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Resumo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia das solanaceas e € originario da regido andina,
compreendendo Peru, Bolivia e Equador. Dentre as frutas caracterizadas como hortalicas, o tomate é a
mais consumido no mundo, além de ser fonte de antioxidantes, como o licopeno. No entanto, a produ¢édo
do tomate pode ser comprometida por diversas doengas de origem bacteriana e fungica. A murcha
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, a murcha de esclerdcio causada por Sclerotium rolfsii
e a mancha alvo ou mancha-alvo causada por Corynespora cassiicola (Bert & Curt) Wei sdo as
principais doengas que limitam a produtividade das solandceas em regides tropicais. O Brasil, apesar de
reunir as condi¢cGes ambientais ideais para a proliferacdo dos principais patégenos do tomateiro, também
oferece as varidveis ambientais necessarias para se ter éxito na producdo do tomate que pode ser
produzido a nivel comercial em todas as regifes brasileiras. Patdgenos como R. solanacearum, C.
cassiicola e S. rolfsii por serem os mais importantes da cultura de tomateiro, estes séo portanto alvos
interessantes para o controle biol6dgico. Portanto, esta pesquisa visou selecionar, identificar e avaliar in
vitro ein planta bactérias antagonistas com potencial para desenvolvimento de bioinsumos que
contribuam para o desenvolvimento agricola sustentavel contra os referidos patdégenos. A triagem das
bactérias antagonistas foi realizada com base em 60 isolados da colegdo de microrganismos do
laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazdnia Ocidental, sendo selecionados os trés isolados
mais promissores para cada patdgeno. No caso de R. solanacearum os isolados SOL 195, SOL 101.1e
PcALl. Para C. cassiicola os isolados PcA1, SOL 194 e SOL 195 e S. rolfsii os isolados PcAl, SOL 112
e SOL 101.1. Todos os isolados foram identificados com base na regido 16 S do rDNA ou genoma
completo e avaliados quanto ao biocontrole in vitro e in planta. A identificacdo molecular revelou que
PcAl com base em filogendbmmica pertente a espécie Bacillus amyloliquefaciens, e os demais isolados
foram identificados com base na identidade nucleotidica da regido 16S em género: SOL 101.1 (Bacillus
sp.), SOL 112 (Bacillus sp.), SOL 194 (Microbacterium sp.) e SOL 195 (Stenotrophomonas sp.). Os
testes in vitro indicaram que o isolado SOL 195 obteve o maior percentual de inibigdo do crescimento
de R. solanacearum, com 75,62% e apresentando aumento progressivo da atividade antagonista no
decorrer do experimento. O isolado PcAl manteve o maior percentual de inibi¢do de crescimento do
fungo S. rolfsii variando de 78,18% (sete dias) a 67,40% (21 dias). PcAl também foi o mais eficiente
contra C. cassiicola com 75,73% de inibicdo aos 21 dias. Nas avalia¢@es in planta os isolados SOL 195,
SOL 101.1 e PcA1 foram eficazes no biocontrole da murcha bacteriana em tomateiro. Os isolados SOL
101.1, SOL 112 e PcAl foram ineficientes no controle da murcha de escler6cio independente se
inoculado antes do patdgeno (efeito preventivo) junto com o patégeno, ou ap6s o estabelecimento da
doenca (efeito curativo). No biocontrole de C. cassiicola, os isolados SOL 195 e PcAl foram os mais
eficientes na reducdo da severidade da mancha-alvo quando utilizados de forma preventiva. E PcAl foi
0 mais eficiente quando inoculado depois da doenca estabelecida (efeito curativo).

