Some isolates were selected to evaluate the efficiency of
bacterial spot control in plants inoculated with P. syringae pv. tomato and the ability
to promote growth in tomato plants. The application of cells from isolates LAFUELO1
and LAFUELA40 significantly reduced the number of bacterial spot lesions in tomato
plants inoculated with Pst, demonstrating potential in reducing the disease. No
isolate promoted an increase in the germination percentage and fresh weight of
seedlings (at 14 days) originating from seeds microbiolized with rhizobacteria.
Although the selected isolates showed the ability to solubilize phosphate and
produce IAA in vitro, no plant growth promotion was observed in seedlings at 14
days. The time of evaluation of seedling growth may have been insufficient to
observe effects resulting from the production of IAA by the bacterial isolates, which
may be more evident in more advanced phenological stages.

Key words: Bacterial spot, Biocontrol, Growth promotion, Rhizobacteria, Tomato.
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INTRODUGAO

O Brasil destaca-se como um dos dez maiores produtores de tomate
no mundo. Ja em escala global, a cultura é a segunda olericola mais produzida
ficando atras apenas da batata. Tamanha importancia se da pela relevancia
econdmica e nutricional que a solanacea tem para a sociedade.

Fungos, bactérias, virus e nematoides podem causar prejuizos a
producdo da hortalica. Com isso, estima-se que cerca de 30% de todo o custo de
producao da cultura se deva a agrotdxicos empregados no controle de doengas.

Doengas bacterianas, de ocorréncia nacional, como a mancha
bacteriana causada por Xanthomonas spp., pinta bacteriana causada por
Pseudomonas syringae pv. tomato, murcha bacteriana causada por Ralstonia
Solanacearum e cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis sao muito importantes pois afetam drasticamente a produtividade da
cultura.

A mancha e a pinta bacteriana s&o altamente destrutivas, afetando o
tecido foliar das plantas e se disseminando na lavoura, principalmente, através de
respingos de agua provenientes da chuva e irrigacdo. E necessaria alta umidade
relativa do ar e molhamento foliar para o desenvolvimento de ambas as doencas.

A murcha bacteriana afeta diversas espécies da familia das
solanaceas causando a murcha e a morte da planta. Ralstonia solanacearum é
habitante do solo e, por isso, a irrigagdo por sulco, solo e material propagativo
contaminado s&o os principais meios de disseminagéo.

O principal método de controle para a mancha e a pinta bacteriana é
a utilizacao de cultivares resistentes, aliado ao controle quimico com produtos
cupricos os quais sdo amplamente empregados no controle das duas doencgas. Para
a murcha bacteriana, nenhuma cultivar apresenta resisténcia e nenhum produto esta
registrado atualmente no Brasil para o controle da doengca em tomateiro.

Embora eficazes para o controle de doencas bacterianas, produtos
quimicos a base de cobre na pratica tém a sua eficiéncia reduzida pela ocorréncia
de chuva que retira o produto da superficie foliar e pela pressdao de selegcdo de
populacdes de bactérias resistentes. Assim, o controle biolégico apresenta-se como
uma alternativa para diminuir as populag¢des de bactérias fitopatogénicas.

Os mecanismos pelos quais microrganismos antagonistas podem
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eliminar ou diminuir populagcdes de fitopatdgenos sado: antibiose, indugdo de
resisténcia, competicdo, parasitismo e promogao de crescimento vegetal.

Entre os agentes de biocontrole, as rizobactérias tém grande
destaque pois apresentam diversos mecanismos antagdnicos e ainda s&o capazes
de sobreviver em diversos ambientes, uma vez que produzem estruturas de
sobrevivéncia denominadas enddsporos. As rizobactérias sdo capazes de se
associarem as raizes das plantas e promover o crescimento vegetal, melhorando a
germinagao e emergéncia de plantulas e até o crescimento de raizes e parte aérea.
Esse efeito pode ocorrer devido a capacidade que as bactérias tém de fixar
nitrogénio, solubilizar fésforo e produzir Acido-Indol-Acético (AIA).

Portanto, os objetivos deste trabalho foram: i) isolar e selecionar
rizobactérias com potencial antagonico frente as bactérias Xanthomonas
euvesicatoria, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv. tomato e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, agentes causais da mancha
bacteriana, murcha bacteriana, pinta bacteriana e cancro bacteriano,
respectivamente e ii) determinar a capacidade das rizobactérias de: produzir AlA,
enzimas liticas, sideréforos e surfactantes, solubilizar fosfato, apresentar motilidade
tipo swarming e formar pelicula. Uma vez selecionados os isolados com
antagonismo in vitro contra P. syringae pv. tomato e que apresentaram
caracteristicas positivas nos testes de caracterizacéo, foram testados para o controle
da pinta bacteriana em tomateiros artificialmente inoculados com P. syringae pv.

tomato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO TOMATEIRO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a Familia
Solanaceae (ALVARENGA, 2013). A regido andina é descrita como o centro de
origem da cultura, embora, sua domesticagcédo tenha se dado no Mexico, de onde foi
levado para paises da Europa no século XVI (NAIKA et al., 2006).

De acordo com a Embrapa (2018), quatro grupos de tomate s&o
destinados ao consumo in natura: Cereja, Santa Cruz, Italiano e Salada. O tomateiro
pode ser cultivado em diversos sistemas de producgao, levando em consideragao
fatores como: grupo, regido, habito de crescimento, demanda do mercado e renda
do produtor (ALMEIDA et al., 2015).

O tomate € a segunda olericultura mais produzida no mundo, sendo
o Brasil o nono produtor mundial. Em 2021 foram produzidos 189 milhdes de
toneladas de tomate no mundo com rendimento médio de 36,6 ton ha' (FAOSTAT
2023). Em 2022, a produgao de tomate no Brasil foi de 3,9 milhdes de toneladas em
area plantada de 54.161 hectares, com rendimento médio de aproximadamente 70
ton ha™'. A produgdo da cultura foi a segunda maior dentre as olericolas, ficando
atras apenas da batata inglesa com uma producao de 4 milhdes de toneladas (IBGE,
2023). A importancia da cultura para o Brasil € econémica, devido a cadeia produtiva
que emprega milhares de pessoas (VILELA et al., 2012).

Devido a sua composi¢cao nutricional, o tomate destaca-se como
uma fonte rica de vitaminas A e C, minerais e antioxidantes. Mesmo que as
vitaminas estejam presentes em uma pequena propor¢do quando comparado a
matéria seca total dos frutos, essas substincias sdo importantes para a saude
humana (SILVA et al., 2006). Os pigmentos licopeno e 3 caroteno, presentes no
tomate, sao considerados antioxidantes importantes para uma dieta saudavel
(STEVENS, 2012). O licopeno confere efeitos preventivos contra doencgas
degenerativas, cardiovasculares e certos tipos de cancer. As principais fontes de
licopeno na dieta humana sao os produtos derivados do tomate, como molhos,
extratos etc. (BOITEUX et al., 2012).
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2.2 DOENCAS BACTERIANAS DO TOMATEIRO

Na natureza, incluindo areas de cultivo de tomate, ha uma grande
diversidade de espécies bacterianas, embora, quando consideramos apenas
bactérias fitopatogénicas poucas espécies sao efetivamente importantes e afetam
negativamente a produtividade do tomateiro (REIS et al., 2021). As de ocorréncia
nacional sdo: mancha bacteriana (X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans e X.
gardneri), pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), necrose da medula
(Pseudomonas corrugata), murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum), cancro
bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) e podriddo mole e talo
oco (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.) (INOUE-NAGATA et al., 2016).

2.2.1 Mancha Bacteriana (Xanthomonas spp.)

A mancha bacteriana do tomateiro € causada por quatro espécies:
X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans e X. gardneri (INOUE-NAGATA et al.,
2016). O género Xanthomonas pertence ao filo Proteobacteria, a classe
Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae
(GARRITY; HOLT, 2000).

A mancha bacteriana pode provocar perdas de até 50% na
peoducado e aumentar os custos devido ao controle da doenca (INOUE-NAGATA et
al., 2016).

As espécies causadoras da mancha bacteriana sdo disseminadas
por sementes e mudas infectadas (SIMONTON et al.,, 2021). Em areas ja
contaminadas, a bactéria pode sobreviver em restos culturais, em plantas daninhas
e plantas voluntarias de tomateiro, que podem servir como fonte de inéculo entre
uma safra e outra (ZAREI et al., 2018).

A mancha bacteriana € altamente destrutiva e de dificil controle em
virtude da rapida disseminagao da bactéria fitopatogénica, que penetra no tecido
vegetal, principalmente por estbmatos e ferimentos. A doenga causa a destruigao da
area foliar de plantas de tomate, resultando na reducédo da capacidade fotossintética
da planta e, consequentemente, da sua produtividade (NASCIMENTO et al., 2013).

Inoue-Nagata et al. (2016) descrevem os sintomas como lesdes

necréticas de coloragdo amarronzada que ocorrem em todos os tecidos aéreos. Nas
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folhas, os sintomas se iniciam como manchas aquosas que se tornam necroticas. A
desfolha prematura da planta de tomateiro expde os frutos ao sol, causando sua
escaldadura. Lesbes nos tecidos foliares de plantas de tomate resultam na redugao
da capacidade fotossintética e, consequentemente, diminuem drasticamente sua
produtividade (NASCIMENTO et al., 2013).

2.2.2 Murcha Bacteriana (Ralstonia solanacearum)

A murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia
solanacearum, € uma das principais doencas do tomateiro e de diversas outras
solanaceas (HAYWARD, 1991). A doenca foi relatada nas culturas da batata, tomate
e berinjela nos Estados Unidos em 1896 por Erwin F. Smith (HAYWARD, 1994).

Ralstonia solanacearum é uma bactéria habitante do solo, gram-
negativa, aerobica, bastonetiforme, mével por flagelos polares e nao fluorescente
(GARRATY et al., 2005). Em meio de cultura Kelman, isolados virulentos formam
colénias de coloragao esbranquigadas e centro avermelhado, enquanto avirulentos
apresentam coloragdo completamente vermelha (KELMAN, 1954).

Ralstonia solanacearum pertence ao Filo Proteobacteria, Classe (-
proteobacteria, Ordem Burkholderiales, Familia Burkholeriaceae (SMITH, 1986)
(YABUUCHI et al., 1995). Embora, atualmente, pertengca ao género Ralstonia, a
bactéria ja foi nomeada como Bacillus solanacearum (SMITH, 1896), Pseudomonas
solanacearum (SMITH, 1914), Burkholderia solanacearum (YABUUCHI, 1992) e,
somente, em 1995 passou ao género atual (YABUUCHI, 1995).

As plantas afetadas pela doenca apresentam murcha foliar,
inicialmente na porcao apical da parte aérea e em horas mais quentes do dia, e com
0 progresso da doencga toda a planta murcha e seca. Realizando um corte na base
do caule, observa-se escurecimento dos vasos do xilema e, para confirmar a
etiologia bacteriana do sintoma, é possivel verificar um escorrimento leitoso por meio
do teste do copo (INOUE-NAGATA et al., 2016).

De acordo com Quezado-Duval e Lopes (2012), a murcha é
favorecida por alta temperatura e umidade do solo. Em areas de cultivo com
temperatura inferior a 18 °C, a doencga apresenta baixo potencial destrutivo, mesmo
que a bactéria esteja presente no solo.
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2.2.3 Pinta Bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato)

A pinta bacteriana, causada pela bactéria Pseudomonas syringae
pv. tomato, é uma doenga do tomateiro que comegou a causar grandes prejuizos no
Brasil a produtores da solanacea a partir da década de 70 (MALAVOLTA,
RODRIGUES NETO, 1991).

Pseudomonas syrigae pv. tomato € uma bactéria gram-negativa,
aerobica, movel por um unico flagelo polar, pertencente ao Filo Proteobacteria,
Classe Gammaproteobacteria, Ordem Pseudomonadales, Familia
Pseudomonadaceae. A bactéria sobrevive em sementes, em restos culturais de
tomateiro que ainda ndo se decompuseram, plantas daninhas e plantas voluntarias
de tomate (INOUE-NAGATA et al., 2016).

De acordo com Reis et al. (2021), a bactéria se dispersa, em curtas
distancias, por respingos de agua de chuva ou irrigagdo, principalmente, com a
ocorréncia de ventos fortes durante o periodo de molhamento.

A doenca afeta os 6rgéos aéreos da planta. Inicialmente, sdo
observadas nas folhas manchas arredondadas de coloragao marrom-escura, sendo
que, em lesdes mais velhas, comumente, a area necrética € circundada por um halo
amarelo. A doenga apresenta grande ocorréncia em regides de temperaturas
amenas (18-25°C) e alta umidade relativa do ar, acima de 90% (REIS et al., 2021).

2.2.3 Cancro Bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

A bactéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
apresenta morfologia baciliforme, € gram-positiva e foi observada pela primeira no
estado de Michigan, nos Estados Unidos da América no inicio do século 20.
Enquanto no Brasil, o cancro bacteriano e sua etiologia foram constatadas apenas
em 1956 (ZALUGA et al., 2013).

O cancro bacteriano ja foi relatado em quase todas as areas
produtoras de tomate do mundo (CABI 2016). A ocorréncia se deve a sua
disseminacgao, altamente eficiente, por sementes contaminadas, que constituem a
principal fonte de disseminagao da bactéria a longas distancias (MALAVOLTA et al.,
2008).

