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RESUMO

SANTIAGO, Thais Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2010.
Selecdo de rizobactérias para o controle biolégico da murcha bacteriana do
eucalipto. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-Orientadores: José Rogério
de Oliveira e Luiz Antonio Maffia.

Avaliou-se o potencial antagonico de 298 rizobactérias obtidas da rizosfera e
rizoplano de tomateiro ¢ de eucalipto contra Ralstonia solanacearum, agente causal da
murcha bacteriana. Para a selecdo de rizobactérias eficientes, realizaram-se testes em
tomateiros empregando-se métodos distintos de aplicacdo dos antagonistas e de
inoculagdo do patogeno: 1) plantulas oriundas de sementes microbiolizadas por
embebicdo por 12 h em suspensdo de propagulos do antagonista tiveram as raizes
imersas na suspensao de propagulos do patdégeno; 2) plantulas oriundas de sementes
microbiolizadas por embebicdo por 12 h na suspensdo de propagulos do antagonista
foram transplantadas em solo infestado com R. solanacearum; e 3) imersdo de raizes em
suspensao com de propagulos do antagonista e posteriormente imersdo em suspensao de
propagulos de R. solanacearum. Nove isolados (UFV-11, 32, 40, 56, 62, 101, 170, 229,
e 270) foram selecionados como potenciais antagonistas a R. solanacearum, pois
suprimiram a murcha bacteriana em pelo menos um dos métodos avaliados. Os isolados
selecionados foram novamente avaliados in vitro contra o patdogeno e in Vivo como
agentes de biocontrole da murcha bacteriana em eucalipto frente a dois isolados de R.
solanacearum. Os isolados UFV-56 e UFV-62 inibiram a murcha bacteriana em

eucalipto entre 50 a 100%.
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ABSTRACT

SANTIAGO, Thais Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2010.
Selection of rhizobacteria for biological control of bacterial wilt of Eucalyptus.
Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-Advisers: José Rogério de Oliveira and
Luiz Antonio Maffia.

The antagonistic potential of 298 rhizobacteria obtained from the rhizosphere
and the rhizoplane of tomato and eucalyptus plants was investigated against Ralstonia
solanacearum. Several tests were performed using tomato plants for the selection of
efficient rhizobacteria. Different methods of application of the antagonists and of
inoculation of the pathogen were assessed: 1) seedlings originated from seeds that were
microbiolized by soaking for 12 h in a suspension of the antagonist propagules had their
roots immersed in the pathogen inoculum suspension; 2) seedlings originated from
microbiolized seeds were transplanted to soil infested with R. solanacearum; and 3)
immersion of roots in a suspension of propagules of the antagonist and later immersed
in a suspension of R. solanacearum. Nine isolates (UFV-11, 32, 40, 56, 62, 101, 170,
229, and 270) were selected as potential antagonists to R. solanacearum, as they
suppressed bacterial wilt in at least one of the methods assessed. The promising isolates
had their antagonistic potentialities against two isolates of R. solanacearum tested in
vitro and in vivo using inoculated eucalyptus plants. Isolates UFV-56 and UFV-62
suppressed bacterial wilt in eucalyptus by 50 to 100%.
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1. Introducéo

O eucalipto (Eucalyptus spp.) é espécie arborea da familia Mirtaceae, nativa da
Australia, Timor e Indonésia (Doughty, 2000). O eucalipto tem crescimento rapido e ¢
alternativa viavel para atender a demanda de matéria-prima para a producao de celulose,
madeira, carvao vegetal, 6leos essenciais, etc., € seu cultivo pode contribuir para aliviar
a pressdo sobre as florestas nativas (Alfenas et al., 2004). No Brasil, o cultivo do
eucalipto em escala econdmica deu-se a partir de 1904, contudo maior expansao ocorreu
a partir de 1965, com a lei dos incentivos fiscais ao reflorestamento. Atualmente, as
plantagdes de eucalipto ocupam 4.258.704 hectares, distribuidas principalmente nos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Bahia; e o setor florestal contribui com cerca de
3,5% do produto interno bruto (Abraf, 2009).

Os projetos de reflorestamento do eucalipto no Brasil, independente da espécie
plantada, caracterizam-se pelos elevados riscos técnico e econdmico, a que estdo
sujeitos. Dentre os maiores riscos a produtividade da cultura podem-se listar as
variagdes nas condi¢des climaticas, o estreitamento da base genética do material
cultivado, o alto indice de insolagdo e o estabelecimento da cultura por varios anos
favorecendo a ocorréncia de doencas no campo (Yabuuchi et al., 1995). Dentre as
doencas da cultura do eucalipto, a murcha bacteriana, causada por Ralstonia
solanacearum (Smith, 1896), ¢ uma das mais destrutivas para a cultura e pode ser fator
limitante para a exploracdo econdmica (Yabuuchi et al., 1995). A murcha bacteriana ¢
particularmente destrutiva nas regides tropicais e subtropicais, devido aos danos
causados e seu dificil controle. Além da alta variabilidade do patogeno e ampla gama
de hospedeiros, a bactéria pode sobreviver associada a rizosfera de espécies hospedeiras
alternativas, cultivadas ou ndo, ou no solo. Além disso, R. solanacearum pode ser
facilmente dispersa por mudas infectadas, dgua de irrigagdo e de chuva e por meio de
implementos agricolas empregados nos tratos culturais (Coutinho et al., 2000; Hayward,
1994; Robbs et al., 1988).

Além das caracteristicas bioldgicas e epidemiologicas que dificultam o controle,
ndo ha produtos quimicos com acao efetiva contra o patdgeno e a resisténcia, bem como
a adogdo de medidas de controle cultural, ndo t€ém obtido sucesso em razdo,
principalmente, da grande variabilidade genética do patogeno (Javier, 1994; Lopes e
Takatsu, 1997). Assim, o controle bioldogico ¢ uma alternativa promissora,
principalmente aquele mediado por rizobactérias. Estas espécies de bactérias

compreendem um grupo de procariotas naturalmente habitantes do solo capazes de
1



colonizar o sistema radicular de plantas. O uso de rizobactérias ¢ um processo
econdmico e compativel com as comunidades agricolas de baixa renda, ndo causam
impacto ambiental, nem efeito toxico (Romeiro, 2007a). Vdrias bactérias antagonicas
vém demonstrando boa colonizacdo no rizoplano e seus produtos apresentam longos
tempos de prateleira e viabilidade no campo devido sua capacidade de sobreviver na
rizosfera. No solo, as rizobactérias produzem aleloquimicos inibitorios e sdo capazes de
colonizar a rizosfera da planta (Romeiro, 2007a). Isolados de Pseudomonas
fluorescens, do tipo rizobactérias (Plant Growth Promoting Rhizobacteria - PGPR),
foram usados no tratamento de mudas de eucalipto, reduzindo em até 45% a incidéncia
da murcha bacteriana (Ran et al., 2005a; Ran et al., 2005b). No Brasil ainda nao se
realizaram estudos utilizando rizobactérias na tentativa de controlar a murcha bacteriana
do eucalipto.

Este trabalho teve como objetivos: (1) Isolar rizobactérias (actinomicetos e
bactérias propriamente ditas) de rizosfera e rizoplano de tomateiro e de plantas de
eucalipto nunca antes expostas a defensivos ou herbicidas, plantas estas sadias ou com
baixos indices de doencas; (2) Selecionar rizobactérias quanto a efetividade para
promog¢ao de biocontrole da murcha bacteriana, usando tomateiro como sistema
modelo; (3) Avaliar a eficacia de rizobactérias quanto a reducao da intensidade da

doenga em eucalipto e estudar seus mecanismos antagonicos em ensaios laboratoriais.