Palavras-chave: Solanaceas, Bactérias, Severidade, Bioinsumos, Biocontrole.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=40324

Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum L.) belongs to the Solanaceae family and is native to the Andean region,
comprising Peru, Bolivia and Ecuador. Among the fruits characterized as vegetables, tomato is the most
consumed in the world, in addition to being a source of antioxidants, such as lycopene. However, several
diseases of bacterial and fungal origin can compromise tomato production. Bacterial wilt caused by R.
solanacearum, sclerotium wilt caused by Sclerotium rolfsii and target spot caused by Corynespora
cassiicola (Bert & Curt) Wei are the main diseases that limit the productivity of Solanaceae in tropical
regions. Brazil, despite having the ideal environmental conditions for the proliferation of the main
pathogens of tomato, also offers the necessary environmental variables to succeed in the production of
tomato that can be produced commercially in all Brazilian regions. Pathogens such as R. solanacearum,
C. cassiicola and S. rolfsii, as they are the most important in tomato crops, are therefore interesting
targets for biological control. Therefore, this research aimed to select, identify and evaluate in vitro and
in planta biocontrol based on antagonistic bacteria with potential for the development of bioinputs that
contribute to sustainable agricultural development against these pathogens. The phytopathogen C.
cassiicola and S. rolfsii were obtained from tomato plants showing symptoms of target spot and
sclerotium wilt, respectively. The screening of antagonistic bacteria was performed based on 60 isolates
from the collection of microorganisms from the Molecular Biology laboratory at Embrapa Amazdnia
Ocidental, with the three most promising isolates being selected for each pathogen. In the case of R.
solanacearum the isolates SOL 195, SOL 101.1 and PcAl. For C. cassiicola the isolates PcAl, SOL
194 and SOL 195 and S. rolfsii the isolates PcAl, SOL 112 and SOL 101.1. All isolates were identified
based on the 16S region or complete genome and evaluated for biocontrol in vitro and in planta.
Molecular identification revealed that PcAl, based on phylogenomics, belongs to the species Bacillus
amyloliquefaciens, and the other isolates were identified based on the nucleotide identity of the 16S
region in genus: SOL 101.1 (Bacillus sp.), SOL 112 (Bacillus sp.), SOL 194 (Microbacterium sp.) and
SOL 195 (Stenotrophomonas sp.). The in vitro tests indicated that the SOL 195 isolate obtained the
highest percentage of inhibition of the growth of R. solanacearum, with 75.62% and showing a
progressive increase in the antagonist activity during the experiment. The isolate PCA1 maintained the
highest percentage of growth inhibition of the fungus S. rolfsii, ranging from 78.18% (seven days) to
67.40% (21 days). PcAl was also the most efficient against C. cassiicola with 75.73% inhibition at 21
days. In the in-plant evaluations, the isolates SOL 195, SOL 101.1 and PcAl were effective in the
biocontrol of bacterial wilt in tomato. Isolates SOL 101.1, SOL 112 and PcAl were ineffective in
controlling sclerotium wilt independently if inoculated before the pathogen (preventive effect) along
with the pathogen, or after the establishment of the disease (curative effect). In the biocontrol of C.
cassiicola, the isolates SOL 195 and PcA1l were the most efficient in reducing the severity of the target
spot when used preventively. In addition, PCA1 was the most efficient when inoculated after the
established disease (curative effect).

Keywords: Solanaceae, Bacteria, Severity, Bioinputs, Biocontrol.
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1-Introducéo

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), também conhecido como tomate ou jitomati
pelos indigenas, pertence a familia das solanaceas e é originario da regido andina,
compreendendo Peru, Bolivia e Equador (Camargo et al. 2006). Outros integrantes conhecidos
da familia Solanaceae sdo batata, berinjela, pimenta e pimentdo. O consumo do tomate ja era
comum na América Central e do Sul antes da chegada dos europeus, despertando o interesse
dos colonizadores no século XVI, em especial os espanhdis, para o cultivo nos seus paises de
origem, mas seu consumo foi difundido somente no século XIX (Morais 2017). Conforme
Dahlke et al. (2019) e FAO (2019), dentre as frutas caracterizadas como hortaligas, o tomate é
0 mais consumido no mundo, além de ser fonte de antioxidantes, como o licopeno (Duma et al.
2015).