Os sintomas da doenca diferem em fungcdo das condigbes
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ambientais, estirpe da bactéria, da cultivar de tomate e idade da planta infectada. O
método de infecado também é determinante para caracterizar as lesdes, pois quando
a bactéria esta presente em sementes ou se instala nos vasos do xilema, é
transportada para outros 6rgdos da planta. Posteriormente, em condigbes de alta
umidade, células bacterianas sao produzidas nas lesdes e sao disseminadas pela
agua, causando infec¢des localizadas (INOUE-NAGATA et al., 2016).

A infeccdo pelo xilema (sistémica) causa seca dos foliolos e queima
da margem das folhas e pode ser constatada pelo escurecimento dos vasos
adjacentes ao xilema quando observamos o caule. Infecgbes localizadas causam

manchas no caule, folhas e frutos, chamado de “olho de passarinho” (LOPES, 2017).

2.3 CONTROLE DE DOENCAS BACTERIANAS NO TOMATEIRO

O controle de doencas bacterianas € dificil e nenhuma técnica
isolada de controle é totalmente eficaz, sendo requeridas varias medidas
complementares.

O método de controle mais eficiente para a as doencas bacterianas
€ a utilizagao de cultivares de tomateiro resistentes as doengas. Para a mancha e o
cancro bacterianos existem cultivares com certo nivel de resisténcia, enquanto para
a pinta bacteriana existem cultivares resistentes, portadoras do gene Pto (INOUE-
NAGATA et al.,, 2016). Para a murcha bacteriana a utilizacdo de enxertia para
obtencdo de hibridos resistentes pode ser empregada, combinando hibridos
comerciais, como: Spirit, Magnet, R601 e Guardido e Protetor (LOPES &
MENDONCA, 2014).

A utilizacdo de sementes e mudas sadias, cultivo de tomateiro em
regides livre de bactérias fitopatogénicas, irrigacdo adequada, rotagéo de culturas,
plantio em solos bem drenados e eliminagdo plantas doentes devem ser
empregadas no controle de doengas bacterianas da cultura (REIS et al., 2021).

De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2023),
atualmente, no Brasil sdo registrados 26 produtos que podem ser utilizados no
controle da mancha bacteriana do tomateiro e trés produtos registrados para a pinta
bacteriana. Os produtos se dividem entre formulagdes a base de cobre e indutores
de resisténcia. Para o controle da murcha bacteriana, causada por R. solanacearum,

nao ha nenhum produto registrado no Brasil. Para o cancro bacteriano, sao
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registrados cerca de dez bactericidas a base de cobre para o controle da doenca.

Com disponibilidade de apenas produtos a base de cobre, os
produtores enfrentam problemas, ja que o uso intensivo desses produtos pode
favorecer populagbes resistentes ao cobre (Cu?*). A eficiéncia de produtos cupricos
€ altamente dependente do clima, uma vez que a ocorréncia de chuva logo apos a
sua aplicagao pode retirar ou diminuir a concentragao de ingrediente ativo que esta
em contato com a planta. Ha também uma preocupacédo ambiental no uso excessivo
de compostos a base de cobre que podem levar ao acumulo de altos teores de
cobre nos solos (PERNEZNY et al., 2012; INOUE-NAGATA et al., 2016).

A partir do inicio dos anos 1990, o uso de agrotoxicos no Brasil
cresceu significativamente. De acordo com o IBAMA (2022), entre 2010 e 2020
houve um acréscimo de 78,3% na comercializagdo de agrotéxicos no Brasil,
passando de 384,5 mil toneladas para 685,7 mil toneladas, respectivamente.

Estudos realizados por Andrade et al. (2013) verificaram que os
consumidores estdo preocupando-se com os riscos relacionados a contaminagao
de alimentos, uma vez que os impactos dos agrotoxicos sO6 podem ser
diagnosticados a longo prazo, gerando inseguranga na aquisicdo e consumo dos
alimentos.

Ha uma mudanca na atitude das pessoas em relagao aos fertilizantes
e pesticidas de base quimica devido aos perigos emergentes da poluicdo ambiental
e aos efeitos residuais dos pesticidas na saude humana e também no ecossistema
terrestre. Como resultado, foram impostas leis e regulamentos rigorosos para o uso
seguro de agroquimicos. Consequentemente, o desenvolvimento de produtos
biolégicos é de extrema importancia para ampliar os produtos de controle como
alternativa aos agroquimicos sintéticos.

Segundo Cook e Baker (1983), o controle bioldgico pode ser definido
como a reducao do indculo ou das atividades determinantes de um fitopatégeno por
um ou mais microrganismos. Ou ainda, a destruigdo parcial ou total de populacdes
de fitopatdégenos por outros microrganismos encontrados na natureza (AGRIOS,
2005).

Os mecanismos de interacdo antagbnicos pelos quais
microrganismos podem atuar sdo: a produgcdo de metabolitos com acéo
antimicrobiana (antibiose), indugcdo de resisténcia em plantas, competicéo,

parasitismo, predacao e promogéao de crescimento (MEDEIROS et al., 2019).
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Existem numerosos estudos que visam determinar o efeito de
microrganismos antagonistas sobre fitopatdgenos. Konappa et al. (2018) isolaram
Trichoderma asperellum da rizosfera de plantas de tomateiro e determinaram que o
fungo reduziu a incidéncia da murcha bacteriana no tomateiro de 85% no tratamento
controle para 40% no tratamento utilizando T. asperellum. Os autores ainda
observaram um aumento de produtividade nas parcelas onde o fungo foi utilizado.

Yoo et al. (2018) determinaram que o isolado JF27 de Aspergillus
terreus reduziu a infestagdo de células de P. syringae pv. tomato no tecido das
folnas de tomateiro, em comparacdo com o tratamento controle. Enquanto no
tratamento controle a populagdo de P. syringae pv. tomato era 108 UFC/cm?, o
isolado antagonista JF27 promoveu redugédo da populagdo da bactéria patogénica
ao nivel de 10?2 UFC/cm?. O fungo antagonista também foi capaz de promover o
crescimento de plantas de tomateiro.

Ling et al. (2020), buscando isolar actinobactérias do solo
antagonistas a R. solanacearum, determinaram que as células de NEAU-HV9 de
Streptomyces sp. e o metabdlito Actinomycin D, produzido pela mesma,
tiveram100% de eficiéncia no controle da murcha em pléantulas de tomateiro.

Konappa et al. (2020) testaram 18 isolados de rizobactérias
pertencentes aos géneros Bacillus, Brevi bacillus e Pseudomonas em ensaios para
induzir a resisténcia de plantas de tomateiro contra a murcha bacteriana causada por
R. solanacearum. A incidéncia de murcha bacteriana em plantas provenientes de
sementes tratadas com células dos isolados Pf3 (P. fluorescens) e IN937a (B.
amyloliquefaciens) foi de 54%, enquanto em plantas provenientes de sementes

tratadas com agua foi de 97%.

2.4 RIZOBACTERIAS E SEU POTENCIAL NO CONTROLE DE DOENCAS BACTERIANAS DO

TOMATEIRO

Rizobactérias sao microrganismos que podem estabelecer relagdes
de simbiose e vida livre na superficie das raizes das plantas. Dentre os géneros
amplamente encontrados na rizosfera estao: Pseudomonas spp., Azospirillum spp.;
Serratia spp., Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp, e Bacillus spp. (MELO, 2021).

Espécies do género Bacillus e géneros relacionados sdo designadas

coletivamente como bactérias formadoras de enddsporos aerébicos (AEFB). Dentro
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do filo Firmicutes, essas espécies sdo alocadas na classe Bacilli, ordem Bacillales
que contém sete de dez familias que abrigam formadores de enddsporos:
Alicyclobacillaceae, Bacillaceae, Paenibacillaceae, Pasteuriaceae, Planococcaceae,
Sporolactobacillaceae e Thermoactinomycetaceae (MARTINS, et al., 2020). Dessa
forma, as espécies alocadas no género Bacillus e géneros relacionados, da mesma
familia ou de familias diferentes, sdo denominadas coletivamente AEFB (OREM et
al., 2019).

Bactérias do género Bacillus pertencem a classe Bacilli, ordem
Bacillales e familia Bacillaceae (GALPERIN, 2013). Sdo bactérias gram-positivas,
aerobias ou anaerdbias facultativas. A importancia do género se da uma vez que
esses microrganismos podem produzir substéncias relevantes para estudos
biotecnolégicos, como enzimas amiloliticas, proteoliticas e antimicrobianas
(SCHWANTES-CEZARIO et al., 2017). Por apresentarem a capacidade de produzir
endosporos, essas bactérias sdo capazes de sobreviver em diversos ambientes e
nichos ecolégicos (LANNA FILHO et al., 2010).

Le et al. (2020) determinaram que o caldo fermentado proveniente
do isolado JCK-5075 de Paenibacillus elgii quando aplicado em plantas de tomateiro
suprimiu em 81% a incidéncia da murcha bacteriana. Em comparagao, o tratamento
com antibidtico comercial reduziu 86% da incidéncia, e foram considerados
igualmente eficientes para o controle da murcha bacteriana em tomateiro.

Im et al. (2020) identificaram que o isolado DR-08 de Bacillus
methylotrophicus controlou a murcha bacteriana em plantas de tomateiro. O produto
fermentado proveniente do cultivo da bactéria, diluido 250 vezes, controlou 90% da
doenca em relacdo ao controle, enquanto, o antibiético comercial controlou 56%. Os
autores ainda determinaram que a bactéria produz substancias como a oxidificidina
e difficidina, e atribuiram sua capacidade antagbnica a estes compostos.

Felipe et al. (2021) verificaram que o tratamento foliar utilizando o
sobrenadante livre de células dos isolados VMA11p, VM05 ou VMAP1 de
rizobactérias do género Bacillus reduziu a severidade da mancha bacteriana em 98,
94 e 75%, respectivamente. O tratamento reduziu significativamente o niumero de
lesdes por foliolo em comparagdo com o controle.

Bertoglio et al. (2023) testaram a pulverizagéo de produtos a base de
células e metabdlitos do isolado LABIM17 de B. brevis em folhas de tomateiro e

observaram que as plantas tratadas com a rizobactéria apresentaram os menores
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valores de AACPD, aproximadamente 9 na concentragéo de 3,4 x 10’ UFC mL™", em
comparagao com o tratamento agua, com aproximadamente 23.

Zhang et al. (2019) determinaram que o isolado BR3 de Bacillus sp.
inibiu a expressao do gene gacS de P. syringae pv. tomato. Além disso, o extrato de
BR3 reduziu o nivel de proteina GacS e prejudicou a expressdo dependente de
GacA de pequenos RNAs, a motilidade e a resposta de hipersensibilidade (HR)
desencadeada por P. syringae pv. tomato. O sistema GacS/GacA e seus homdlogos
desempenham papel importante na coordenacdo da expressao de fatores de
viruléncia necessarios para a infecgdo bem-sucedida de muitas bactérias gram
negativas patogénicas de plantas e animais. Os resultados deste trabalho sugerem
que o extrato do isolado BR3 pode oferecer um método alternativo para controlar
doencas bacterianas em plantas visando o sistema GacS/GacA.

Além de apresentar antagonismo a patdgenos, rizobactérias do
género Bacillus séo capazes de promover o crescimento vegetal. A promogao pode
ocorrer através da fixagdo de nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de fdsforo,
producdo de Acido-Indol-Acético, producdo de siderdforos e oxidacdo de enxofre
(TORTORA et al., 2011). Essas bactérias trazem melhorias na germinagcao de
sementes, emergéncia de plantulas, crescimento de raiz e parte aérea (FIGUEREDO
et al., 2010).

Dhouib et al. (2019) determinaram que o tratamento do solo com
suspensao de células do isolado C2 de Bacillus velezensis promoveu alongamento
do caule e aumento no numero de folhas emitidas em plantas de tomateiro. A
bactéria foi capaz de aumentar o tamanho do caule de 5,37 cm para 8,7 cm.

Choi et al. (2019) verificaram os isolados KYC de B. thuringiensis e
CE 100 de B. velezensis apresentaram efeito de promogao de crescimento em
tomateiro. A aplicagdo de células das bactérias no substrato aumentou o peso das
plantas de 25 g no controle para 35 g com o isolado KYC e 32 g com o CE 100,
aproximadamente.

Masood et al. (2020) ao embeberem raizes de tomateiro com
suspensdo de células de B. pumilus determinaram que a inoculagdo aliada a
adubacao nitrogenada aumentou em 8% o teor de clorofila foliar, 16% a altura das
plantas, 27% o peso fresco da parte aérea e 35% 0 peso seco da parte aérea em

comparacao com plantas ndo inoculadas e que receberam a adubacao.
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2.5 MECANISMOS DE ACAO DE RIZOBACTERIAS.
2.5.1 Producao de Metabdlitos com Ag¢ao Antimicrobiana

A atividade antagbnica de rizobactérias, como Bacillus spp. e
géneros relacionados estdo associadas a produgcédo de metabdlitos secundarios com
propriedades antibidticas. Esses compostos envolvem principalmente peptideos de
baixo peso molecular que sao gerados ribossomalmente (bacteriocinas) ou nao
ribossomalmente (lipopeptideos, peptideos, policetideos) (MILJAKOVIC et al., 2020).