2. Revisao de Literatura

2.1. O patdgeno

Ralstonia solanacearum ¢ um complexo de espécies dividido em cinco ragas
baseadas em suas propriedades fenotipicas. A raga 1 causa murcha em plantas da
familia Solanaceae; a raca 2 em bananeira; a raca 3 em batateira ¢ tomateiro, em
condi¢des de clima temperado; a raca 4 em gengibre ¢ a raga 5 em amoreira
(Buddenhagen et al., 1962; He et al., 1983). Além das racas, hé seis biovares, definidos
com base no perfil metabdlico de trés alcodis e trés dissacarideos (He et al., 1983). A
avaliacdo da diversidade genética de R. solanacearum utilizando RFLP resultou na
identificacdo de dois grupos, sendo o gupo 1 de estirpes asidticas € o 2 de estirpes
americanas (Cook et al., 1989; Cook e Sequeira, 1994).

Recentemente, Fegan e Prior (2005) propuseram uma nova classificacdo baseada

nas analises de sequéncias dos genes de endoglucanase (egl) e da proteina B associada a
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reacdo de hipersensibilidade e patogénese (hrpB). Quatro filotipos foram distinguidos.
Filotipo I, corresponde ao Asiatico divisdo 1 de Cook et al. (1989) e contém cepas
pertencentes aos biovares 3, 4 e 5. O filotipo II pertence ao americano, divisdo 2 de
Cook e Sequeira (1994) e contém as cepas pertencentes ao biovar 1 raca 1, biovar 1 raca
2, biovar 2 raga 3 e biovar 2T. O filotipo III contém estirpes da Africa que pertencem ao
biovar 1 e 2T. O filotipo IV contém as cepas da Indonésia, algumas estirpes do Japao e
uma Unica estirpe da Australia pertencente aos biovares 1, 2 e 2T. Cada filotipo pode ser
subdividido em sequevares com base em diferencas na sequéncia de uma parcela dos
genes de endoglucanase.

O patogeno penetra na planta através de ferimentos nas raizes e pode sobreviver
no solo por longos periodos (Gutarra et al., 1995). A doenca ¢ de ocorréncia mais
comum em locais com temperaturas mais altas e imidas. Ha relatos da transmissdo do
patogeno, a partir de sementes e frutos contaminados, indicando que sementes
infectadas podem ser um importante meio de dispersdao natural deste organismo
(Sanchez Perez et al., 2008). Uma vez estabelecida no hospedeiro, a bactéria multiplica-
se rapidamente nos tecidos do xilema, formando uma substancia viscosa abundante. Ha
produgdo de enzimas celuloliticas e pectinoliticas, causando desorganizagdo do tecido
vascular, podendo, indiretamente, impedir o movimento de 4gua e nutrientes, resultando

em perda de turgescéncia (Denny, 2000).

2.2. A cultura e a doenga

Os primeiros plantios de eucalipto datam do inicio do século XVIII, na Europa,
na Asia e na Africa. No século XIX, o eucalipto comecou a ser plantado em paises
como Espanha, India, Brasil, Argentina e Portugal (Alfenas et al., 2004). No Brasil, foi
introduzido em 1868, sendo as primeiras areas estabelecidas no estado do Rio Grande
do Sul (Alfenas et al., 2004). O pais se destaca no cenario mundial por possuir excelente
desempenho no setor, devido as condi¢des climaticas e do elevado nivel tecnologico
empregado nos cultivos de eucalipto. A maior produtividade média da cultura ¢
constatada no Brasil, e os principais estados produtores sao Minas Gerais, Sao Paulo,
Parand, Santa Catarina e Bahia (Abraf, 2009). As principais espécies cultivadas no
Brasil sdo: o Eucalyptus grandis, E. camaldulensis, E. saligna e E. urophylla (Abraf,
2009). Além dessas, foram realizados cruzamentos entre as espécies que resultaram em

hibridos como o urograndis (E. grandis X E. urophylla), por exemplo.



Apesar dos avangos técnicos experimentados, a produtividade das areas
plantadas ainda ¢ afetada por diversos fatores, inclusive aqueles de ordem fitossanitaria.
Nesse contexto, um dos problemas que mais limitam a eucaliptocultura ¢ a murcha
bacteriana do eucalipto, causada por Ralstonia solanacearum (Smith, 1896), pois €
considerada uma das doengas mais destrutivas da cultura (Sudo et al., 1983).
Atualmente, sabe-se que R. solanacearum pode infectar mais de 200 espécies de
plantas, pertencentes a 50 diferentes familias botanicas (Hayward, 1991).

A murcha bacteriana no eucalipto ¢ problema em diversos paises e foi relatada
nas principais regides produtoras da Australia (Akiew e Trevorrow, 1994), Africa do
Sul (Coutinho et al., 2000), China (Wu e Liang, 1988), Taiwan (Wang, 1992) e
Venezuela (Ciesla et al., 1996). Na China, mais especificamente nas provincias de
Guangdong, Hainan, e Guangxi, as perdas nas plantagdes de eucalipto sdo de, em
média, de 30 a 40% das plantas adultas (Li, 1992; Lin et al., 1996). Em plantas com até
um ano e meio de idade as perdas foram de até 70% (Ran et al., 2005b).

No Brasil, o primeiro relato da murcha bacteriana em eucalipto foi em 1983, no
municipio de Prata, Minas Gerais (Sudo et al., 1983). Em 1984, a doenca foi observada
no estado do Para e na Bahia, ocorrendo em areas recentemente desmatadas (Robbs et
al., 1988). A murcha bacteriana causa prejuizos em viveiros clonais nos estados da
Bahia, do Espirito Santo, do Maranhao, de Minas Gerais ¢ do Pard. Além das perdas
diretas, verifica-se o aumento de custos de produg¢do, principalmente aqueles relativos
as tentativas de erradicar o patdgeno, a realizacdo de adaptacdes das estruturas de
viveiro visando minimizar os riscos com novas contaminagoes, além do descarte de
mudas, de minicepas e de propagulos vegetativos contaminados (Mafia, 2006).

Em plantas de minijardim clonal de eucalipto, a doenca tem como sintomas a
necrose foliar, escurecimento parcial (anelar) ou completo do lenho, murcha e morte de
minicepas. Na fase de enraizamento, miniestacas infectadas podem apresentar
arroxeamento das nervuras do limbo foliar e podridao. No campo, a doenga caracteriza-
se por bronzeamento e necrose foliar, desfolha basal ascendente, escurecimento interno
do lenho e morte da planta, geralmente, a partir do quarto més apos o transplantio. Os
sintomas geralmente se agravam em arvores com enovelamento de raizes ¢ afogamento
de coleto (Alfenas et al., 2006). Nao ha variedade comercial resistente, o controle
quimico ndo ¢ efetivo e a pratica de rotacdo de cultura ¢ inviavel devido a ampla gama
de hospedeiros e alta capacidade de dispersdo e sobrevivéncia do patdégeno quando no
solo. Portanto, resta evitar a entrada do patégeno em areas agricultaveis (Javier, 1994;
Lopes e Takatsu, 1997). Porém, ha que se buscar solugdes para os casos de areas ja
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infestadas e que necessitam ser manejadas. Nos tltimos anos, na busca de alternativas
de controle da murcha bacteriana, constatou-se haver aumento crescente das pesquisas
na area de biocontrole. Tal fato também pode ser constatado para as doencas do
eucalipto (Ran et al., 2005b). Segundo a defini¢do de Baker e Cook, (1974), controle
bioldgico ¢ a reducdo da densidade de inéculo ou das atividades determinantes da
doenga por um patdégeno ou parasita, promovida por um ou mais organismo que nao o
homem, favorecidos naturalmente ou pela manipulacdo de seu habitat ou ambiente,
hospedeiros ou antagonistas ou pela manipulagdo em massa de um ou mais

antagonistas.

2.3. Controle bioldgico por rizobactérias

Dentre os principais procariotas agentes de controle biologico destacam-se as
rizobactérias (Romeiro, 2007a). Rizobactérias ou bactérias rizosféricas existem em
grande quantidade na superficie de, e proximas a, raizes de plantas onde se nutrem de
exsudatos e lisados liberados por plantas bem como fazem da rizosfera nichos
ecologicos onde se abrigam e se protegem do antagonismo da microbiota circundante
(Lucy et al., 2004). Muitas dessas bactérias sdo benéficas e sdo capazes de promover o
crescimento e, ou, o controle bioldogico de doencas de plantas. As rizobactérias
benéficas, intituladas PGPR (plant growth—promoting rhizobacteria) promovem
crescimento, controle biolégico e aumentam a produtividade de culturas por varios
mecanismos (Kloepper, 1996). Além disso, o uso destas ¢ uma pratica economica, sem
impacto ambiental e os produtos tém longo tempo de prateleiras, produzido facilmente
em larga escala e ap6s a aplicacdo no campo permanecem vidveis por muito tempo.