A safra brasileira de tomate, do ano de 2020, chegou ao patamar de 3,9 toneladas
(3.956.559), mesmo com a retracdo de producdo desde 2018. O maior produtor foi o Estado de
Goias com 32,4% da producdo nacional, seguido de Sao Paulo com 21,1%, Minas Gerais com
19,7% e Parand com 4,4% (IBGE 2021). A producéo do tomateiro pode ser comprometida por
diversas doencas de origem bacteriana e fungica. Entre as bacterianas destaca-se a murcha
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) e entre as doencas fungicas a
murcha de esclerdcio causada por Sclerotium rolfsii e a mancha alvo causada por Corynespora
cassiicola (Bert & Curt) Wei que sdo as responsaveis por causar prejuizos econdémicos
significativos ndo apenas em culturas de tomateiro, mas também em outras solanaceas que sdo
amplamente cultivadas, tais como batata, berinjela, pimenta, pimentdo entre outras espécies
(Lopes 2009; Lopes e Rossato 2013; Rodrigues et al. 2018).

O clima do bioma da Amazénia é caracterizado por elevadas temperaturas e umidade
relativa do ar (Fisch et al. 1998, Coutinho 2016), tal combinacdo resulta nas condi¢bes
favoraveis para o desenvolvimento de diversas doencas, inclusive aquelas causadas por
patdgenos do solo, restringindo a produtividade agricola na regido. Na cultura do tomateiro, a
murcha bacteriana causada por R. solanacearum, a murcha de esclerocio causada por
Sclerotium rolfsii Sacc e a mancha alvo ou mancha de corynespora causada por Corynespora
cassiicola (Bert & Curt) Wei sdo as principais doencas que limitam a produtividade das

solanaceas em regides tropicais (Lima et al. 2010; Lopes et al. 2015).
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De acordo com dados estatisticos de producao agricola levantados pelo IBGE (2021),
0 Estado do Amazonas ndo apresenta producdo de tomate em nivel de relevancia comercial o
suficiente para que esteja dentre os estados produtores da regido norte. Este fato pode estar
relacionado as variaveis ambientais e aos fitopatdgenos que interferem na producdo das
solanaceas no Estado. Neste contexto, a busca de préticas ecologicamente sustentaveis
envolvendo a utilizagdo de micro-organismos antagonistas tém mostrado potencial quanto a sua

utilizacdo para o controle de doencas (Lopes et al. 2015).

Um dos principais grupos utilizados no biocontrole sdo as actinobactérias, que foram
por um periodo, de forma equivocada, classificadas como fungos, devido principalmente, ao
seu comportamento de desenvolvimento reprodutivo micelial e estrutura de sua colonia muito
parecida com coldnias fungicas. A palavra actinobactéria ¢ derivada do grego “aktis” (traco) e
“mykes” (fungo) (Oliveira et al. 2014). Ha diversas variedades com organizagdo filamentosa,
ramificacdo radial e hifas. Porém, no geral as hifas sdo mais estreitas que as flngicas
(Lechevalier e Lechevalier, 1967; Semédo, 1997; Olmos et al. 2013).

Patil et al. (2011) observaram que as actinobactérias promoveram crescimento de
plantas e reduziram em 44,55% a incidéncia do tombamento de plantulas, causada por
Rhizoctonia solani, em cultivo de tomateiro. De acordo com a pesquisa de Vergnes et al.
(2020), as actinobactérias como as Streptomyces de solo podem se desenvolver na superficie
das folhas de plantas e expor seu potencial quanto ao gerenciamento de doengas como, por
exemplo, induzindo respostas de defesa e protecdo contra patdgenos fangicos foliares. Desta
maneira € importante concordar com Yamunarani e Pandiyan (2019) no tocante a execuc¢ao de
novas pesquisas utilizando actinobactérias com potencial de ser agentes promissores para o

desenvolvimento de novos biofertilizantes e de biocontrole.