Bacteriocinas sao peptideos sintetizados ribossomalmente que
atuam contra as células-alvo, interferindo na sintese da parede celular ou formando
poros na membrana celular. Os mecanismos antimicrobianos das bacteriocinas sao
geralmente direcionados contra as espécies que sdo as mesmas ou intimamente
relacionadas aos produtores, com um espectro de agao estreito, tendo, portanto, um
uso importante no controle bioldégico de bactérias patogénicas. Algumas das
bacteriocinas e substancias semelhantes a bacteriocina ja reportadas de varios
Bacillus spp. incluem amilolisina, amisina, subtilina, subtilosina A, subtilosina B e
turicina (MILJAKOVIC et al., 2020). As bacteriocinas exibem pesos moleculares,
propriedades bioquimicas, espectros inibitérios e mecanismos de acdo variaveis
(SINGH et al., 2019).

Os lipopeptideos ciclicos sao bem conhecidos por sua agao
antagbnica contra uma ampla gama de patégenos de plantas, sendo os compostos
antibidticos mais estudados em Bacillus spp. A capacidade antagbnica contra
fitopatdgenos geralmente se da pela interagdo com a membrana celular dos
patdogenos-alvo, causando alteragdes em sua estrutura e permeabilidade por
rompimento, solubilizagdo ou formagao de poros condutores de ions (SHAFI et al.,
2017; MILJAKOVIC et al., 2020).

Os lipopeptideos ciclicos mais importantes de Bacillus spp. séo
representados pelas familias surfactina, iturina e fengicina. A familia das surfactinas
(surfactina, lichenysin, pumilacidin, halobacilin, bamilocyn) atuam como agentes
antifungicos e antibacterianos. A familia das iturinas (iturina, micosubtilina,
bacilomicina, bacilopeptinas, mixirinas, mojavensina, subtulene) exibem efeitos
inibitérios em uma ampla gama de fungos, mas sao menos ativas contra bactérias. A

familia das fengicinas (fengicina, plipastatina, maltacin) sdo uteis na protecdo de
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plantas contra patégenos fungicos (MILJAKOVIC et al., 2020).

Outros lipopeptideos nao sintetizados por ribossomos e incluem
kurstakinas, bacitracinas, polimixinas, gramicidinas e tirocidinas. As kurstakinas tém
capacidade de desestabilizar membranas bioldgicas tanto de bactérias quanto de
fungos, as bacitracinas tém atividade dirigida principalmente contra bactérias Gram-
positivas, as polimixinas sao decapeptideos ciclicos produzidos por Paenibacillus
polymyxa (Bacillus polymyxa), que inibem células bacterianas Gram-negativas e as
gramicidinas e tirocidinas sao produzidos por Bacillus brevis, ativos contra uma
ampla gama de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Diversas espécies de
Bacillus sao conhecidas por produzirem outros antibiéticos ndo sintetizados
ribossomalmente, como peptideos (bacilisina, rizocticina, amicoumacina,
micobacilina, dicetopiperazinas) e policetideos (bacilaeno, dihidrobacilina, difficidina,
macrolactina), com diversas atividades antifingicas e antibacterianas (MILJAKOVIC
et al., 2020).

2.5.2 Produgao de Enzimas Liticas

A atividade antimicrobiana de rizobactérias também pode ser devida
a producdo de enzimas hidroliticas, como quitinases, quitosanases, glucanases,
celulases, lipases e proteases, que hidrolisam eficientemente os principais
componentes das paredes celulares de fungos e bactérias. Quitinases séao
hidrolases glicosidicas que degradam as ligagbées [3-1,4-glicosidicas na quitina, o
segundo polissacarideo mais abundante naturalmente disponivel depois da celulose,
e o principal componente da parede celular fungica (RATHORE; GUPTA, 2015)
sendo potenciais agentes de controle biolégico contra uma variedade de doencgas
causadas por fungos fitopatogénicos. Quitosanases catalisam a degradagao
hidrolitica das ligagbes [-1,4-glicosidicas no derivado de quitina-quitosana
(WEIKERT et al., 2017). As glucanases hidrolisam ligagbes glicosidicas presentes
em a-glucanos e B-glucanos. O B-1,3-glucano é o segundo maior componente da
parede celular fungica depois da quitina. a-1,3-glucanase e -1,3-glucanase ja foram
isoladas de Bacillus brevis, B. licheniformis, B. subtilis, B. circulans e Bacillus
halodurans (PLANAS, 2000). Além da quitina e da glucana, as paredes celulares dos
fungos contém celulose, lipidios e proteinas e, portanto, as celulases, lipases e

proteases bacterianas podem desempenhar um papel significativo na lise da parede
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celular fungica (GULERIA et al., 2016). O potencial de B. amyloliquefaciens para o
biocontrole de Clavibacter rmichiganensis subsp. michiganensis foi atribuido a
producdo de enzimas liticas (celulase, lipase, protease e quitinase (GAUTAM et al.,
2019).

2.5.2 Producéo de Sideroforos

O ferro € um elemento essencial para diferentes processos
biolégicos, como metabolismo do oxigénio, sintese de DNA e RNA, transferéncia de
elétrons e processos enzimaticos, mas néo é um nutriente livremente disponivel. Em
resposta a essa deficiéncia de ferro, um dos mecanismos de aquisicdo de ferro
microbiano € a producao e secregao de sideroforos. Os sideréforos atuam como
agentes solubilizantes extracelulares de ferro a partir de minerais ou compostos
organicos em condi¢cdes de limitagdo de ferro. A importancia dos siderdéforos no
controle biolégico baseia-se na complexagao do ferro tornando-o menos disponivel
para fitopatdgenos que geralmente ndo sao capazes de produzir sistemas de
transporte de ferro (SINGH et al, 2019).

2.5.3 Producdo de Acido-Indol-Acético

Espécies de Bacillus podem ser caracterizadas como rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal, pois sdo capazes de colonizar os tecidos
radiculares e a rizosfera e sintetizar fitorménios como o Acido-Indol-Acético (AIA)
ZEILINGER, 2016).

O AIA pertence a classe das auxinas e € considerado uma molécula
de sinalizagao essencial que atua na regulagdo do crescimento vegetal (MATSUDA
et al., 2018). A maior parte das rizobactérias estudadas sao capazes de sintetizar
AlA e, com isso, elevam os niveis de auxina nos tecidos vegetais melhorando o
crescimento da planta (IQBAL et al., 2018).

A promogao de crescimento das espécies vegetais através deste
fitohormonio é gerada pelo estimo da diviséo celular dos tecidos vegetais, desde sua
diferenciacao até a formacao do tecido, levando ao aumento na formacgao de raizes
e, consequentemente, aumento de absor¢do de agua e nutrientes (DUCA et al.,

2014). Segundo Spaepen et al. (2007), a sintese de AIA por um microrganismo
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ocorre por diferentes rotas metabdlicas: indol-3-acetamida, indol-3-piruvato, indol-3-

acetonitrila, cadeia lateral do triptofano-oxidase e triptamina.

2.5.4 Fixagéo de Nitrogénio e Solubilizacdo de Fosfato

Rizobactérias podem promover o crescimento de plantas através da
fixagao de nitrogénio atmosférico e solubilizagao de fésforo (TORTORA et al., 2010).
Segundo Olanrewaju et al. (2017), as rizobactérias produzem enzimas, como as
fosfatases acidas e acidos organicos, que sao capazes de romper as ligagdes entre
moléculas de fésforo e compostos como ferro, aluminio e matéria organica,
tornando-o disponivel para a planta. A fixacdo de nitrogénio é responsavel por
contribuir com 65% de todo o nitrogénio absorvido por uma planta, tal contribuigcao
s6 é possivel através do processo conhecido como Fixagédo Bioldgica de Nitrogénio
(ELSER et al., 2007). As bactérias fixadoras de nitrogénio produzem enzimas como
a nitrogenase, que rompe a tripla ligacdo presente na molécula de nitrogénio
atmosférico, convertendo N2em NH3 (SARITA et al., 2008; SANTI et al., 2013).
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3 ARTIGO A

ISOLAMENTO E CARACTE’RIZAQAO in vitro DE RIZOBACTERIAS VISANDO O
ANTAGONISMO A BACTERIAS FITOPATOGENICAS DO TOMATEIRO E A
PROMOGAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

3.1 REsumo

O objetivo deste estudo foi isolar rizobactérias e caracterizar in vitro o potencial
antagbnico contra bactérias fitopatogénicas do tomateiro e de promocgdo de
crescimento de plantas. As rizobactérias foram isoladas a partir de amostras de
raizes e solo rizosférico de plantas da familia Solanaceae e, para obter apenas
espécies esporulantes, as amostras foram submetidas a banho-maria a 85°C
durante 15 minutos. Foram realizados testes de cultura dupla contra Xanthomonas
euvesicatoria, Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis com suspensao de células (SC) e
com Sobrenadante Livre de Células (SLC) das rizobactérias. Também foi
determinada a capacidade de produzir AlA por meio da quantificacdo colorimétrica
com reagente de Salkowsky, de solubilizar fosfato em meio GL, a motilidade tipo
swarming em meio Agar Triptona de Soja (0,75%), de formar pelicula em placas de
fundo chato contendo caldo triptona de soja (TSB), de sintetizar biossurfactantes em
meio agar-sangue, de produzir enzimas liticas (celulase, glucanase, protease) e
sideroforos em meio de cultura contendo Chrome Azurol S (CAS). A partir dos 66
isolados testados (63 rizobactérias, obtidas a partir do isolamento realizado no
presente trabalho, além de LAFUELO1, LAFUELO2 e LAFUELO3, que ja pertenciam
a colecao do laboratério de Fitopatologia da UEL), foi identificado que 46 bactérias
apresentaram antagonismo contra as bactérias fitopatogénicas. O SLC apresentou
efeito antagbnico contra X. euvesicatoria, R. solanacearum e C. michiganensis
subsp. michiganensis e nenhum efeito contra P. syringae pv. tomato. Cinquenta e
nove isolados produziram sideréforos, 11 rizobactérias solubilizaram fosfato. Das 46
rizobactérias selecionadas com base nos testes anteriores, todas apresentaram
atividade proteolitica, apenas oito rizobactérias nao apresentaram atividade
celulolitica, sete ndo apresentaram atividade hemolitica e nenhuma produziu
glucanase. Concluimos que grande parte dos isolados apresenta caracteristicas
desejaveis para ser utilizada no biocontrole de doengas causadas por bactérias e na
promogao de crescimento vegetal.

Palavras-chave: Antagonismo, Biocontrole, Rizobactérias, Tomateiro.
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3.2 ABSTRACT

The aim of this study was to isolate rhizobacteria and characterize in vitro their
antagonistic potential against phytopathogenic bacteria of tomato plants and their
growth promotion potential. To obtain only sporulating species, rhizobacteria were
isolated from samples of roots and rhizosphere soil of plants of the Solanaceae
family and subjected to a water bath at 85°C for 15 minutes. Double culture tests
were performed against Xanthomonas euvesicatoria, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis
with cell suspension (CS) and with cell-free supernatant (CFS) of rhizobacteria. The
ability to produce IAA by colorimetric quantification with Salkowsky reagent, to
solubilize phosphate in GL medium, to demonstrate swarming motility in Tryptone
Soy Agar (0.75%), to form a film on flat-bottom plates containing tryptone soy broth
(TSB), to synthesize biosurfactants in blood agar medium, to produce lytic enzymes
(cellulase, glucanase, protease) and siderophores in culture medium containing
Chrome Azurol S (CAS) was also determined. Sixty-three rhizobacteria isolates were
obtained and deposited in the collection with isolates LAFUELO1, LAFUELO2 and
LAFUELO3. In a double culture test, thirty-nine isolates showed some degree of
antagonism against phytopathogenic bacteria. SLC showed an antagonistic effect
against X. euvesicatoria, R. solanacearum and C. michiganensis subsp.
michiganensis and no effect against P. syringae pv. tomato. Fifty-nine isolates
produced siderophores, 11 rhizobacteria solubilized phosphate. Of the 46
rhizobacteria selected based on the previous tests, all presented proteolytic activity,
only eight rhizobacteria did not present cellulolytic activity, seven did not present
hemolytic activity and none produced glucanases. We conclude that most of the
isolates have positive characteristics for use in biocontrol and plant growth
promotion.

Key words: Biocontrol, Growth promotion, Rhizobacteria, Tomato.
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3.3 INTRODUCAO

Atualmente, a utilizagcdo de rizobactérias €& uma estratégia
fundamental para o controle de doengas e promocédo de crescimento de plantas.
Isso se deve a diversas caracteristicas que este grupo de microrganismos
apresentam, como produgcdo de compostos com agao antimicrobianas (RAO et al.,
2016), capacidade de formar enddsporos que permite que rizobactérias do género
Bacillus sobrevivam a condicbes ambientais diversas (ALOO et al., 2019),
suplementacao de nutrientes como fosforo e nitrogénio para as plantas (CARDOSO
& ANDREOTE, 2016) e producao de horménios reguladores do crescimento vegetal
como auxinas e giberelinas (VEJAN et al., 2016).

As bactérias associadas as raizes das plantas também sao capazes
de produzir enzimas das classes das proteases, pectinases, celulases, glucanases e
podem ser utilizadas em diversos setores industriais e, principalmente, no controle
de fitopatdogenos (DOS SANTOS et al., 2018).

As rizobactérias ja foram descritas como agentes antagonistas
contra Sclerotinia sclerotiorum (PINHO et al., 2020), Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (VANEGAS et al., 2020), Rhizoctonia solani (TEIXEIRA et al., 2021),
Xanthomonas euvesicatoria (BERTOGLIO et al., 2023) e Ralstonia solanacearum
(HOSSAIN et a., 2021; SALEIM et al., 2024). Também ¢é descrita a capacidade de
formar biofilme, que associada as demais caracteristicas, tem sido considerada
fundamental para agentes de biocontrole (FAN et al., 2011).