Dentre os agentes de biocontrole de destaque estdo os actinomicetos,
principalmente os pertencentes ao género Streptomyces, pelo fato de a maioria das
espécies produzir antibioticos. Os actinomicetos sdo encontrados em muitos habitats,
porém em um nimero muito menor comparado a outros grupos de bactérias. Varios
trabalhos vém sendo realizados explorando a capacidade de biocontrole desses
organismos (Crawford et al., 1993).

A promocdo do biocontrole de doengas de plantas ¢ uma das principais
caracteristicas das PGPR, as quais sdo capazes de fazé-lo tanto por antagonismo direto
como por indugdo de resisténcia (Bakker et al., 2003; Pieterse et al., 2003).
Inicialmente, acreditava-se que o controle bioldgico promovido por rizobactérias, com

caracteristicas de PGPR, era devido apenas a mecanismos diretos de antagonismo



contra patogenos. Alguns mecanismos diretos estdo envolvidos na supressdo do
controle de doencas de plantas entre eles estdo: a produgdo de antibidticos, parasitismo,
competicdo por nutrientes e espaco, producdo de sideréforos, enzimas liticas, entre
outros. Como e porque esse controle bioldgico ¢ exercido, ¢ tema que merece
consideragdes especificas. Em algumas situagdes, ¢ possivel que ocorra o controle
biologico classico (Tuzun e Kloepper, 1995), todavia hd casos em que apenas o
antagonismo microbiano ndo explica o controle bioldgico exercido, e a inducdo de
resisténcia ¢ um possivel mecanismo envolvido (Van Loon et al., 1998a). Paralela e
concomitantemente, pesquisas tém mostrado que certas PGPR parecem atuar como
eliciadoras de IRS (resisténcia sistémica induzida), no sentido em que a planta fica
sistemicamente protegida contra mais de um patdégeno, ao contrario do controle
bioldgico classico, que implementa o controle de forma mais especifica (Carrer et al.,
2009).

Quando a PGPR coloniza o sistema radicular, moléculas constituintes da célula
bacteriana ou por ela sintetizadas e liberadas no ambiente podem atuar como
eliciadores. Nesses casos, demonstrou-se o envolvimento de sinais bioquimicos,
provavelmente associados a jasminatos ou etileno (Pieterse et al., 1998; Van Loon et al.,
1998b). Esse sinal transloca-se até sitios distantes do local de sua génese, isto ¢, genes
que codificam a sintese de componentes da resisténcia dindmica sao ativados, assim a
resisténcia sistémica induzida se expressa (Sticher et al., 1997).

Ainda existe uma série de limitagdes ao uso de agentes comerciais de
biocontrole sendo necessario o entendimento da ecologia, isso ¢, tanto do antagonista,
como do patégeno em determinado ambiente para que o controle biolégico ocorra (Van
Loon, 2007).

Na China, trabalhos com rizobactérias vém sendo conduzidos desde a década de
1960, visando a selecdo de agentes de biocontrole e promotores de crescimento de
plantas (Chen et al., 1996). A microbiolizacdo de sementes, antes do plantio, com
propagulos de rizobactérias, tem sido pratica agrondmica rotineira na China Continental
(Chen et al., 1996). Talvez pela propria filosofia de pesquisa e de enfoque de problemas,
somente ha algum tempo o mundo ocidental tem tomado conhecimento e percebido a
incomensuravel potencialidade do desenvolvimento de tecnologias especificas para o

uso de rizobactérias como método de agricultura sustentavel.

3. Material e Métodos



3.1. Origem, cultivo e manuten¢do dos microrganismos

3.1.1. Isolados de R. solanacearum

Dois isolados de R. solanacearum, filotipo II, biovar I, codificados como RS
295 e RS 298 ¢ pertencentes a colegdo de culturas de Ralstonia solanacearum do Centro
Nacional de Pesquisa de Hortalicas da Embrapa, foram utilizados nos experimentos.
Esses isolados provém de areas cultivadas com eucalipto das cidades de Esplanada —
BA e Carbonita — MG, respectivamente.

Inicialmente, avaliou-se a patogenicidade dos isolados pela inoculacdo em
eucalipto. A inoculacdo foi feita imergindo o sistema radicular de mudas do hibrido
urograndis (Eucalyptus grandis x E. urophylla) com 70 dias de idade em suspensdo de
células bacterianas ajustada para ODs4 = 0,2 (Schaad et al., 2001b). Utilizaram-se trés
plantas para a inoculacdo de cada um dos isolados. Apds 21 dias, as plantas foram
avaliadas para a ocorréncia de murcha. Constatado esse sintoma, segmentos do caule
com exsuda¢ao bacteriana foram imersos em etanol (50%) por 30 s, e, posteriormente,
em NaClO (2%) por 3 min e em seguida lavados em agua esterilizada. Os fragmentos
do caule com cerca de 1 cm foram depositados em gotas de agua esterilizadas e
macerados, sob condigdes assépticas. Com auxilio de uma alca de platina, realizou-se a
transferéncia de aliquotas da suspensdo para meio 523 sdlido (Kado e Heskett, 1970).
Apods 48 h de incubagdo, as colonias com caracteristicas tipicas de R. solanacearum,
com bordos regulares, colonias elevadas e coloragcdo esbranquigada, foram transferidas
para tubos de ensaio contendo meio de cultivo. Para confirmagdo da patogenicidade,
mudas de eucalipto foram inoculadas com as colonias isoladas.

Para obter a suspensdo de indculo de R. solanacearum, os isolados foram
semeados em meio 523 sélido por 72 h a 28 + 1 °C. Posteriormente, adicionou-se 10
mL de 4gua a cada placa e raspou-se a coldnia para remog¢ao das células. A suspensdo
de células bacterianas foi coletada em frasco tipo becker e a turbidez da suspensdo foi

ajustada para OD s549=0,2.

3.1.2. Isolados de rizobactérias

As bactérias e os actinomicetos foram isolados da rizosfera e do rizoplano de
plantas sadias de eucalipto e tomate, ndo expostas a defensivos, oriundas dos estados de
Minas Gerais e Para. As rizobactérias foram isoladas seguindo metodologia descrita por

Romeiro (2007b). Dez gramas de raiz ou solo da rizosfera de eucalipto ou de tomateiro
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foram colocados em solucdo salina (8,5 g/100 mL de solugdo), sendo mantida sob
agitacdo em Erlenmeyer por 24 h a 28 °C. Em seguida, foram feitas dez diluigdes
seriadas de fator 10. De cada diluicdo, 100 pL foram retirados para semeio em
placas contendo meio 523 e espalhadas com al¢a de Drigaskly. As placas foram
mantidas em B.O.D. por 24 h a 28 °C. Colonias individualizadas de cada placa, que
apresentavam coloracdo, tamanho e forma diferente, foram transferidas para tubos de
ensaio contendo meio 523.

Para isolamento de actinomicetos, amostras de solos da rizosfera de tomate e
eucalipto foram processadas como descrito anteriormente, incluindo tratamento térmico
a 70°C, por trés dias (Moura et al., 1998). Os microrganismos foram isolados a partir de
dilui¢des em série de suspensdo de solo, semeando uma aliquota de 100 mL em placas
de Petri, contendo meio de extrato de solo-dgar, e espalhadas com alca de
Drigaskly. As placas foram mantidas por sete dias a 30°C. As colonias
formadas foram transferidas para tubo contendo meio de extrato de solo-agar.