Os objetivos deste estudo foram isolar e selecionar rizobactérias
com potencial antagbnico frente a bactérias que causam doengas em tomateiro:
Xanthomonas euvesicatoria, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv.
tomato e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Caracterizar os isolados
quanto a produgdo de Acido-Indol-Acético (AIA), enzimas liticas, siderdforos,
biosurfactantes, motilidade tipo swarming, capacidade de solubilizar de fosfato e de

formar pelicula.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Obtencao dos Isolados Bacterianos

Foram realizadas prospeccdes de rizobactérias em areas do
Campus e da Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina — UEL
(latitude: -23 20' 23,17, longitude: -51 12' 32,11 e 610 m de altitude). Dez amostras
de raizes de plantas da familia Solanaceae e de solo associada a rizosfera (até 10
cm de profundidade) foram coletadas. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e em seguida foi realizado o processo de isolamento.

Para obtencdo dos isolados bacterianos, foram preparadas
suspensdes a partir de 10 g de solo e tecido radicular macerados em 90 mL de agua
destilada esterilizada. As amostras foram agitadas a 200 rpm durante 15 minutos e
diluidas até a concentragdo de 10-. Para isolar apenas bactérias esporulantes,
caracteristica presente em bactérias do género Bacillus e géneros relacionados, as
amostras foram submetidas a banho-maria a 85°C durante 15 minutos. Aliquotas de
100 pL foram plaqueadas em meio Agar-Nutriente (AN) (28 g AN comercial; 1000
mL agua destilada). Os isolamentos foram realizados em triplicata e as col6nias
bacterianas foram selecionadas de acordo com sua morfologia e, posteriormente,
estriadas em placas contendo meio AN para obtencao de colénias puras.

Os isolados LAFUELO1, LAFUELO2 e LAFUELO3 foram obtidos
como contaminantes em testes de confronto direto entre fungos fitopatogénicos e
leveduras no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) em margo de 2020. Os trés isolados foram identificados como pertencentes ao
género Bacillus. O genoma de LAFUELO3 foi sequenciado e identificado como B.
velezensis (DUIN, 2022).

As bactérias fitopatogénicas Xanthomonas euvesicatoria 75-3
IAPAR, Ralstonia solanacearum 10407 |IAPAR, Pseudomonas syringae pv. tomato
7716 IAPAR e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 4704 IAPAR séao
provenientes da colegao de bactérias fitopatogénicas do Laboratério de Bacteriologia
e Diagnose em Fitossanidade do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
(IAPAR/Emater) em Londrina/PR. Para uso nos experimentos, os isolados foram
ativados em meio AN e incubados a 28 + 2 °C por 24 horas.
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3.4.2 Preservacao dos Isolados Bacterianos

A preservagao das bactérias foi realizada pelo método de secagem
(ROMEIRO, 2001). As bactérias foram cultivadas em meio AN durante 24h e
suspensas em solugdo salina estéril. Em erlermeyer, foram adicionados 5 mL da
suspensdo de células bacterianas e 5 mL de meio peptona-gelatina (50 g L~
gelatina, 80 g L' peptona). Em seguida, tiras de papel-filtro foram embebidas com a
suspensdo. As tiras de papelfiltro foram transferidas para placas de Petri e
acondicionadas em dessecador, contendo silica-gel, durante cinco dias. As tiras

foram armazenadas em envelopes estéreis a 4 °C.
3.4.3 Teste de Difusdo em Agar por Suspensao de Células Bacterianas

A selecdo das rizobactérias com potencial antagbnico foi realizada
pela difusdo dos metabdlitos em agar em teste de cultura dupla contra as bactérias
fitopatogénicas. As bactérias fitopatogénicas, X. euvesicatoria, R. solanacearum, P.
syringae pv. tomato e C. michiganensis subsp. michiganensis foram ativadas em
meio AN a 28°C durante 24h e, posteriormente, foram preparadas suspensdes de
células em agua (SC), ajustadas em espectrofotdmetro para densidade éptica de
600 nm igual a 0,3 (O.D.soo = 0,3). Aliquotas das suspensbes das bactérias
fitopatogénicas foram incorporadas em meio NA fundente a 0,25% v/v (pour plate).
Apos a solidificagdo do meio inoculado com as bactérias fitopatdgenas, aliquotas de
10 uL das suspensdes das rizobactérias foram inoculadas em dois pontos da placa
de Petri. As culturas foram incubadas a 28°C e a observacdo de halo sem
crescimento das bactérias fitopatogénicas em torno da colénia das rizobactérias
indicou a inibicao do crescimento.

As avaliacbes foram realizadas apos 48 e 96h de incubacgdo. Foi
realizada analise semi-qualitativa, medindo o tamanho do halo de inibicdo a partir da
borda da colbénia da rizobactéria (Figura 1). O potencial antagbnico foi classificado
como: (-) sem halo ou auséncia de efeito antagdnico; (+) pequeno halo de até 2 mm
ou pouco efeito; (++) halo médio de 3 a 5 mm ou atividade mediana; (+++) halo
grande de 6 a 10 mm ou atividade alta; (++++) halo muito grande ou atividade
antagd6nica muito alta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a

unidade experimental foi constituida por uma placa com duas colénias de



31

rizobactéria, sendo uma coldénia uma repeticao, totalizando seis repeti¢des, trés

placas de Petri por isolado.

Figura 1 — Avaliacdo do tamanho do halo de inibigdo do teste de difusdo em agar
por suspensao de células das bactérias antagonistas.

Fonte: Préprio autor (2024).

3.4.4 Obtencao do Sobrenadante Livre de Células (SLC) das Bactérias Antagonistas

Os isolados de rizobactérias que apresentaram os melhores
resultados no teste de difusdo em agar por suspensao de células bacterianas foram
selecionadas para o teste com SLC. Para produg¢ao do SLC, os isolados bacterianos
foram ativados em meio AN a 28 °C durante 24 h e suas células foram suspensas
em agua (0.D.soo = 0,3). Para obtencao do inéculo, 40 pL dessa suspensdo foram
acrescentados em 40 mL de caldo Luria Bertani (LB) e mantido em agitacao de 190
rom, a 28 °C durante 24h. Apos a incubacao, aliquotas do indculo foram adicionadas
em 125 mL de caldo LB (1% v/v) e mantido em agitagdo de 200 rpm a 28 °C durante
72h. Para obtengdo do SLC, a cultura foi centrifugada duas vezes a 4.000 rpm
durante 10 min e, posteriormente, filtrada em membrana de celulose com poros de

0,22 ym de didmetro.
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3.4.5 Teste de Difusdo em Agar

As bactérias fitopatogénicas X. euvesicatoria, R. solanacearum, P.
syringae pv. tomato e C. michiganensis subsp. michiganensis foram ativadas em
meio AN a 28 °C por 24h e suas células foram suspensas em agua (O.D.s00 = 0,3).
Aliquotas das suspensdes foram incorporadas em meio na fundente a 0,25% v/v
(pour plate). Apds a solidificagcdo do meio inoculado, duzentos microlitros do SLC
foram adicionados em cada um dos quatro pogos perfurados de forma equidistante
no meio AN na placa de Petri. As culturas foram incubadas a 28°C durante 48h e,
posteriormente, foi mensurado o tamanho do halo de inibicdo a partir da borda do
poco com SLC (Figura 2).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a
unidade experimental foi constituida por uma placa com quatro pocos, sendo cada
poco uma repeticdo, totalizando oito repeticbes (duas placas por SLC). Os dados
dos experimentos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 2 - Avaliagcdo do halo de inibicdo no teste de difusdo em agar do
Sobrenadante Livre de Células (SLC) das bactérias antagonistas.

Fonte: Proprio autor (2024).
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3.4.6 Teste de Solubilizacdo de Fosfato e Produgao de Sideroforos

A capacidade de solubilizar fosfato dos isolados de rizobactérias foi
determinada qualitativamente em meio GL (KATZNELSON, BOSE, 1959). Para
obtengdo do meio GL trés frascos contendo: frasco | - 5 g L™ glicose, 1 g L' extrato
de levedura e 15 g L' &gar; frasco Il — 50 mL fosfato dipotassico (10%); frasco Il —
100 mL de solugédo de cloreto de calcio (10%). Os frascos foram submetidos a
autoclavagem e, posteriormente, o conteudo foi resfriado a 50 °C. O conteudo dos
frascos Il e lll foi adicionado ao frasco |, precipitando CaHPO4. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticoes.

As rizobactérias foram cultivadas em meio GL e incubadas a 28
°C durante 3 dias. A observacao de halo claro em torno da colénia bacteriana
indicou a atividade de solubilizacdo de fosfato. A atividade solubilizadora foi
classificada como: (-) sem halo ou falta de atividade; (+) presenca de halo de
inibicdo ou atividade solubilizadora.

A producgéo de sideréforos foi realizada em meio de cultura contendo
Chrome Azurol S (CAS). Para obtengdo do meio de cultura, quatro solugdes
contendo: | — 60,5 mg de CAS e 50 mL de agua deionizada; Il — 10 mL de solucéo
de FeCls 6H20 1 mM e HCI 10 mM; Il — 72,9 mg de hexadecyl trimethyl
ammoniumbromide (HDTMA) e 40 mL de agua deionizada; IV — meio de cultura TSB
(20% da dose comercial recomendada), 15 g L-! 4gar e 900 mL de agua deionizada
foram autoclavadas separadamente. Sob constante agitacéo, o conteudo do frasco |
foi adicionado ao Il e a mistura foi acrescentada ao meio de cultura, em seguida a
solugao lll também foi adicionada ao frasco contendo meio de cultura e as demais
solucdes.

As culturas foram inoculadas com os isolados bacterianos e as
culturas incubadas no escuro a 28°C por 3 dias. O desenvolvimento de halo
translucido alaranjado em torno da col6nia indicou a produgdo de sideréforos
(SZILAGYI-ZECCHIN et al.,, 2014). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com trés repeticoes.
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3.4.7 Motilidade Tipo Swarming e Formacgao de Pelicula em Superficie

Para determinar a motilidade das rizobactérias, foi preparada
suspensao de células em agua na concentragdo O.D.soo = 0,3 a partir de colbnias
puras com crescimento overnight. Dez microlitros da suspenséo foram inoculados no
centro de uma placa de 80 mm de didmetro com meio Agar Triptona de Soja (TSA)
na concentragao de 0,75%. As culturas foram incubadas a 28°C durante 12h e ao
final do teste foi determinado o didmetro das colénias bacterianas. Os dados dos
experimentos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Para a formacgao do biofilme, uma placa de 24 pocgos de fundo chato
contendo 2 mL de caldo triptona de soja (TSB) foi inoculada com 10 uL de
suspensao de células dos isolados de rizobactérias (concentragdo O.D.so0 = 0,3). O
experimento foi realizado com quatro repeticdes (pogos) por isolado de rizobactéria.
As culturas foram incubadas a 28 °C durante 48 h e a formacéo de pelicula foi
avaliada qualitativamente: (+) isolado forma pelicula na superficie do meio; (-)

isolado ndo forma pelicula na superficie do meio de cultura) (TEIXEIRA et al., 2021).
3.4.8 Producéo de Acido-Indol-Acético (AlA)

A determinagdo da capacidade de producéo de Acido-Indol-Acético
(AIA) dos isolados de rizobactérias foi determinada por meio da quantificagcao
colorimétrica através do reagente de Salkowsky (SARWAR; KREMER, 1995
modificado por BAUTISTA; GALLARDO, 2008). Os isolados bacterianos foram
cultivados em meio LB a 28 °C e 180 rpm durante 48 h. Uma aliquota de 100 uL
deste indculo foi adicionado a 10 mL de meio LB suplementado com 100 mg L' de
L-triptofano e incubado a 28 °C e 180 rpm durante 72 h. A cultura foi centrifugada a
4000 rpm durante 10 minutos para obtencdo do SLC. Um mL do SLC foi adicionado
a 2 mL de reagente de Salkowsky modificado (FeCls 40 mM; H2SO4 7,9 M) e
mantido no escuro a 25 °C por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 530 nm em
espectrofotometro.
A curva de AIA padrao utilizada para comparacao foi realizada
com concentragdo crescente de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 e 10 ug mL"' de AIA
comercial misturado com o reagente de Salkowsky na propor¢do de 1:2,
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respectivamente. A reacdo e leitura da absorbancia foram feitas nas mesmas
condigbes descritas anteriormente. As reagdes do SLC e reagente de Salkowsky
foram realizadas em triplicatas. Os dados dos experimentos foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
3.4.9 Atividade Hemolitica em Meio Agar Sangue e Deteccdo de Enzimas Liticas

A atividade hemolitica para verificar a biossintese de biossurfactante
foi determinada em placas de Petri contendo meio agar-sangue (15 gL' de Agar e
60 mL L' de sangue de carneiro). Os isolados de rizobactérias foram inoculados no
centro de placas de Petri com 60 mm de diametro contendo agar-sangue e as
culturas foram incubadas a 28 °C no escuro, durante cinco dias. Foram realizadas
avaliagdes aos dois e cinco dias apos a inoculacéo e a formacao de halo translucido
em torno da col6nia indicou a biossintese de surfactantes.