Todos os microrganismos foram preservados em tubos contendo agua de pogo
artesiano esterilizada. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente. Os
actinomicetos foram cultivados, multiplicados e mantidos em meio de extrato de solo-
agar (Pramer e Schmidt, 1964). As suspensoes salina (NaCl 0,85%) de propagulos de
antagonistas foram obtidas a partir de isolados cultivados em meio 523 solido por 48 h a

28 +1 °C.

3.2. Selecdo massal

Foram usadas sementes ou plantulas de tomate cv. Santa Clara, ao invés de
eucalipto, pelo fato de essa solandcea ser altamente suscetivel ao patdégeno e pelo
desenvolvimento rapido da doenca. Na selecao, utilizou-se o isolado RS 295 de R.
solanacearum. Em todos os testes, antes da inoculagdo com o patdgeno, as plantulas
foram crescidas em casa-de-vegetacdo, em substrato PlantMax®, contido em vasos com
capacidade de 200 mL ou em bandeja de 128 células, conforme o ensaio, ¢ adubadas
semanalmente com fertilizante foliar Ouro Verde (5g p.c./L). Apds a inoculagdo, as
plantulas foram mantidas em cidmara de crescimento a 30 °C + 2, fotoperiodo de 12 h.

Para investigagdo da potencialidade das rizobactérias como agente de

biocontrole, cada isolado foi aplicado em trés modalidades:



3.2.1. Mudas oriundas de sementes microbiolizadas com o propagulo do
antagonista, tendo suas raizes imersas na suspensdo do patdgeno (SMIR)

Sementes foram previamente desinfestadas em etanol (50%) por 30 s, e,
posteriormente, em NaClO (2%) por 3 min e em seguida lavadas em agua esterilizada.
Apds a desinfestagdo das sementes, estas foram imersas em suspensdo salina de
propagulos dos antagonistas sem o ajuste da concentracdo, por 12 h, e colocadas para
germinar em vasos com capacidade de 200 mL contendo solo ndo-esterilizado. Os vasos
foram mantidos em casa de vegetagcdo por 45 dias. Decorrido esse tempo, as plantulas
tiveram os sistemas radiculares lavados em 4gua corrente e imersos na suspensao de
propagulos de R. solanacearum, ODs4 =0,2, durante 1 min. As mudas foram plantadas

em vasos de 200 mL contendo solo.

3.2.2. Mudas oriundas de sementes microbiolizadas com o propéagulo do
antagonista colocada em solo infestado artificialmente pelo patégeno (SMSI)

Plantulas provenientes de sementes microbiolizadas foram obtidas como
descrito em 3.2.1. A cada vaso, adicionou-se 25 mL (proporcao 1:8 v/v) de suspensao
de propagulos de R. solanacearum, com ODs49 =0,2. O solo infestado foi acondicionado
em vasos com capacidade de 200 mL e mantido a 30 = 2 °C por 24 h. Apds esse

periodo, as mudas foram transplantadas para os vasos.

3.2.3. Imerséo de raizes em suspensao com propagulos do antagonista e
suspensdo do antagonista aplicada ao solo (IMRR)

Realizou-se semeadura em bandejas de 128 células contendo o substrato. As
plantulas foram mantidas em casa de vegetagdo durante 45 dias, quando foram
removidas das células e tiveram o sistema radicular lavado em &4gua corrente e
posteriormente imerso na suspensao de propagulos do antagonista durante 1 min. As
mudas foram transplantadas para vasos de 200 mL, em solo ndo-esterilizado, ¢ 25 mL
da suspensdao do mesmo antagonista foi aplicado ao solo. Apos sete dias, as raizes das
plantulas foram novamente lavadas em d4gua corrente, imersas na suspensdo do
patogeno por 1 min e as plantulas replantadas nos mesmos vasos.

Para todas as modalidades, apos a inoculagdo, as plantulas foram observadas
diariamente durante uma semana. Avaliou-se a incidéncia da doenga e também a
severidade com escala de notas que variou de 0 a 2, em que a nota 0 foi atribuida a
plantas sadias, nota 1 para plantas parcialmente murchas (quando uma ou mais folhas
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estavam murchas, mas ainda havia folhas tirgidas) e nota 2 atribuida as plantas nas
quais todas as folhas estavam murchas.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com 299 tratamentos
(298 antagonistas e 1 testemunha). A testemunha consistiu de imersdo de sementes e/ou
do sistema radicular em agua corrente, nao esterilizada. Foram realizadas trés repeticdes
(blocos) no tempo. Cada método de avaliagdo foi considerado como ensaio
independente, e ndo se realizou andlise de variancia. Uma unidade experimental foi
constituida de uma plantula por vaso. Os dados foram submetidos a anélise descritiva e,
para selecdo, considerou-se média das notas das trés repeticdes, em cada modalidade,

separadamente.

3.3. Controle da murcha bacteriana em eucalipto

Os isolados selecionados em 3.2. foram avaliados quanto ao controle da murcha
em eucalipto. Sementes do hibrido urograndis foram semeadas em bandejas de
polietileno, de 128 células, contendo substrato Plantmax®, ¢ mantidas por 70 dias em
casa de vegetagao com temperatura controlada (£ 2 °C). Apds esse periodo, as plantas
tiveram suas raizes lavadas em &4gua corrente para remover residuo do substrato e
imersas em suspensdo de propagulos de cada um dos antagonistas com ODs4p= 0,2
durante 1 min. Adicionalmente, foi dispensado 25 mL da suspensdo do mesmo isolado
antagonista em cada vaso. Apos sete dias, as raizes das plantas foram lavadas e imersas
em suspensdo de propagulos dos isolados RS 295 e RS 298 de R. solanacearum
(ODs40= 0,2) por 1 min. Foram realizados ensaios separados para cada isolado do
patdgeno. Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camaras de crescimento a
30° C £ 2. Foram empregadas duas testemunhas: imersdo de raizes em agua e
posteriormente inoculadas e raizes imersas em agua e nao inoculadas com o patdgeno.

As plantas de eucalipto permaneceram por 15 dias em camara de crescimento, a
30° C + 2, fotoperiodo 12 h e quantificou-se a incidéncia da murcha aos 7, 9, 11, 13 e

15 dias apdés a inoculagdo. Para confirmagdo da doenga, foram tomadas amostras
aleatorias de plantas murchas e realizou-se o teste de exsudacao no copo (Alfenas et al.,
20006).

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizados, com 11

tratamentos (nove antagonistas ¢ duas testemunhas). Utilizaram-se 15 e¢ 10 plantas por

tratamento nos ensaios com os isolados RS 295 e 298, respectivamente. Em ambos, a
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unidade experimental foi constituida de 1 planta/vaso. Analisou-se a curva de progresso

da doenga para ambos os ensaios.

3.4. Identificacdo dos antagonistas promissores

O DNA gendmico dos antagonistas selecionados foi extraido conforme Schaad
et al., (2001a). Uma sequéncia parcial dos nucleotideos do 16S rRNA foi amplificado
por PCR com os primers: 27f-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG e 1488r-CGG TTA
CCT TGT TAC GAC TTC ACC (Schaad et al., 2008). Os ciclos de amplificagao foram
constituidos por etapa inicial de desnaturagdo a 94° C por 2 min, seguida de 30 ciclos
constituidos por: etapa de desnaturacdo a 94° C por 30 s, etapa de anelamento dos
primers ao DNA molde a 50 °C por 30 s e etapa de extensdo a 72 °C por 45 s. A etapa
de extensdo final foi a 72 °C por 10 min. O produto da PCR foi sequenciado em
sequenciador automatico MEGABACE, no Laboratério de Genomica do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da UFV. As sequéncias foram
submetidas a analise comparativa na base de dados do NCBI (BLAST - Nucleotide

Sequence Database).