Para detecgdo da atividade da celulase, as rizobactérias foram
cultivadas em meio mineral contendo 0,5% de carboximetilcelulose como unica fonte
de carbono (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014). Para a deteccéo de B-1,3-glucanase
foi utilizada laminarina a 0,5% (RENWICK et al.,1991). As culturas foram incubadas
durante 48 h a 28 °C, posteriormente, foram coradas com solucdo de vermelho
congo (0,6 g L") e o excesso de corante foi retirado com solugédo de NaCl (1 mol L-
). A atividade proteolitica dos isolados foi verificada através da degradagéo da
caseina em meio contendo leite desnatado em p6 (1%), extrato de levedura (0,01%),
KH2PO4 (0,15%), MgS04.7H20 (0,05%) NaCl (0,5%) e agar (1,5%) (ALMEIDA
LOPES et al., 2016). As culturas foram incubadas durante 48 h a 28 °C.

O delineamento experimental dos testes foi inteiramente casualizado
com trés repeticbes para a atividade hemolitica, celulase e proteolitica. Para

detecgdo de glucanases o teste foi realizado em duplicata.



3.4 RESULTADOS E DIsCuUssAO

3.4.1 Coleta de Amostras e Isolamento de Rizobactérias

Como resultado das dez coletas realizadas foram obtidos 63
isolados de rizobactérias, os quais foram identificados de acordo com a data de
coleta, local e material de origem (Tabela 1). As coletas 9, 3 e 2 apresentaram o
maior numero de isolados com caracteristicas morfolégicas diferentes, enquanto, a
coleta 7 foi a que apresentou o0 menor numero de colbnias e isolados. Os isolados
LAFUELO1, LAFUELO2 e LAFUELOS ja pertenciam a cole¢do de microrganismos do

Laboratério de Fitopatologia da UEL.

Tabela 1 — Identificacdo, local de coleta e planta de origem dos isolados de

rizobactérias.

Data de

Coleta
coleta

Local de coleta

Material de origem

Isolado

Contaminante

experimento
(laboratério)

LAFUEL 01
LAFUEL 02
LAFUEL 03

out/22

Fazenda Escola
UEL

Tomate

(Solanum lycopersicum)

LAFUEL 10
LAFUEL 11
LAFUEL 12
LAFUEL 13
LAFUEL 14
LAFUEL 15

2 out/22

Fazenda Escola
UEL

Joa-bravo

(Solanum viarum)

LAFUEL 20
LAFUEL 21
LAFUEL 22
LAFUEL 23
LAFUEL 24
LAFUEL 25
LAFUEL 26

out/22

Fazenda Escola
UEL

Joa-bravo

(Solanum viarum)

LAFUEL 30
LAFUEL 31
LAFUEL 32
LAFUEL 33
LAFUEL 34
LAFUEL 35
LAFUEL 36
LAFUEL 37

out/22

Fazenda Escola

Joa-bravo

LAFUEL 40



UEL

(Solanum viarum)

LAFUEL 41
LAFUEL 42
LAFUEL 43
LAFUEL 44
LAFUEL 45

37

out/22

Fazenda Escola
UEL

Joa-bravo
(Solanum viarum)

LAFUEL 50
LAFUEL 51
LAFUEL 53
LAFUEL 54
LAFUEL 55
LAFUEL 56

jan/23

Centro de Ciéncias Agrarias
UEL

Maria-pretinha
(Solanum americanum)

LAFUEL 60
LAFUEL 61
LAFUEL 62
LAFUEL 63
LAFUEL 64
LAFUEL 65
LAFUEL 66
LAFUEL 67

7 jan/23

Centro de Ciéncias Agrarias
- UEL

Pimenta (Capsicum sp.)

LAFUEL 70
LAFUEL 71
LAFUEL 72

jan/23

Centro de Ciéncias Agrarias
- UEL

Maria-pretinha
(Solanum americanum)

LAFUEL 80
LAFUEL 81
LAFUEL 82
LAFUEL 83
LAFUEL 84
LAFUEL 85

jan/23

Centro de Ciéncias Agrarias
- UEL

Maria-pretinha
(Solanum americanum)

LAFUEL 90
LAFUEL 91
LAFUEL 92
LAFUEL 93
LAFUEL 94
LAFUEL 95
LAFUEL 96
LAFUEL 97

10 jan/23

Centro de Ciéncias Agrarias
- UEL

Maria-pretinha
(Solanum americanum)

LAFUEL 100
LAFUEL 101
LAFUEL 102
LAFUEL 103
LAFUEL 104

Fonte: proprio autor (2024).

A rizosfera é considerada um ambiente

rico tratando-se de

diversidade microbiana (CARDOSO; ANDREOTE 2016). Isso se deve a liberagao de
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compostos como agucares provenientes da fotossintese, nutrientes e agua liberados
pelas raizes das plantas, que favorecem o crescimento e desenvolvimento de
populagdes de microrganismos (COSTA, 2012). A diversidade bacteriana associada
a rizosfera € muito complexa e dindmica, de tal forma que o numero de espécies e
populagdes associadas as raizes das plantas pode mudar de acordo com a espécie
da planta, condicbes ambientais e a presenca de outras bactérias (BABALOLA,
2010). Esses fatos evidenciam e explicam a diversidade de rizobactérias observada

a partir dos isolamentos realizados neste estudo.

3.4.2 Teste de Cultura Dupla por Suspensao de Células

Os resultados de inibigio do crescimento de bactérias
fitopatogénicas em teste de cultura dupla com as rizobactérias s&o apresentados na
Tabela 2 e Figura 3.

Apés 96h de incubacdo, 69% das rizobactérias testadas
apresentaram algum grau de antagonismo contra as quatro bactérias fitopatogénicas
estudadas, enquanto 31% das rizobactérias ndo apresentaram potencial antagénico

contra as bactérias fitopatogénicas.

Tabela 2 — Halo de inibicdo do crescimento de Xanthomonas euvesicatoria (Xeu),
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Ralstonia solanacearum (Rs) e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) em teste de cultura dupla com
rizobactérias antagonistas.

Bactéria fitopatogénica

Isolado Xeu Pst Rs Cmm
48h 96h 48h 96h 48h 96h 48h 96h
LAFUEL 01  ++++'  ++++ + ++ ++++ ++++ +++ +++
LAFUEL 02 +++ +++ - ++ + ++ + +
LAFUEL 03 +++ +++ - - - +++ ++ +++
LAFUEL 10 +++ ++++ - ++ - ++ - ++
LAFUEL 11 +++ ++++ + ++ ++ +++ ++ +++
LAFUEL 12 +++ ++++ ++ +++ + ++ + ++
LAFUEL 13 - - - . - - - -
LAFUEL 14 +++ ++++ + +++ + +++ - ++
LAFUEL 15 +++ ++++ + +++ - ++ - +
LAFUEL 20 +++ +++ - ++ - ++ +++ +++
LAFUEL 21 +++ ++++ - ++ +++ +++ - ++

LAFUEL 22 ++ ++ - - - - - +



LAFUEL 23
LAFUEL 24
LAFUEL 25
LAFUEL 26
LAFUEL 30
LAFUEL 31
LAFUEL 32
LAFUEL 33
LAFUEL 34
LAFUEL 35
LAFUEL 36
LAFUEL 37
LAFUEL 40
LAFUEL 41
LAFUEL 42
LAFUEL 43
LAFUEL 44
LAFUEL 45
LAFUEL 50
LAFUEL 51
LAFUEL 53
LAFUEL 54
LAFUEL 55
LAFUEL 56
LAFUEL 60
LAFUEL 61
LAFUEL 62
LAFUEL 63
LAFUEL 64
LAFUEL 65
LAFUEL 66
LAFUEL 67
LAFUEL 70
LAFUEL 71
LAFUEL 72
LAFUEL 80
LAFUEL 81
LAFUEL 82
LAFUEL 83
LAFUEL 84
LAFUEL 85
LAFUEL 90
LAFUEL 91
LAFUEL 92
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LAFUEL 93 - - - - - - - -
LAFUEL 94 +++ ++++ - - ++ +++ +++ +++
LAFUEL 95 - ; ; ] ] T+ ) ]
LAFUEL 96 - - - - - - - -
LAFUEL 97 - - - - - - - -
LAFUEL 100 - - - - - - - -
LAFUEL 101 - - - - - - - -
LAFUEL 102 - - - - - - - -
LAFUEL 103 - - - - - - - -
LAFUEL 104 - - ; ] _ + ) ]

'(-) sem halo ou auséncia de efeito antagdnico; (+) pequeno halo de até 2 mm ou pouco antagonismo;
(++) halo médio de 3 a 5 mm ou atividade antagdnica mediana; (+++) halo grande de 6 a 10 mm ou
atividade antagbnica alta; (++++) halo muito grande > 10 mm ou atividade antagdnica muito alta.
Fonte: proprio autor (2023).

Figura 3 — Caracterizacdo dos halos de inibicdo observados no teste de cultura
dupla com suspenséo de células das rizobactérias antagonistas.

'a: (-) sem halo ou auséncia de efeito antagbnico; b: (+) pequeno halo de até 2 mm ou pouco
antagonismo; c: (++) halo médio de 3 a 5 mm ou atividade antag6nica mediana; d: (+++) halo grande
de 6 a 10 mm ou atividade antagbnica alta; e: (++++) halo muito grande > 10 mm ou atividade
antagbnica muito alta.

Fonte: proprio autor (2024).

Apos 96 h verificou-se que o0 maior numero de isolados de
rizobactérias com forte inibicdo (++++) foi contra X. euvesicatoria. Vinte isolados
apresentaram grande (+++) inibicdo contra C. michiganensis subsp. michiganensis.
Dezesseis isolados apresentaram inibicdo meédia contra P. syringae pv. tomato e R.
solanacearum e oito isolados apresentaram pequena inibicdo contra C.

michiganensis subsp. michiganensis (Figura 4).
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Figura 4 — Numero de isolados para cada nivel de inibicdo contra Xanthomonas
euvesicatoria (Xeu), Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Forte inibigdo (++++) Grande inibigdo (+++)
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Fonte: proprio autor (2024).

Hernandez-Huerta et al. (2023) coletaram amostras de solo de areas
produtoras de pimenta e obtiveram 21 isolados bacterianos, principalmente do
género Bacillus. As rizobactérias foram cultivadas conjuntamente com os isolados
Xp47 e Xeb65 de X. euvesicatoria em meio liquido e, posteriormente, foram
ressemeados em meio de cultura solido. Os autores observaram que todos as
bactérias antagonistas inibiram o crescimento de colénias dos isolados Xp47 e Xe65
apods a semeadura.

Sampathkumar et al. (2023) isolaram quarenta e oito rizobactérias
associadas a raizes de algodoeiro e em teste de antagonismo com células,
determinaram que vinte isolados inibiram o crescimento de Xanthomonas citri pv.
malvacearum, agente causal da mancha do algodoeiro.

O periodo de incubagdo aumentou o potencial antagbnico das
rizobactérias contra P. siryngae pv. tomato, uma vez que 48h apds a incubacgéo as
culturas apresentaram pequeno ou nenhum halo de inibicdo. Apos 96h, a atividade
antagbnica foi maior, considerando que o tamanho e numero de isolados que

produziram halo de inibicdo aumentou. Para Xeu, Rs e Cmm o tempo de incubacao
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entre as duas avaliagdes realizadas nao influenciou o potencial antagénico, uma vez
que as rizobactérias que produziram halo de inibicdo ja expressaram, em sua grande
maioria, a sua total capacidade antagénica apds 48h.

Alamer et al. (2020) coletaram dez amostras de rizosfera e
obtiveram 245 isolados bacterianos. No teste de atividade antagb6nica contra R.
Solanacearum, onze e trés isolados de rizobactérias apresentaram halos de inibicéo
maiores que 15 e 17 mm, respectivamente. Seis isolados se destacaram com zona
de inibicdo maior que 20 mm.

Suresh et al. (2021) testaram 87 bactérias isoladas de material
rizosférico de tomateiro e obtiveram 30 rizobactérias com potencial antagdnico
contra R. solanacearum, destacando-se o isolado VSMKU3054 que apresentou 28

mm de halo de inibigao.

3.4.3 Teste de Antagonismo por Sobrenadante Livre de Células (SLC)

O SLC das rizobactérias selecionadas no teste de cultura dupla
formaram halo de inibicdo para X. euvesicatoria, exceto o LAFUELG67. (Figuras 5 e
6). O SLC de LAFUEL24 promoveu halo de inibicdo de 1,3 cm, enquanto o SLC dos

demais isolados promoveram halos que variaram de 0,3 a 1,1 cm.

Figura 5 — Halos de inibicdo observados no teste de cultura dupla com SLC de
rizobactérias contra Xanthomonas euvesicatoria (Xeu).

1

'SLC de LAFUEL24 vs. Xeu; 2SLC de LAFUEL 01 vs. Xeu; 3SLC de LAFUELS85 vs. Xeu;*SLC de
LAFUELG7 vs. Xeu. Barra representa 13 mm. Fonte: préprio autor (2024).
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Figura 6 — Tamanho do halo de inibicdo do crescimento de Xanthomonas
euvesicatoria em teste de cultura dupla com SLC de rizobactérias antagonistas.
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'Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras de erro representam o desvio
padrdo com base em 8 repeticbes. Fonte: proprio autor (2024).

Os metabdlitos de LAFUEL 43 produziram o maior halo de inibicao
(0,5 cm) contra R. solanacearam. Por outro lado, LAFUEL 14, 36, 37, 40, 42, 67 e 85

nao inibiram o desenvolvimento da bactéria fitopatogénica (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Halos de inibicdo observados no teste de cultura dupla com SLC de
rizobactérias contra Ralstonia solanacearum (Rs).