3.5. Colonizacdo de raizes

A capacidade de a rizobactéria colonizar o sistema radicular foi avaliada por
meio da metodologia desenvolvida por Silva et al. (2003), que consiste em
microbiolizar sementes de tomateiro. Essas sementes foram desinfestadas com imersdo
em etanol (50%) por 30 s, e, posteriormente, em NaClO (2%) por 3 min e em seguida
lavadas em agua esterilizada. Apos a desinfestagdo, as sementes foram imersas na
suspensdo de propagulos das rizobactérias por 12 h e posteriormente postas para
germinar em tubos contendo Phytagel (agente de geleificagdo substituto do agar)
(Sigma) a 0,05%. Cada rizobactéria foi testada em trés repeticdes, sendo uma repeticao
um tubo com uma semente. Havendo colonizagdo de raizes, ¢ possivel visualizar maior

opacidade do Phytagel na regido adjacente as raizes.

3.6. Inducdo de resisténcia

Para determinar se a rizobactéria ¢ potencialmente capaz de induzir resisténcia,
utilizou-se o ensaio com cotilédones de soja descrito por Albersheim e Valent (1978),
com modificacdes propostas por Keen et al. (1982) e Freitas et al. (2007). Quando
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expostos a eliciadores, cotilédones de soja sintetizam gliceolina, uma fitoalexina com
pico de absor¢ao a 285nm. A quantificacdo de gliceolina permite inferir sobre a
potencialidade da rizobactéria como eliciadora de resisténcia. Cotilédones de semente
de soja, cultivar Harosoy, foram seccionados longitudinalmente, pesados e colocados
(quatro segdes por placa) em placas de Petri forradas com disco de papel filtro
umedecido com agua destilada. Sobre os cotilédones seccionados foi depositado 40 pL
do sobrenadante e de lisado de cultura da rizobactéria. As placas foram mantidas em
B.O.D a 28 °C e apos 24 h retirados das placas e colocados em tubos contendo 10 mL
de agua destilada. Estes tubos foram agitados em mesa agitadora por uma hora e a
solucao teve sua absorbancia medida a 285nm. Como controle positivo, utilizou-se o
Bion (indutor de resisténcia).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com trés repeti¢des
para cada tratamento. Uma unidade experimental foi considerada uma placa com quatro
secoes de cotilédones. Inicialmente, os dados foram submetidos a analise de
covariancia, usando o peso dos cotilédones como covaridvel. Posteriormente, em func¢do
da ndo significincia da covaridvel, realizou-se analise de variancia utilizando o
programa estatistico SAS 9.1 (Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary,
NO).

3.7. Antagonismo direto

Realizaram-se ensaios in Vitro para investigar o antagonismo das rizobactérias
selecionadas para o controle da murcha bacteriana do eucalipto. A producdo de
substancias antimicrobianas hidrossoliveis foi estudada pelos testes de dupla camada
(Romeiro, 2007b). Os antagonistas foram semeados em um ponto no centro de placas de
Petri com 90 mm de didmetro, contendo meio 523, seguindo-se incubagdo por 24 h a 28
°C. Decorrido este periodo, coldnias surgidas foram expostas a vapor de cloroférmio
por 1 h. Apos a volatilizagdo, as colonias foram expostas a luz UV (254 nm) por 1 h.
Cada placa recebeu uma camada adicional de meio semi-so6lido com propagulos do
patogeno incorporado. No preparo desta camada adicional foram adicionadas células de
R. solanacearum crescidas em meio 523 liquido por 2 dias a 28 °C. Avaliou-se a
distancia entre a periferia da colonia bacteriana e o limite do halo de inibi¢do. A
variavel foi representada apenas pela presenga ou auséncia do halo de inibigao.

A inibicdo por compostos antimicrobianos volateis inespecificos foi estudada

pelo método das placas invertidas (Romeiro, 2007b). Aliquotas das diluigdes seriadas de
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10" a 10 dos antagonistas promissores ¢ do patogeno foram semeadas em placas de
Petri com meio solido. Procedeu-se o emparelhamento de placas de mesma dilui¢dao por
96 h a 28 °C. Apos 48 e 72 h, determinou-se o numero de coldnias, tempo de
surgimento e observou-se, diariamente, o tamanho da colonia de R. solanacearum. Os
resultados foram comparados por meio do teste t a 5% de probabilidade.

Para averiguacao de producdo de sideroforos, os microrganismos promissores
foram cultivados em meio King B por 48 h sob agitagdo (Schwyn e Neilands, 1987).
Como controle, utilizaram-se as culturas, no mesmo meio, acrescido de Fe?' 2 uM
esterilizado por filtragdo a partir de FeSO4 .7 H,O. Apods 48 h, o meio com crescimento
bacteriano foi centrifugado e o precipitado descartado. O sobrenadante foi misturado na
solugdo indicadora de cromo de azul S, 500 pL de cada. A solu¢do indicadora consiste
da mistura de 600 pL de solu¢do de Hexadeciltrimetilaménio (HDTMA) a 10 mM e 3
mL de agua destilada. Acrescentou-se, sob agitacdo, 150 puL de solucdo férrica a partir
de FeCl; x 6 H,O 1nM dissolvido em HCI 0,01IN. Foi adicionado, também, 750 uL de
solucdo de cromo azul S 2 mM e 0,4307g de piperazina anidra (Schwyn e Neilands,
1987). O volume foi completado para 10 mL com agua destilada. A mudancga de cor da
mistura de solugdo indicadora de azul para avermelhado, em até 15 min, indicou
producdo de siderdforos pelo antagonista. Toda a vidraria utilizada nesse ensaio foi
imersa em solu¢ao sulfocromica por 48 h e lavada varias vezes em agua destilada.

Investigou-se, também, a produ¢do de HCN em meio de cultura TSA semi-
solido (Trypticase Soy Agar 40 g.L'") (Macagnan, 2005). Ao meio TSA em estado
semi-fundente foram adicionados esporos de actinomicetos e células bacterianas para
serem testados. Estes foram dispensados em cavidade de placas de diluicao e telas de
nylon foram colocadas sobre estas. Para deteccdo de cianeto, papel filtro foi embebido
em solu¢do de 5 mg de 4,4'- Dimetileno (-N,N-Dimetilanilina) e 5 mg de acetoacetato
de etila dissolvidos em 2 mL de cloroférmio. O papel filtro foi colocado acima da tela
de nylon. As placas foram colocadas em caixa do tipo Gerbox por 72 h a 28 °C. O
surgimento de mancha de coloracdo marrom no papel indicador acusou a producdo de
HCN pelo antagonista.

A possibilidade de producdo de amonia foi investigada semeando as bactérias
antagonistas em tubos de ensaios contendo meio liquido e uma tira de papel de tornassol
preso em uma das suas extremidades entre o bordo do tubo e o tampdo de algodao
(Schaad et al., 2001a). A mudanga de cor do papel de tornassol de roxo para azulado

num prazo de trés dias indicou a producdo de amdnia pela bactéria.
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4. Resultados
4.1. Isolamento

Isolaram-se 298 microrganismos associados as raizes e a rizosfera: 98 colonias
de actinomicetos e 200 de bactérias de diferentes morfologias, elevacdo, cores e formas
de crescimento. Estes isolados foram codificados e armazenados no laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa —

Minas Gerais.

4.2. Selecdo massal

Na modalidade de aplicacdo por imersdo do sistema radicular na suspensdo do
antagonista e posteriormente na do patégeno (IMRR), os isolados de rizobactérias UFV-
11, 40 e 56 foram eficientes em reduzir a intensidade da murcha bacteriana (Figura 1A).
Quando se empregou a imersdo de semente na solucdo do antagonista e, posteriormente,
a inoculagdo do patdgeno diretamente no sistema radicular, sete isolados de
rizobactérias, UFV-32, 56, 62, 101, 170, 229 e 270, protegeram as mudas da infec¢ao
por R. solanacearum (Figura 1B). No caso de sementes microbiolizadas pelo
antagonista e cujas plantulas foram transplantadas em solos infestados artificialmente,
42 isolados, UFV-5, 16, 18, 31, 42, 52, 56, 66, 70, 71, 81, 84, 88, 89, 99, 112, 113, 120,
127, 135, 157, 162, 179, 180, 181, 186, 201, 206, 207, 210, 226, 240, 242, 245, 249,
253, 256, 258, 268, 276, 281 ¢ 294, impediram o desenvolvimento da murcha (Figura
1C). Na modalidade de tratamento SMIR, para 13 isolados ocorreu a murcha em apenas
uma das trés plantas, enquanto nas modalidades IMRR e SMSI, a ocorréncia de murcha
em 1/3 das plantas foi constatada em 18 e 39 plantas, respectivamente.

Devido a maior chance de escape na modalidade SMSI foram escolhidos os
agentes de biocontrole que se destacaram nas modalidades IMRR e SMIR. Assim,
selecionaram-se os isolados UFV-11, 32, 40, 56, 62, 101, 170, 229 ¢ 270. A rizobactéria
UFV-56 foi a unica capaz de proteger a planta nas trés modalidades de tratamento

quando se adotou como critério nota média igual a zero.

4.3. Controle da murcha bacteriana em eucalipto

As rizobactérias UFV-56 ¢ UFV-62 resultaram em melhor controle da murcha

bacteriana do eucalipto. O isolado UFV-62 foi capaz de suprimir o patégeno em 100%
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quando testado contra o isolado RS 295 de R. solanacearum (Figura 2A). O isolado
UFV-56 reduziu a doenga em 66,6% e 80%. Além disso, observou-se atraso no
aparecimento da murcha em 11 e 13 dias, quando se inocularam as plantas com os
isolados RS 295 e RS 298, respectivamente (Figura 2A e B). Os isolados UFV-11 e
UFV-32 nao foram capazes de controlar a murcha bacteriana. Os demais isolados
reduziram a doenga de 13,33% a 53,33% quando testados contra o isolado RS 295, e de
20 a 40% quando se utilizou o isolado RS 298 (Figura 2A e B).

Houve diferengas no controle da murcha quando os antagonistas foram testados
contra isolados do patdégeno de origens diferente. A maior variagdo do controle da
doenga em relagao ao isolado de R. solanacearum ocorreu com os antagonistas UFV-62
e UFV-229. O primeiro inibiu 100% e 50% a doeng¢a quando as plantas foram
inoculadas com isolado RS 295 e RS 298, respectivamente (Figura 2A e B). Enquanto o
isolado UFV-229 reduziu 53,33% e 30%. Aparentemente, o isolado RS 298 ¢ mais
agressivo que o RS 295.

4.4, Colonizacéo radicular

No bioensaio da colonizagdo radicular in vitro, o isolado UFV-11 néo foi capaz
de colonizar as raizes das plantulas de tomate em nenhuma das trés repeticdes. Em
eucalipto, os isolados que ndo colonizaram as raizes foram o UFV-32 e o UFV-101.
Para os demais isolados observou-se a formacdo de zona mais opaca, de maior
densidade, nas adjacéncias das raizes, o que indica a colonizacdo das raizes pelas

bactérias.

4.5. ldentificacdo dos isolados

As sequéncias do gene rRNA 16S revelou que o isolado UFV-40 pertence a
género Pseudomonas, UFV-101 ao género Stenotrophomonas, e os isolados UFV-11,
UFV-56, UFV-62, UFV-170, UFV-229 ¢ UFV-270 ao género Bacillus. Nao foi possivel

identificar o isolado UFV-32 devido a ndo especificidade do primer.

4.6. Inducéo de resisténcia

Utilizando o teste de Tukey a 5% para comparar as absorbancias, apenas 0s

lisados da rizobactéria UFV-56 e Bion tiveram diferengas significativas em relagdo aos
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demais tratamentos, indicando a capacidade da UFV-56 em induzir resisténcia na

planta.

4.7. Ensaios em laboratorio

No teste de antibiose, nenhum dos isolados promissores produziu substancias
hidrossoluveis de baixo peso molecular capazes de inibir o isolado de R. solanacearum.
Apenas os isolados UFV- 62 ¢ UFV-229 produziram sideréforos (Tabela 1).

Cinco isolados, UFV-11, 40, 56, 101 e 229, dos nove testados, produziram
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Figura 1. Grafico de dispersao dos valores médios (dados de trés repeti¢des) da nota de
severidade da murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum em tomateiro
tratados com rizobactérias em trés modalidades: (A) Imersao de raizes em suspensao de
rizobactérias e do patégeno (IMRR); (B) Sementes microbiolizadas e posterior imersao
de raizes de plantas em suspensdo de indculo do patéogeno (SMIR) e (C) Sementes

microbiolizadas e plantio em solo infestado pelo patogeno (SMSI).

Nao se observou diferenca de intensidade das manchas formadas no papel filtro,
indicativo da produ¢do do 4cido. Houve producdo de amoénia pelos antagonistas UFV-
40, 101, 229 e 270, sendo mais evidente nos dois primeiros (Tabela 1).

Compostos volateis sintetizados pelos antagonistas nao foram capazes de
diminuir o nimero de coldnias de R. solanacearum nas diluigdes de 10 a 10 apos 48 e
72 h. Porém, o isolado UFV-56 produziu algum composto volatil capaz de retardar em
dois dias o crescimento de R. solanacearum nas dilui¢des de 107 a 10™ ¢ diminuiu o
tamanho das colonias em todas as diluicdes. Na diluicdo de 107, o isolado UFV-56

inibiu totalmente o crescimento do patdégeno.
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Figura 2. Progresso da murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum) em plantas de
eucalipto tratadas com rizobactérias. (A) Plantas inoculadas com o isolado RS 295 e
(B) com o isolado RS 298. Os numeros a frente de cada linha referem-se ao codigo

UFV do isolado.

Tabela 1. Capacidade de colonizagdo do sistema radicular, de producdo de amonia,
sider6foros e acido cianidrico (HCN) e da antibiose direta dos antagonistas selecionados
como potenciais agentes de controle biologico da murcha bacteriana (Ralstonia

solanacearum) em eucalipto.
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Colonizagdo

Antagonistas _ . _ . Producdo de
restados radicular Amodnia  Antibiose  Sider6foro HCN  Volateis Gliceoling®
Tomate Eucalipto

UFV-11 - + - - - + - -
UFV-32 + - - - - - - -
UFV-40 + + + - - + - -
UFV-56 + + - - - + +
UFV-62 + + - - + - } .
UFV-101 + - + - - + - -
UFV-170 + + - - - - - -
UFV-229 + + + - + + - -
UFV-270 + + + - - - - -

- = resultado negativo
+ =resultado positivo
* = Capacidade de o antagonista induzir a producdo de gliceolina em cotilédones de

soja.

5. Discussao

Viabilizar o controle bioldgico da murcha bacteriana do eucalipto ¢ tarefa
desafiadora, pela dificuldade de se encontrar agentes promissores € por se tratar de
doenca altamente destrutiva. Para muitas doencas do sistema radicular, o controle
biologico utilizando rizobactérias ¢ eficiente e promissor, além de ser favoravel do
ponto de vista ecologico (Gamalero et al., 2003). Porém, o sucesso depende, em grande
parte, de encontrar um agente de biocontrole eficaz. Duas etapas sdo criticas na
prospeccdo de agentes: a metodologia de isolamento e a estratégia de selecdo. No
presente trabalho, o isolamento de rizobactérias realizado com as metodologias descritas
anteriormente (Moura et al., 1998; Silva et al., 2004) foi eficaz. Possivelmente, por
serem essas metodologias otimizadas para o isolamento de bactérias e actinomicetos,
devido ao rapido crescimento de bactérias e o tratamento térmico, com alta
supressividade para fungos, foi possivel obter grande ntimero, aproximadamente 300

isolados de rizobactérias.
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Apesar de se preconizar que a selecdo de agentes de biocontrole seja realizada
na planta de interesse, no presente trabalho, a utilizagdo de sistema-modelo baseado em
tomateiro foi bem sucedida e permitiu a obtencdo de agentes capazes de reduzir a
intensidade da murcha bacteriana em eucalipto. Entretanto, quando se utilizam sistemas-
modelo, a selecdo pode ndo ser eficiente por haver riscos de ndo se considerar eventos
importantes da interagdo planta-patogeno-antagonista. Aparentemente, a selecdo em
tomateiro ndo impediu a obten¢do de agentes de biocontrole eficientes para a murcha
em eucalipto. As razdes para realizar bioensaios em tomateiros foram: a maior
suscetibilidade desse hospedeiro a doenga e o rapido progresso da murcha. Os
resultados obtidos no presente trabalho comprovam a eficiéncia da utilizagdo de
hospedeiros mais suscetiveis a determinada doenca para selecio de agentes de
biocontrole (Silva et al., 2000).