'SLC de LAFUEL43 vs. Rs; 2SLC de LAFUELO3 vs. Rs; 3SLC de LAFUEL32 vs. Rs;*SLC de
LAFUELS8S5 vs. Rs. Barra representa 13 mm. Fonte: préprio autor (2024).
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Figura 8 — Tamanho do halo de inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum
em cultura dupla com SLC de rizobactérias antagonistas.
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Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras de erro representam o desvio
padrdo com base em 8 repeti¢cdes. Fonte: proprio autor (2024).

Contra C. michiganensis subsp. michiganensis, o SLC de LAFUEL
94 e 03 apresentaram halos de inibicdo de 0,25 e 0,2 cm, respectivamente. LAFUEL
71 e 42 apresentaram halos de até 1 mm e os metabdlitos dos isolados LAFUEL 01,
12, 14, 15, 24, 32, 36, 37, 40, 43, 67 e 85 nao apresentaram efeito inibitorio (Figuras
9e 10).

Figura 9 — Halos de inibicdo do crescimento de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis em teste de cultura dupla com SLC de rizobactérias antagonistas.
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Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras de erro representam o desvio
padrdo com base em 8 repeticbes. Fonte: proprio autor (2024).
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Figura 10 — Halos de inibicdo observados no teste cultura dupla com SLC de
rizobactérias contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm).

1 2 3 4

1SLC de LAFUEL94 vs. Cmm; 2SLC de LAFUEL42 vs. Cmm; 3SLC de LAFUEL71 vs. Cmm;*SLC de
LAFUELS85 vs. Cmm. Barra representa 13 mm. Fonte: préprio autor (2024).

A antibiose dos metabdlitos das rizobactérias contra R.
solanacearum, avaliada pelo tamanho do halo formado, foi menor que a registrada
para X. euvesicatoria. Os halos de inibicdo formados no teste contra C.
michiganensis subsp. michiganensis foram ainda menores que para R.
solanacaerum. Nenhum SLC teve efeito sobre o crescimento de P. syringae pv.
tomato.

Bertoglio et al. (2023) verificaram a atividade antagbnica do isolado
LABIM17 de Brevibacillus brevis contra X. euvesicatoria em teste de difusdo em agar
dos metabolitos liofilizados. Na concentragdo de 1000 pyg mL" foi verificada a
formacéao de halo de inibicdo de 19,2 mm de didametro.

Im et al. (2020) fracionaram os metabolitos produzidos pela
rizobactéria DR-08 de Bacillus methylotrophicus e identificaram a difficidina e
oxidificidina como os principais compostos produzidos pela bactéria. A atividade
antagonica dos compostos e SLC foram testadas no controle in vitro de 14 bactérias
fitopatogénicas, entre elas C. michiganensis subsp. michiganensis, Ralstonia
solanacearum e Xanthomonas euvesicatoria. Como resultado, os compostos
inibiram o desenvolvimento de 12 bactérias fitopatogénicas, incluindo as citadas
anteriormente.

Os isolados de Bacillus sp. LAFUELO1, LAFUELO2 e Bacillus
velezensis LAFUELO3 foram testadas in vitro contra diversos fitopatdgenos.
LAFUELO1, 02 e 03 inibiram o crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea em
65,5; 63,8 e 64,8%, respectivamente (PAULA et al., 2022). LAFUELO3 em teste de

cultura dupla inibiu 47 e 44% o crescimento micelial dos fungos Macrophomina
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phaseolina e Sclerotium rolfsii (PAULA et al., 2021). Em teste de difusdo dos
metabdlitos em agar, LAFUELO3 inibiu o crescimento dos isolados UFU-E43, UFU-
E4 e UFU-B13 de Pantoea annanatis (PAULA et al., 2021). Duin et al. (2022),
verificaram em teste de difusdo em agar que os isolados LAFUELO1, 02 e 03
inibiram o crescimento da bactéria Xanthomonas vasicola pv. vasculorum. No teste
foi observado halo de inibicdo de 31, 29 e 33 mm de tamanho, respectivamente.
Embora alguns isolados tenham apresentado potencial antagbnico
contra as bactérias fitopatogénicas em cultura dupla, quando testado o antagonismo
pelo SLC ndao houve a formacdo de halo de inibicdo. Evidenciando que o
antagonismo nao deriva apenas da antibiose, podendo ser associado a fatores como

a competicao por nutrientes.

3.4.4 Teste de Solubilizacado de Fosfato e Produgao de Siderdforos

Quanto a capacidade de solubilizar fosfatos, 11 rizobactérias
formaram halo translucido em torno de sua col6nia (16%), indicando serem positivas
para a solubilizagao de fésforo (Tabela 3 e Figura 11). A producéo de sideroforos foi
observada em 59 isolados (88%), pois formaram halo translucido de coloragéo
laranja em torno da col6nia, indicando serem positivos para esta caracteristica
(Tabela 3 e Figura 12).

Tabela 3 — Producédo de sideroforos em meio Chrome Azurol S e atividade
solubilizadora de fosfato em meio GL por isolados de rizobactérias.

Isolado Producao de siderdforos Solubilizagao de fosfato
LAFUEL 01 +1 -
LAFUEL 02
LAFUEL 03
LAFUEL 10
LAFUEL 11
LAFUEL 12
LAFUEL 13
LAFUEL 14
LAFUEL 15
LAFUEL 20
LAFUEL 21
LAFUEL 22
LAFUEL 23
LAFUEL 24

o+ o+ + + 4+
=+ 1

+ + + + + + +
1



LAFUEL 25
LAFUEL 26
LAFUEL 30
LAFUEL 31
LAFUEL 32
LAFUEL 33
LAFUEL 34
LAFUEL 35
LAFUEL 36
LAFUEL 37
LAFUEL 40
LAFUEL 41
LAFUEL 42
LAFUEL 43
LAFUEL 44
LAFUEL 45
LAFUEL 50
LAFUEL 51
LAFUEL 53
LAFUEL 54
LAFUEL 55
LAFUEL 56
LAFUEL 60
LAFUEL 61
LAFUEL 62
LAFUEL 63
LAFUEL 64
LAFUEL 65
LAFUEL 66
LAFUEL 67
LAFUEL 70
LAFUEL 71
LAFUEL 72
LAFUEL 80
LAFUEL 81
LAFUEL 82
LAFUEL 83
LAFUEL 84
LAFUEL 85
LAFUEL 90
LAFUEL 91
LAFUEL 92
LAFUEL 93
LAFUEL 94
LAFUEL 95

+ 4+ + + + + A+ o+ ++ o+

+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + 4+

+ + +

=+

+ + +

+ 4+ +
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LAFUEL 96 + -
LAFUEL 97 + -
LAFUEL 100 - -
LAFUEL 101 - -
LAFUEL 102 + -
LAFUEL 103 + +
LAFUEL 104 + -

'(+) positivo; (-) negativo. Fonte: proprio autor (2024).

Figura 11 — Halo transparente em torno da colénia de rizobactéria indicando
solubilizacio de fosfato em meio GL.

Fonte: proprio autor (2024).

Figura 12 - Halo translucido alaranjado em torno da colénia de rizobactéria
indicando produgéo de sideréforos em meio Chrome Azurol S.

Fonte: proprio autor (2024).

Bibi et al. (2023) isolaram 55 rizobactérias e as testaram quanto a
solubilizagdo de fosfato em meio NBRIP. Do total, somente os isolados SOVERSS e
ANABR3 foram capazes de solubilizar fosfato em meio sélido. Gupta et al. (2022)

caracterizaram 37 isolados de bactérias provenientes da rizosfera de plantas de



49

arroz quanto a capacidade de solubilizar fosfato. A atividade solubilizadora foi
determinada em meio agar Pikovskaya e 12 isolados bacterianos testados formaram
halo de até 3 mm de didmetro. A concentragdo de fosforo soluvel disponivel para as
raizes das plantas € altamente influenciada pela atividade dos microrganismos do
solo. As rizobactérias disponibilizam o nutriente para as plantas por meio da
solubilizacdo de fosfatos, uma vez que produzem acidos organicos e enzimas que
atuam na mineralizacdo de fosfato (SOUZA et al., 2015).

Huo et al. (2021) realizaram testes qualitativos de producdo de
sideroforos utilizando cinco isolados de rizobactérias. Todos os isolados produziram
sideroforos, com destaque para o isolado DCY119T que apresentou alta produgao
do composto. Estima-se que apenas uma pequena parte de rizobactérias sejam
capazes de realizar a solubilizacido de fosfato. Aproximadamente apenas 20% das
bactérias do solo solubilizariam fosfatos de forma eficiente (SOLANKI; KUNDU;
NEHRA, 2018).

Fiuza et al (2024) determinaram que os isolados SAC36 e
BRC11 produzem sideréforos do tipo hidroxamato, indicados pela formagao de cor
laranja, enquanto os isolados SAF9, SAC33 e BRC9 produzem sideréforos do tipo
catecol, indicados pela coloragao roxo claro. Os autores ainda identificaram que as
bactérias nao foram boas solubilizadoras de fosfato.

Os sideroforos, produzidos por rizobactérias, sao metabdlitos
secundarios e agentes quelantes de ferro que disponibilizam o ferro de seu ambiente
disponivel para as células da populagdo bacteriana. Com isso, a producao de
sideroforos pela rizobactérias faz com que o ferro nao fique disponivel para as
bactérias fitopatogénicas, limitando o crescimento e a colonizagdo fitopatdogenos
(MOREALES et al., 2020).

3.4.4 Motilidade tipo Swarming e Formacgao de Pelicula em Superficie

A motilidade tipo swarming de quatorze isolados pode ser
considerada alta, pois cresceram sobre toda a superficie do meio de cultura.
Enquanto doze isolados apresentaram baixa motilidade, considerando que nao
houve crescimento além da area do ponto de inoculagéo, cerca de 1 cm. A formagao
de pelicula sobre o meio de cultura em placas de células com fundo chato foi

observada em todos, exceto em seis isolados de rizobactérias: LAFUEL50, 61, 62,
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67, 80 e 93 (Tabela 4).

Tabela 4 — Motilidade tipo swarming em meio agar triptona de soja (0,75%) e
formacgao de pelicula na superficie de caldo triptona de soja.

Isolado Diametro da col6nia (cm) Formacéo de pelicula
LAFUEL71 5,0 a’ +2
LAFUEL70 50a +
LAFUELG7 50a -
LAFUEL54 50a +
LAFUEL45 50a +
LAFUELO1 50a +
LAFUEL11 49a +
LAFUEL30 4,8 a +
LAFUEL36 4,7 a +
LAFUEL25 4,7 a +
LAFUEL43 4,6 a +
LAFUELS85 4,6 a +
LAFUEL14 4,5a +
LAFUELGO 4,5a +
LAFUEL21 42b +
LAFUEL26 41b +
LAFUEL32 4,1b +
LAFUEL94 4,0b +
LAFUEL31 40b +
LAFUELO3 3,8b +
LAFUEL40 3,7b +
LAFUEL24 36D +
LAFUEL20 34D +
LAFUEL15 3,3b +
LAFUEL12 3,2b +
LAFUEL23 3,2b +
LAFUELO2 2,7c +
LAFUEL35 2,7c +
LAFUEL37 26¢C +
LAFUELS84 24c +
LAFUEL34 23c +
LAFUEL33 21c +
LAFUEL22 19c +
LAFUEL42 19c +
LAFUEL®61 1,5d -
LAFUELS0 1,4 d

LAFUEL103 1,4d +

LAFUELG2 1,3d -
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LAFUEL55 1,1d *
LAFUELS0 1,1d -

LAFUEL93 1,0d -

LAFUEL10 0,9d *

LAFUEL66 0,9d -

LAFUEL64 0,9d *

LAFUEL51 0,8d *

LAFUELG5 0,6 d -

LAFUEL13 s/d s/d
C.V. (%) 24 45

'Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). %(+) forma pelicula; (-)ndo forma
pelicula. Fonte: préprio autor (2024).

Texeira et al. (2021), verificaram que o isolado CMRP 4490 de
B. velezensis foi capaz de crescer sobre todo o meio de cultura (TSA 0,8%). O
mesmo isolado também foi capaz de formar pelicula na interface do meio de
cultura/ar, demonstrando ser capaz de formar biofime. A motilidade das
rizobactérias € uma caracteristica importante para o controle bioldgico, uma vez que
possibilita a colonizagdo e sobrevivéncia em diversos ambientes, conferindo
vantagens competitivas ao microrganismo antagonista (MCCARTER & MORABE,
2019). Gao et al. (2016) associariam a capacidade de B. subitilis de colonizar raizes
de tomate com a motilidade, demonstrando que a colonizagdo e sobrevivéncia

destas bactérias é dependente de sua motilidade e requer a presenca de flagelos.
3.4.5 Producgéo de Acido-Indol-Acético (AIA)

Os isolados LAFUEL67 e LAFUEL93 se destacaram na producao de
AlA, sendo detectados 8,7 e 5,8 ug mL-" do fitorménio, respectivamente. LAFUEL51,
LAFUELS0, LAFUEL62 e LAFUEL64 nao produziram AlA, enquanto a producao dos
demais isolados variaram de 0,29 a 3,8 ug mL™" (Figura 13).

De Paula et al. (2021) testaram a capacidade de 15 isolados de
rizobactérias de biossintetizar AlA e verificaram que todos produziram o fitormonio
quando suplementados com triptofano. No teste, os isolados 1S01 e 1S14 produziram
mais de 30 yg mL™', enquadrando-se como grandes produtores de AlA.

Embora a concentragdo de AIA observada por estes autores seja
aproximadamente trés vezes maior que o produzido pelo isolado LAFUELG7, a
concentracdo de triptofano suplementado no meio foi cinco vezes maior que no

presente trabalho.
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Chagas Junior et al. (2022) testaram sete isolados de Bacillus
subtilis quanto a produgdo de AIA em meio suplementado com 100 yg mL"' de
triptofano e determinaram que todas os isolados produziram o horménio vegetal
sendo a maior produgdo de 1,95 uyg mL"' para Bs 06. Neste caso, LAFUELG7
produziu cerca de 4 vezes mais AIA em comparagcao com a Bs 06, utilizando a
mesma concentragao de triptofano.

As rizobactérias sdo descritas como produtoras de AlA, contudo sua
eficiéncia relaciona-se diretamente com a disponibilidade de triptofano no seu nicho
de colonizagdo. A associacao entre bactérias e plantas favorece a producédo do
horménio vegetal, uma vez que o triptofano pode ser liberado através da exsudagao
radicular, regulando a producao de AlA das rizobactérias (DUCA et al., 2014).

A auxina é o principal fitorménio regulador do desenvolvimento
vegetal, incluindo morfogénese e respostas adaptativas (PORFIRIO et al., 2016).
Segundo Jiang et al. (2020) a auxina regula a divisdo celular e alongamento das
células por meio, moldando a arquitetura da planta e melhorando aspectos

morfolégicos das plantas, como a resisténcia ao acamamento.
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Figura 13 — Concentragdo de Acido-Indol-Acético (AIA) produzido por isolados de rizobactérias antagonistas cultivadas em meio

Luria-Bertani suplementado com 100 mg/L de L- triptofano.

10

m
|

]

i
'Letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barras de erro representam o desvio padrdao com base em 3

repeticdes. Fonte: préprio autor (2024).
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3.4.6 Atividade Hemolitica em Meio Agar Sangue e Deteccdo de Enzimas Liticas

A maioria das rizobactérias estudadas apresentou atividade
hemolitica em meio &agar-sangue apdés 120 h indicando a produgcdo de
biossurfactantes. Apenas seis isolados ndo mostraram halo indicativo de atividade
hemolitica (Tabela 5).

A atividade proteolitica avaliada pela degradagcdo da caseina em
meio com leite foi verificada em todos os isolados testados. A atividade de celulases
foi observada em todos os isolados, exceto LAFUEL13, 51,64, 65, 66, 67, 93 e 103.
Nao foi detectada producado de glucanases em nenhum isolado de rizobactéria
(Tabela 5 e Figura 14).

Tabela 5 — Atividade hemolitica (em meio agar sangue), proteolitica (em meio
contendo leite desnatado em pd 1%) e producao de celulases (em meio mineral
contendo 0,5% de carboximetilcelulose) e glucanases (em meio com laminarina
0,5%) de rizobactérias.

Isolado Ativ. hemolitica’ Proteases? Celulases?® Glucanases*

LAFUEL 01 + + + -
LAFUEL 02
LAFUEL 03
LAFUEL 10
LAFUEL 11
LAFUEL 12
LAFUEL 13
LAFUEL 14
LAFUEL 15
LAFUEL 20
LAFUEL 21
LAFUEL 22
LAFUEL 23
LAFUEL 24
LAFUEL 25
LAFUEL 26
LAFUEL 30
LAFUEL 31
LAFUEL 32
LAFUEL 33
LAFUEL 34
LAFUEL 35

N i i -
1 1

+ + + + + F + F ++ F+F o+ o+

+ + + 4+ + + 4+ + ++++++ A+ + o+

+ 4+ 4+ + + + + + FF o+ o+ o+
1

+ + + +
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LAFUEL 36
LAFUEL 37
LAFUEL 40
LAFUEL 42 -
LAFUEL 43
LAFUEL 45
LAFUEL 50
LAFUEL 51
LAFUEL 54
LAFUEL 55 -
LAFUEL 60
LAFUEL 61
LAFUEL 62
LAFUEL 64
LAFUEL 65
LAFUEL 66
LAFUEL 67
LAFUEL 70
LAFUEL 71
LAFUEL 80
LAFUEL 84
LAFUEL 85
LAFUEL 93
LAFUEL 94
LAFUEL 103 - + - -

Lo+ o+ o+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +
1 1

+ + + 4+ + + 4+ + ++++ A+ o+

+ + + + + + + +

(+) produz o composto estudado; (-) ndo produz o composto estudado.'Atividade hemolitica em meio
agar sangue. 2Atividade proteolitica em meio contendo leite desnatado (1%). 3Atividade de celulases
em meio mineral contendo carboximetilcelulose (0,5%). *Atividade de glucanases em meio mineral
contendo laminarina (0,5%). Fonte: proprio autor (2024).

Os biossurfactantes, responsaveis pela degradagdo do sangue
presente no meio de cultura, constituem o grupo de moléculas que podem estar
envolvidas na agao antimicrobiana de diversas rizobactérias, como as surfactinas,
iturinas e fengicinas (STEIN, 2005). Diversos autores ja relataram a produgédo de
biossurfactantes por rizobactérias, como B. amyloliquefaciens EZ1509 na produgao
de surfactinas, fengicinas, iturinas (FARZAND et al., 2019); e B. amyloliquefaciens
GGA na producéo de surfactinas e fengicinas (RASHAD et al., 2020).

A atividade dos biossurfactantes nao se limita ao seu poder
antimicrobiano, uma vez que auxilia as rizobactérias em fungbes de mobilidade
como swarming e formacgdo de biofilme. Isolados que ndo sédo capazes de
produzirem compostos como a surfactina ndo costumam formar biofilme e nao

possuem mobilidade (FIRA et al., 2018). Neste sentido, é possivel associar a baixa
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motilidade dos isolados LAFUEL42, 55, 64, 65 e 66 a n&do produgdo de
biosurfactantes, uma vez que o didmetro da colbnia destes isolados chegou a
apenas 1,9 cm, enquanto, LAFUEL71 produziu surfactantes e apresentou coldnia
com diametro de 5,0cm.

Figura 14 — Halos translucidos indicando a atividade hemolitica (em meio agar
sangue), proteolitica (em meio contendo 1% de leite desnatado) e celulolitica (em
meio mineral contendo celulose como unica fonte de carbono) das rizobactérias
antagonistas.

Fonte: proprio autor (2024).

A atividade proteolitica é relevante, pois participa da lise da parede
celular fungica, degradando a camada mais externa e permitindo que outras
moléculas degradem as camadas mais internadas da parede celular fungica
(PEREZ-FUENTES et al., 2014). A produgdo de enzimas que degradam a celulose é
fundamental para a atividade antimicrobiana contra oomicetos, uma vez que a

parede celular destes pseudofungos é composta por celulose (JUNIOR, 2018).
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3.5 CoNCLUSAO

Dos 66 isolados de rizobactérias testados, 69% apresentaram algum
grau de antagonismo in vitro contra Xanthomonas euvesicatoria, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Ralstonia solanacearum e Pseudomonas
syringae pv. tomato. Alguns isolados apresentaram efeito antagénico em teste de
cultura dupla com SC mas nao no teste com SLC, mostrando que mecanismos
antagobnicos diferentes da producdo de metabdlitos toxicos estdo envolvidos nesta
interacao. Neste sentido, a producao de sideroforos, enzimas liticas e surfactantes, a
motilidade e a capacidade de formacado de biofilme contribuem com a atividade
antagobnica de rizobactérias contra bactérias fitopatogénicas.

A maioria dos isolados apresentaram caracteristicas positivas e
desejaveis nos testes realizados in vitro, como: antibiose, produgédo de
biossurfactantes, enzimas hidroliticas, proteases, producao de AlA e solubilizacdo de
fosfato. Com isso, apresentam potencial de serem usadas como agentes de

biocontrole de doencas bacterianas e promocéo do crescimento do tomateiro.
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4 ARTIGO B

CONTROLE DA PINTA BACTERIANA E PROMOGCAO DE CRESCIMENTO DE
TOMATEIRO POR RIZOBACTERIAS

4.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de isolados de rizobactérias no
controle da pinta bacteriana, em plantas inoculadas com Pseudomonas syringae pv.
tomato, e a capacidade de promover o crescimento em tomateiro. Foram
selecionados oito isolados de rizobactérias que apresentaram potencial antagénico
in vitro contra P. syringae pv. tomato (Pst) em teste de cultura dupla e de produgéo
de Acido-Indol-Acético (AIA) e solubilizacdo de fosfato. Plantas de tomateiro, cultivar
Santa Cruz Kada, em estadio V3 foram pulverizadas com suspensio de células das
rizobactérias 72 h antes da inoculagdo com suspensao de células de Pst. As plantas
foram acondicionadas em camara umida 24 h antes e 48 h apds a inoculagdo com
Pst. Para o teste de promocgao inicial de tomateiro, sementes de tomateiro, cultivar
Santa Cruz Kada, foram microbiolizadas e acondicionadas em caixa do tipo gerbox
durante 14 dias. Os dados foram submetidos a anadlise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). A pulverizagdo foliar com SC de
LAFUELO1 e LAFUEL40 diminuiu significativamente o numero de lesdes da pinta
bacteriana em tomateiro. Nenhum isolado de rizobactéria promoveu aumento da
porcentagem de germinacdo e peso da matéria fresca de plantulas (aos 14 dias)
oriundas de sementes microbiolizadas com suspensao de células. Portanto, os
isolados selecionados com base em testes in vitro, demonstraram potencial para
serem utilizados no biocontrole da pinta bacteriana, principalmente LAFUELO1 e
LAFUEL40. Embora os isolados selecionados tenham apresentado capacidade de
solubilizar fosfato e produzir AIA in vitro, ndao foi observada promocgao de
crescimento vegetal em plantulas aos 14 dias. O tempo de avaliagdo do crescimento
de plantulas pode ter sido insuficiente para observar efeitos decorrentes da
producdo de AIA e solubilizacdo de fosfato dos isolados bacterianos, os quais
podem ser evidenciados em estadios fenoldgicos mais avangados.

Palavras-chave: Biocontrole, Pinta bacteriana, Promog¢do de crescimento,
Rizobactérias, Tomateiro.
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4.2 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficiency of rhizobacterial isolates in
controlling bacterial spot in plants inoculated with Pseudomonas syringae pv. tomato,
and their ability to promote growth in tomato plants. Eight rhizobacterial isolates that
showed in vitro antagonistic potential against P. syringae pv. tomato (Pst) were
selected in a double culture test and in the production of indole-acetic acid and
phosphate solubilization. Tomato plants, cultivar Santa Cruz Kada, at V3 stage were
sprayed with a suspension of rhizobacterial cells 72 h before inoculation with a
suspension of Pst cells. The plants were placed in a humid chamber 24 h before and
48 h after inoculation with Pst. For the initial tomato promotion test, tomato seeds,
cultivar Santa Cruz Kada, were microbiolized and placed in a gerbox for 14 days. The
data were subjected to analysis of variance and the means were compared by
Tukey's test (p<0.05). Foliar spraying with SC of LAFUELO1 and LAFUEL40
significantly reduced the number of lesions of bacterial spot in tomato plants. No
rhizobacterial isolate promoted an increase in the germination percentage and fresh
weight of seedlings (at 14 days) from seeds microbiolized with cell suspension.
Therefore, the isolates selected based on in vitro tests demonstrated potential for use
in the biocontrol of bacterial spot, especially LAFUELO1 and LAFUEL40. Although
the selected isolates showed the ability to solubilize phosphate and produce IAA in
vitro, no plant growth promotion was observed in seedlings at 14 days. The time for
evaluating seedling growth may have been insufficient to observe effects resulting
from IAA production and phosphate solubilization of the bacterial isolates, which can
be evidenced in more advanced phenological stages.

Keywords: Biocontrol, Bacterial spot, Growth promotion, Rhizobacteria, Tomato.
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4.3 INTRODUCAO

Em 2022, a producéo brasileira de tomate (Solanum lycopersicum
L.) foi de 3,8 milhdes de toneladas em area de 54 mil hectares, com rendimento
médio de 69,9 kg ha™! (IBGE, 2024). Apesar do potencial econémico da cultura, a
tomaticultura é constantemente afetada por doencas bacterianas que impactam
drasticamente sua produtividade e rentabilidade, como a pinta bacteriana, causada
pela bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato (INOUE-NAGATA et al., 2016).

A pinta bacteriana acomete todos os 6rgdos da parte aérea do
tomateiro, principalmente as folhas, causando manchas arredondadas de coloragéo
marrom-escura e halo amarelado. A doenca pode causar abortamento de flores e os
frutos podem ficar deformados quando infectados no inicio de seu desenvolvimento.
O controle da pinta bacteriana consiste na utilizacdo de sementes e de mudas
sadias, cultivares resistentes a doenga e pulverizagdes preventiva de bactericidas a
base de cobre (LOPES et al., 2021).

O método de controle mais eficiente para a pinta bacteriana é a
utilizacao de cultivares de tomateiro resistentes portadoras do gene Pto. A utilizagao
de sementes e mudas sadias, eliminagao de plantas voluntarias, irrigacdo adequada,
rotacdo de culturas, eliminacdo de restos culturais e o controle quimico com
formulacbes a base de cobre e indutores de resisténcia devem ser medidas
complementares no controle da doenga (REIS et al., 2021, INOUE-NAGATA et al.,
2016, LOPES, 2021).