Dadas a natureza do desenvolvimento da murcha bacteriana e a suscetibilidade
do tomateiro, considera-se que a selecdo massal transcorreu sob condigdes que
propiciaram a obtencdo de agentes eficazes. Por outro lado, ao considerar o rendimento
de selecdo de organismos promissores (3,0% do total avaliado), esse resultado esta
abaixo do encontrado por Moura et al. (1998) que obtiveram 10,5 % de rizobactérias
benéficas. Em outros trabalhos de sele¢ao de agentes de controle biologico, o percentual
de bactérias benéficas variou de 1 a 5% (Kloepper et al., 1980; Xue et al., 2009).
Contudo, variagdes podem ocorrer, principalmente influenciadas pela diferenga de
agressividade dos patdgenos usados no processo de selegao.

A modalidade de veiculagdo das rizobactérias afetou o desempenho e a
microbioliza¢dao de sementes foi o processo mais eficiente. Segundo Buchenauer (1998),
esse método ¢ vantajoso por permitir a bactéria colonizar o sistema radicular desde a
germinacdo da semente. O método de imersdo de raizes em suspensdo de antagonistas
permite colonizagdo prévia de nichos pela microbiota do solo, ocorrendo competicao
com o(s) agente(s) a ser(em) veiculado(s) na suspensao (Kloepper e Beauchamp, 1992).
Além disso, a remocgao das plantas e a lavagem do sistema radicular podem ocasionar
ferimentos no sistema radicular e estes constituem porta de entrada para R.
solanacearum. No caso das sementes microbiolizadas pelo antagonista, o ferimento
ocorre na inoculagao do patogeno.

A selecio de maior nimero de antagonistas na modalidade SMSI foi,
possivelmente, devido a ocorréncia de escape a inoculagdo. Apos a incorporacdo do
patogeno ao solo, sua densidade populacional pode ter diminuido a ponto de ndo causar
doenga em algumas plantas. Infelizmente, ndo se monitorou a densidade populacional
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ao longo do tempo, mas em outro trabalho relatou-se diminuicdo da densidade de R.
solanacearum até trés semanas apds a incorporac¢do ao solo (Lemessa e Zeller, 2007).
Fato curioso foi a retomada gradual do aumento da populagdo do patdégeno apds esse
periodo (Lemessa e Zeller, 2007a; Lemessa e Zeller, 2007b; Vanitha et al., 2009).

No presente trabalho, as plantas submetidas a modalidade SMSI foram avaliadas
15 dias apos a transferéncia das mudas para vasos com solo infestado, enquanto que nas
outras modalidades a avaliagdo foi feita apés uma semana. Se a avaliagdo ocorresse aos
30 dias apo6s a transferéncia para solo infestado, espera-se maior chance de ocorrer a
murcha. Portanto, os resultados desse ensaio foram usados como informacao
complementar para a escolha dos agentes de biocontrole.

A utilizagdo de dois métodos de inoculacdo levou a sele¢dao de antagonistas com
capacidades diferentes de colonizagdo e com mecanismos distintos de inibicdo do
patogeno. Estudos futuros poderdo ser feitos testando estes organismos em misturas e
com diferentes formas de dispersdao desses agentes, podendo aumentar o nivel de
controle da doenga devido a efeitos atribuidos a sinergismo, requerimento ecologicos e
o modo de acdo diferente (Guetsky et al., 2001). Possivelmente, as bactérias
selecionadas na modalidade SMIR reduziram a incidéncia da murcha por induzirem
resisténcia na planta. As rizobactérias selecionadas na modalidade IMRR controlaram a
doenga provavelmente com maior envolvimento de antagonismo direto, ja que tanto o
patdgeno como o antagonista encontravam-se no mesmo nicho ecoldgico. Devido a
vantagem dada ao agente de biocontrole de colonizar primeiro a rizosfera, este foi capaz
de colonizar as raizes da planta de tomate, € uma vez estabelecida, impediu a entrada do
patogeno (Haggag e Timmusk, 2008). No biocontrole de fitopatogenos da rizosfera ¢
extremamente importante o estabelecimento e a manuten¢do de populagdes dos
antagonistas em niveis adequados. A adaptabilidade e a colonizagdo répida de raizes sdo
ainda fatores importantes no estabelecimento e introdu¢do de microrganismos na
rizosfera, proporcionando uma vantagem competitiva para colonizagdo e biocontrole
(Gamalero et al., 2003; Kloepper e Beauchamp, 1992). O isolado UFV-56 apresentou
alta adaptabilidade, pois hé evidéncia de que protegeu as plantas tanto por antagonismo
direto quanto induzindo a resisténcia da planta. Estas evidéncias estdo embasadas nos
resultados apresentados nos teste realizados in vitro.

Variacdo na média de severidade foi encontrada quando os antagonistas foram
testados contra estirpes diferentes do patégeno refor¢ando que o uso de mais de um
isolado de R. solanacearum ¢ importante, uma vez que se demonstrou que a eficiéncia
destes antagonistas pode variar com a estirpe do patdégeno (Lemessa e Zeller, 2007). Os
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isolados UFV-11 e 32 promoveram controle no bioensaio em tomate, mas ndo em
eucalipto. A nao repetibilidade dos resultados em eucalipto pode estar associada as
peculiaridades da interacdo eucalipto-antagonista e/ou ineficiéncia em colonizar o
sistema radicular devido a diferenga de concentragdo e/ou composi¢cdo das substancias
liberadas pelos hospedeiros. Além desses fatores, também vale ressaltar que as
concentragdes do inoculo de todas as suspensdes de antagonistas foram padronizadas no
bioensaio em eucalipto, o que ndo ocorreu em tomateiro, e o desempenho do
antagonista pode estar ligado a sua concentracao (Silva et al., 2000).

Concomitantemente, ¢ possivel que fatores ambientais, mais especificamente a
temperatura tenha afetado a colonizacdo do sistema radicular pelas rizobactérias. Tal
efeito foi relatado em outro trabalho envolvendo a utilizagdo de Pasteuria penetrans
para o controle de Meloidogyne spp. (Hatz e Dickson, 1992; Stirling, 1981). O
tratamento do sistema radicular de tomateiros com antagonistas ocorreu no més de maio
de 2010, e as temperaturas registradas foram mais elevadas que as do més de julho,
quando os isolados foram dispensados no substrato onde se cultivou eucalipto.

Até o momento, agentes de biocontrole da murcha bacteriana incluem mutantes
avirulentos de R. solanacearum (Trigalet e Trigalet-Demery, 1990); fungos micorrizicos
arbusculares (Zhu e Yao, 2004); bactérias endofiticas (Ji et al., 2008), fungos
(Masunaka et al., 2009) e algumas rizobactérias antagdnicas como Pseudomonas spp.
(Lemessa e Zeller, 2007), Bacillus spp. (Li et al., 2008), Streptomyces spp. (Moura,
1996), Stenotrophomonas spp. (Messiha et al., 2007), Serratia spp. (Guo et al., 2004),
Acinetobacter spp. e Enterobacter spp. (Xue et al., 2009). Nesse trabalho, encontraram-
se trés géneros ja relatados na literatura, como agentes promissores: Bacillus,
Pseudomonas e Stenotrophomonas. A grande maioria dos isolados selecionados como
agentes de biocontrole pertencem ao género Bacillus que foi favorecido devido ao
tratamento térmico (70 °C) realizado nas amostras para isolamento dos antagonistas,
isso provavelmente ocorreu devido sua capacidade de formacdo de enddsporo em
condigdes adversas (Romeiro, 2007a). Para ser eficiente no biocontrole, além de sua
acdo antagonica, precisa também multiplicar e resistir a condi¢des ambientais adversas.
A formacgdo de enddsporo também favorece a formulacdo de um produto comercial, o
que torna o género Bacillus bom agente de biocontrole (Raaijmakers et al., 2002). Ha
necessidade de uma melhor caracterizacdo desses isolados em nivel de espécie para
compara-los adequadamente a isolados de outras espécies ja conhecidas como agentes