O uso de produtos a base de cobre apresenta alguns problemas. A
eficiéncia destes produtos € altamente dependente da ocorréncia de chuva apds a
sua aplicagdo. Por outro lado, o uso intensivo de cupricos pode favorecer
populacdes resistentes ao cobre e levar ao acumulo de altos teores do metal no solo
(PERNEZNY et al., 2012;). O ativador ou indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil
na dose recomendada tem efeito na reducédo da severidade da doenca (INOUE-
NAGATA et al., 2016).

A utilizagdo de microrganismos oriundos da rizosfera tornou-se uma
estratégia importante para o manejo de doengas de diversas culturas (LIU et al.,
2018). A capacidade de produzir compostos com agao antimicrobiana (RAO et al.,
2016), capacidade de formar enddsporos (PODILE; KISHORE, 2006), e produzir
enzimas liticas como as quitinases e glucanases (BHATTACHARYYA; JHA, 2012)



61

sao associadas a mecanismos de interesse presentes em rizobactérias e podem ser
utilizados no controle das doengas de plantas.

Os objetivos deste estudo foram testar rizobactérias que
apresentaram potencial antagdénico in vitro contra Pseudomonas syringae pv. tomato
no controle da pinta bacteriana e na promog¢ao do crescimento inicial de plantas de

tomateiro.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Origem, Manutencéao e Preservagao dos Isolados Bacterianos

Os isolados LAFUELO1, LAFUELO2 e LAFUELO3 foram obtidos
como contaminantes em testes de confronto direto entre fungos fitopatogénicos e
leveduras no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) em margo de 2020. Os trés isolados foram identificados como pertencentes ao
género Bacillus. O genoma de LAFUELO3 foi sequenciado e identificado como B.
velezensis (DUIN, 2022).

Os isolados de rizobactérias foram obtidos a partir de coletas de
raizes e solo rizosférico de plantas da familia Solanaceae em areas do Centro de
Ciéncias Agrarias e Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina. Para
serem utilizadas nos experimentos, as rizobactérias foram ativadas em meio Agar-
Nutriente (AN) (28 g AN comercial; 1000 mL agua destilada), a 28 °C e escuro,
durante 24 h.

As bactérias fitopatogénicas Xanthomonas euvesicatoria 75-3
IAPAR, Ralstonia solanacearum 10407 IAPAR, Pseudomonas syringae pv. tomato
7716 IAPAR e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 4704 IAPAR séao
provenientes da colecao de bactérias fitopatogénicas do Laboratério de Bacteriologia
e Diagnose em Fitossanidade do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
(IAPAR/Emater) em Londrina/PR. Para uso nos experimentos, os isolados foram
ativados em meio AN e incubados a 28 £ 2 °C, durante 24 h.

Aas bactérias foram preservadas pelo método de secagem
(ROMEIRO, 2001). Os isolados foram cultivados em meio AN durante 24h e
suspensas em solugdo salina estéril. Em erlermeyer, foram adicionados 5 mL da
suspensdo de células bacterianas e 5 mL de meio peptona-gelatina (50 g L'
gelatina, 80 g L' peptona). Em seguida, tiras de papel-filtro foram embebidas com a
suspensao. As tiras de papelfiltro foram transferidas para placas de Petri e
acondicionadas em dessecador, contendo silica-gel, durante cinco dias. As tiras

foram armazenadas em envelopes estéreis a 4 °C.
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4.4 .2 Controle da Pinta Bacteriana em Tomateiro

Os isolados LAFUELO1, 12, 24, 32, 36, 40, 43 e 85 que
apresentaram potencial antag6nico nos testes in vitro contra P. syringae pv. tomato
foram selecionados para o teste de controle da pinta bacteriana em casa de
vegetacao.

Sementes de tomate da cultivar Santa Cruz Kada foram semeadas
em bandejas contendo substrato e mantidas por 10 dias em casa-de-vegetagéo.
Posteriormente, as plantulas foram transplantadas para vasos com volume de 1 L
contendo substrato e mantidas em casa-de-vegetacao. As plantas foram fertirrigadas
a cada sete dias com solugdo de Hoagland (93,02 mg L' de NOs; 3,10 mg L' de P;
23,46 mg L' de K; 20,04 mg L' de Ca; 4,86 mg L' de Mg, 67,41 mg L' e SO4; 0,5
mg L' de B; 0,1 mg L' de Zn; 0,5 mg L' de Mn; 0,02 mg L' de Cu; 0,05 mg L' de
Mo; 5,0 mg L-'de Fe; 0,65 mg L-"de Cl e 2,06 mg L-'de Na).

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) foi cultivada em meio 523
sélido (10 g de sacarose + 8 g de caseina acida hidrolizada + 4 g de extrato de
levedura + 2 g de K2HPO4 + 0,3 g de MgS04.7H20 + 15 g de agar + 1000 mL de
agua destilada) durante 24 h a 28 °C e, posteriormente, as células foram suspensas
em agua deionizada autoclavada (concentracdo: O.Deoo = 0,3).

A inoculagao foi realizada em plantas de tomateiro no estadio V3 por
pulverizagdo da suspensdo bacteriana até o ponto de escorrimento. As plantas
permaneceram em camara umida por 24h antes e 48h apés a inoculagdo. Setenta e
duas horas anteriores a inoculacdo de Pst, as plantas foram tratadas via
pulverizagdo com os seguintes tratamentos.1) suspensao de células de LAFUELO1,
12, 24, 32, 36, 40, 43 e 85 (concentragao de células: O.D.s0oo = 1,0) + Pst; b) agua +
Pst; c) agua (sem inoculagdo de Pst); d) oxicloreto de cobre com 50% de cobre
metalico (200 g 100 L' de agua deionizada autoclavada) + Pst; e) Acibenzolar-S-
metil (5 g 100 L-' de dgua deionizada autoclavada) + Pst; . Em todos os tratamentos
foi adicionada uma aliquota de adjuvante/espalhante Silwet ECO (40 mL 100 L' de
agua). A aplicacao dos tratamentos foi refeita a cada sete dias contando a partir da
primeira aplicacao.

O delineamento experimental do ensaio de controle da pinta
bacteriana foi inteiramente casualizado com 8 repeticdes. A unidade experimental foi

constituida por um vaso com uma planta.
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3.4.3 Promocao do Crescimento de Tomateiro por Rizobactérias

Sementes de tomate da cultivar Santa Cruz Kada foram
desinfestadas (1 min alcool 70%, 1 min em hipoclorito de sodio 1%, trés enxagues
em agua deionizada autoclavada e secagem em papel filtro estéril em fluxo laminar).
As sementes foram microbiolizadas durante quatro horas com suspensao de células
dos isolados LAFUELO3, 43, 61, 66, 67, 71, 80 e 93 (concentracdo de células:
O.Deoo = 1,0) e agua (controle negativo). Posteriormente, as sementes foram secas
em fluxo laminar durante 12 h. Vinte e cinco sementes foram acondicionadas sobre
papel filtro umedecido dentro de caixas gerbox e mantidas a 25 °C e fotoperiodo de
16/8h (claro/escuro). A primeira contagem de germinacgao foi realizada no quinto dia
e a contagem final no décimo quarto dia (RAS, 2009). Ao final do experimento foi
determinada o peso da matéria fresca e seca das plantulas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4
repeticdes de 50 sementes. A unidade experimental foi constituida por duas caixas

gerbox com 25 sementes cada.

3.4.4 Analise Estatistica

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise de variancia

e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) pelo software R.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4 1 Controle da Pinta Bacteriana em Tomateiro

O tratamento das plantas de tomateiro com os isolados LAFUELO1,
12, 32, 40, 43 e 85 diminuiu significativamente o numero de lesbes de pinta
bacteriana em comparagdo ao tratamento agua. Contudo, nenhum tratamento
diminuiu significativamente a severidade da doenca e a Area Abaixo da Curva do
Progresso da Doenca (AACPD) (Tabela 1).

Tabela 6 — Numero de lesbes, severidade final (%) e area abaixo da curva do
progresso da doenga (AACPD) (%) da pinta bacteriana em tomateiro tratado com
rizobactérias.

Tratamento N° de lesbes Severidade final (%) AACPD
Agua 80,1 a’ 3,28NS 2,85NS
LAFUEL36 58,8 ab 6,14 4,28
LAFUEL24 40,1 abc 7,85 4,15
LAFUEL12 37,1 bc 7,28 3,85
LAFUELS85 31,0 bc 1,57 1,42
LAFUEL43 30,7 bc 1,57 1,28
LAFUEL32 28,2 bc 5,28 2,57
LAFUEL40 19,2 bc 5,28 2,92
LAFUELO1 19,2 bc 4,71 2,75
Cobre 0,00 c 0,00 0,00
IR 0,00 c 0,00 0,00
C.V. (%) 75,2 130,1 116,5

"Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).NSNao significativo. Fonte: proprio
autor (2024).

Ferraz et al. (2015) testaram os metabdlitos do isolado UFV-0073 no
controle da pinta bacteriana por pulverizagdo nas folhas de tomateiro. Houve
reducdo do numero de lesdes de pinta-bacteriana de aproximadamente 25 para 12
lesbes. Akila et al. (2024) demonstram que os metabdlitos produzidos por um isolado
de B. subtilis reduziu 41,7% a incidéncia de pinta bacteriana em tomateiro
inoculados com o isolado Pst1 de P. syringae pv. tomato.

A capacidade de reduzir o numero de lesbdes, principalmente, dos
isolados LAFUELO1 e 40 corroboram os resultados dos ensaios in vitro
desenvolvidos neste estudo, uma vez que estes isolados apresentaram antagonismo

em cultura dupla e producao de sideréforos e biossurfactantes.
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A disseminagao de P. syringae pv. tomato € mais eficiente em
condi¢gbes de chuva e irrigagao por aspersdo (INOUE-NAGATA et al., 2016). Com
isso, € possivel relacionar a severidade entre os tratamentos com a falta de
disseminagdo da bactéria apdés a inoculagdo, uma vez que nao houve novas
infeccbes que aumentasse a severidade da doenga, deixando area foliar disponivel
para que as poucas lesbes existentes ocupassem a mesma area em relacdo a

tratamentos que apresentaram um maior numero de lesdes.

4.4.2 Promogéao do Crescimento de Tomateiro por Rizobactérias

Os tratamentos com suspensao de células de LAFUELO3, 43, 61,
66, 67, 71, 80 e 93 nao influenciaram a germinagdo e o peso da matéria fresca
(PMF) das plantulas de tomateiro obtidas de sementes tratadas com as rizobactérias
(Tabela 2).

Tabela 7 — Germinagao aos quatorze dias (%) e peso da matéria fresca (PMF) (g) de
plantulas de tomateiro obtidas de sementes tratadas com suspensao de LAFUELOS3,
43, 61, 66, 67, 71, 80 e 93.

Tratamento Germinacéo (%) PMF (9)
Agua 87Ns 1,30NS
LAFUELO3 94 1,76
LAFUEL43 87 1,78
LAFUELG61 88 1,93
LAFUEL66 89 1,68
LAFUEL67 92 1,81
LAFUEL71 90 1,74
LAFUEL80 86 1,74
LAFUEL93 90 1,85
C.V. (%) 4,91 15,24

NSNao significativo pelo ANOVA a 5% de probabilidade. Fonte: proprio autor (2024).

Embora os isolados testados no ensaio de promocéao de crescimento
tenham produzido AlA, é possivel atribuir a auséncia de promocao do crescimento
das plantas inoculadas com as rizobactérias em decorréncia do periodo de avaliagcao
(14 dias), uma vez que os hormdnios vegetais associados a germinagao e produgao
inicial de raizes sao citocinina e giberelina. Estes hormdnios agem quebrando a
dorméncia e ativam a producao de enzimas que permitem a utilizacdo das reservas

presentes nas sementes, como o amido, enquanto, as auxinas auxiliam no
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desenvolvimento e alongamento da planta apds a fase de germinagao (GALERIANI;
COSMO, 2020).

Pei et al. (2022) inocularam plantas de tomateiro com suspenséo de
células do isolado Oj-2.16 Bacillus amyloliquefaciens e observaram que 20 dias apés
o tratamento as plantas de tomateiro apresentaram aumento de 44,4; 122,2; 80,1;
57,6 e 64,0% na altura da planta, comprimento da raiz, largura do caule, peso fresco
e peso seco, respectivamente.

Ji et al. (2021) determinaram que B. amyloliquefaciens, isolado
Ba13, aumentou significativamente a altura e o peso fresco de plantas de tomateiro
em 10,98% e 20,15%, respectivamente. Por meio da predicdo de genes
relacionados a biossintese de horménios vegetais, os autores verificaram que o
isolado bacteriano poderia sintetizar AlA e ao estudar o sobrenadante da cultura de
Ba13 encontraram AIA na concentragdo de 6,68 E™'' mol litro!. A avaliagdo das
plantas inoculadas com rizobactérias ocorreu com cerca de 30 dias de idade, o que
evidenciou o efeito da produgédo de AIA do isolado Ba13 em estadios fenoldgicos

posteriores a germinagao.
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4.5 CONCLUSAO

Os isolados LAFUELO1 e LAFUEL40 de rizobactérias foram capazes
de diminuir em cerca de 76% o numero de lesbes em comparagao ao tratamento
controle (agua). A inoculacdo das rizobactérias n&o promoveu o crescimento de
plantulas de tomateiro com 14 dias de idade. Neste sentido, é possivel que uma
avaliagdo muito precoce das plantas tenha contribuido para n&o evidenciar uma
promogao de crescimento pelo AIA eventualmente produzido pelas rizobactérias
testadas, sendo necessario investigar se as caracteristicas observadas in vitro
promoverao o crescimento do tomateiro em estadios mais avangados de seu

desenvolvimento.
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