de biocontrole.
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Dentro do limite de sensibilidade do teste de colonizacdo radicular in vitro, os
isolados selecionados foram capazes de colonizar o sistema radicular de tomateiro,
porém nem todos foram capazes de colonizar o de eucalipto. Uma das diferencas
importantes entre os hospedeiros ¢ a quantidade e composi¢ao de exsudatos liberados
pelas raizes das plantas, como agucares e aminodcidos. Essa diferenca pode afetar a
colonizagdo radicular, o tamanho da populacdo e a atividade dessas rizobactérias
(Buchenauer, 1998). Acredita-se que por esse motivo tenha havido diferencas na
capacidade de colonizacdo e também variagdes no controle da doenga, uma vez que as
rizobactérias UFV- 32 ¢ UFV- 101 ndo impediram completamente o desenvolvimento
da murcha bacteriana em eucalipto, durante todo o periodo de avaliagdo. Porém,
referente a ndo supressdo da epidemia, ¢ necessario salientar que as avaliagdes em
tomateiro foram realizadas apenas aos sete dias apds a inoculagdo. Novos ensaios
deverdo ser conduzidos, com maior nimero de plantas e de unidades experimentais para
melhor compreensao do efeito epidemiologico do uso das rizobactérias, principalmente
o atraso do inicio da epidemia.

Os mecanismos de agdo de rizobactérias ainda nido foram totalmente elucidados,
mas acredita-se que haja envolvimento de inducgdo de resisténcia, competicao, liberagao
de compostos antimicrobianos como sider6foros, antibidticos, enzimas e outras
moléculas que podem suprimir a popula¢do do patogeno (Romeiro, 2007a). Os testes in
Vvitro com as bactérias promissoras auxiliaram o entendimento dos mecanismos de agdo
desses antagonistas. Contudo, Aliye et al. (2008) afirmam que existe relagdo entre
testes em laboratorio e casa de vegetagdo. Por outro lado, Ran et al. (2005b) ndo
encontraram tal relacdo. Vale ressaltar que apesar de a maioria dos resultados
apresentarem correlagdo entre testes in Vitro e in vivo, testes adicionais sdo necessarios
para se concluir com mais seguranga acerca do controle bioldgico da murcha bacteriana
no presente trabalho.

Dentre os nove antagonistas que se destacaram no bioensaio, o isolado UFV-11
foi o Unico que ndo colonizou o sistema radicular de tomateiro, porém foi capaz de
controlar a doenga nesta planta. Isso ocorreu, possivelmente, pela sua incapacidade de
aderir a semente e/ou de nao colonizar o sistema radicular devido a composi¢do dos
exsudatos, dado que houve colonizagdo do sistema radicular de eucalipto. Xue et al.
(2009) observaram que raizes nuas imersas na suspensao do antagonista tiveram menor
colonizacdo por rizobactérias em relagdo as oriundas de sementes microbiolizadas.
Contudo, Gotz et al. (2006) constataram que Pseudomonas putida (PRD16) e
Enterobacter cowanii (PRF116) colonizaram mais eficientemente as raizes nuas do que
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quando inoculadas na semente. E possivel que UFV-11 tenha colonizado o sistema
radicular de tomateiro com menor intensidade quando veiculado por meio da
microbiolizagdo de sementes e/ou apresentou maior eficiéncia de coloniza¢do quando
em contato com raizes nuas. A menor ou ndo colonizacdo do sistema radicular de
tomateiro, dentro de certos limites, era esperada, dado que este isolado apresentou ser
Otimo antagonista na modalidade IMRR, mas ndo obteve o mesmo desempenho nas
modalidades SMSI e SMIR.

Deve ser dada atengao aos isolados UFV-56 e 62, ambos com alto potencial para
proteger tomateiro e eucalipto contra R. solanacearum. O isolado UFV-56 controlou a
murcha bacteriana do tomateiro quando o antagonista foi aplicado nas duas
modalidades, comprovando ser bom agente de biocontrole. Porém, além de sobreviver e
multiplicar na rizosfera e rizoplano precisa ser competitivo e adaptado para sobreviver
em ambientes onde existam outros microrganismos (Lugtenberg et al., 2001). O isolado
pode induzir resisténcia na planta e, em altas concentragdes, produzir substancias
volateis que inibiram o crescimento e multiplicagdo de R. solanacearum. Entretanto, até
0 momento, ndo se conhece a natureza dessa(s) substancia(s). Sabe-se que esse isolado
ndo ¢ capaz de produzir amonia. Possivelmente, a producdo de HCN esta envolvida na
inibicao de crescimento. O acido cianidrico € um potente inibidor de enzimas envolvido
na respiragao de microrganismos e ¢ sintetizado por algumas bactérias (Ramette et al.,
2003). A produgao de HCN ndo parece ser a unica variavel responsavel pelo controle da
doenga, pois outras bactérias selecionadas (UFV-11, 40, 101 e 229) produziram acido
cianidrico, mas nao controlaram a doenga com mesma eficiéncia registrada para UFV-
56. Postula-se que a eficiéncia do controle ocorreu pela reducao das atividades do
patdgeno na rizosfera e pela ativag@o dos sistemas de defesa intrinsecos da planta.

Um mecanismo usado pelo isolado UFV-62 que possivelmente estd envolvido
no controle da murcha bacteriana ¢ sua capacidade de produzir sider6foros. As bactérias
que produzem siderdforos sdo capazes de sequestrar Fe' ' tornando este micronutriente
indisponivel para o patdégeno. Muitos agentes de biocontrole possuem esse mecanismo
antagonico (Macagnan, 2005; Ran et al., 2005a). Porém ndo houve correlagdo entre
producdo de sideroforos in vitro por Pseudomonas putida WCS358r, P. fluorescens
WCS374r e WCS417r e P. aeruginosa 7NSK2 no controle da murcha bacteriana do
eucalipto (Ran, Li et al., 2005). Apesar de ndo caracterizados adequadamente, os
sider6foros produzidos pelo isolado UFV-72 podem ser do tipo catecolato ou
hidroxamato. E provavel que vérias substancias além das estudadas no presente trabalho
sejam responsaveis pelo controle da murcha bacteriana do tomateiro e do eucalipto.
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Face aos resultados promissores obtidos no presente trabalho, faz-se necessaria analise
mais detalhada dos compostos quimicos envolvidos.

Sabe-se que testes em casa de vegetagdo, para se revestirem de confiabilidade no
que tange a reprodutibilidade, precisam ser repetidos no tempo € com um nimero maior
de repeticdes por tratamento. E possivel que pequenas variagdes na temperatura,
hospedeiro, concentracao do indculo e a agressividade do patégeno contribuam para a
reversdo da expectativa da confirmacao da eficiéncia dos agentes promissores. Numa
proxima etapa, outros estudos deverdo ser conduzidos, principalmente com vistas a
conhecer: outros mecanismos de antagonismos envolvendo os isolados UFV-56 ¢ UFV-
62; o desempenho desses isolados em campo; a capacidade de sobrevivéncia em
diferentes tipos de solo e clima; e a possibilidade de uso conjunto dos isolados

promissores para maximizar o controle.

6. Conclustes

e Asrizobactérias UFV 56 e UFV 62 reduziram a incidéncia da murcha bacteriana
do eucalipto;

e A estratégia de selecionar um antagonista utilizando tomateiro como sistema-
modelo para controlar a murcha bacteriana do eucalipto foi eficiente;

e Os isolados promissores apresentam mecanismos de ac¢do diferentes para
controlar R. solanacearum;

e Osisolados UFV-56 e UFV-62 foram promissores agentes de controle bioldgico

da murcha bacteriana do eucalipto.
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