Quanto a utilizacdo de bactérias no controle bioldgico de doencas de plantas, pode-se
citar os trabalhos de Sahilah et al. (2010), onde cinco isolados de bactérias (todas caracterizadas
e identificadas como Streptomyces) mostraram atividade antagonista a R. solanacearum. Em
um outro estudo, esse realizado por Adhilakshmi et al. (2014), observaram que as sementes de
amendoim tratadas com uma linhagem de Streptomyces sp., ocorriam aumento significativo no
comprimento das raizes, parte aérea e no vigor das plantulas, bem como reduzia

significativamente a incidéncia de podriddo do caule, causada por S. rolfsii, tanto em cultivo
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protegido quanto em cultivos de campo aberto. Thampi e Bhai (2017) utilizaram actinobactérias
do género Streptomyces sp. e reduziram em 80,73 a 98.10% a incidéncia da doenca causada por

S. rolfsii em pimenta preta.

De acordo com Melo et al. (2021) o controle bioldgico de doencas em plantas realizado
por bactérias do género Bacillus tem mostrado efeito positivo em relagdo ao melhoramento da
produtividade de lavouras. E conforme Leelasuphakul (2008) isto ocorre tanto por antagonismo
direto envolvendo antibiose, competi¢do por nutrientes e por espaco e através da producdo de
compostos organicos volateis potencialmente nocivos ao agente patogénico quanto de acordo
com Lanna Filho et al. (2010) por antagonismo indireto onde o Bacillus auxilia o sistema de
defesa de resisténcia sistémica induzida da prdpria planta contra a agdo do fitopatdgeno. Esta
acdo antagbnica ndo ocorre somente contra microrganismos, pois, por exemplo, ocorre a
diminuicdo gradativa da populacdo do nematoide Meloidogyne incognita quando o tomateiro

infestado por este fitopatdgeno é tratado com suspensao bacteriana de B. subtilis (Voss 2013).

2-Justificativa

O controle biologico de fitopatdgenos realizado por bactérias pode ocorrer por
diferentes mecanismos, tais como a coproducdo de antibidticos, o parasitismo, a competicao
pelo espaco fisico e/ou a inducdo de resisténcia ao ataque de patdgenos (Oliveira et al. 2010).
Assim as actinobactérias estdo entre os grupos das Rizobactérias Promotoras do Crescimento
em Plantas (RPCPs) mais importantes da rizosfera, pois se destacam por estimular o
crescimento vegetal e minimizar ou retardar a invasdo de micro-organismos patogénicos aos
vegetais com o0s quais se associam ou se inter-relacionam (Beneduzi et al. 2013). Como também
dentre os mecanismos indiretos para o biocontrole de micro-organismos fitopatogénicos
podem, por exemplo, promover a inducdo de resisténcia a planta hospedeira, ajudando a planta
na solubilizacdo de fésforo e na producdo de &cidos organicos como os acidos citricos,
gluconico, lactico, malico e oxalico (Lanna Filho et al. 2010; Tamreihao et al. 2016).

A acdo das bactérias no controle de agentes patogénicos sem divida pode ser uma
realidade que acontece naturalmente desde o surgimento até a evolucéo das diversas espécies

vegetais (Kuklinsky-Sobral et al. 2004; Mendes et al. 2013). Desta forma, a utilizagdo desses
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importantes agentes ambientais no controle de doengas em solanaceas, especialmente em
cultivos de tomates se apresenta como uma instrumentagdo metodoldgica que no minimo
merece a atencao para ser experimentada, uma vez que o Brasil, apesar de reunir as condicGes
ambientais ideais para a proliferacdo dos principais patdégenos do tomateiro, também oferece as
variaveis ambientais necessarias para se ter éxito na producdo do tomate e, de acordo com o
cultivar ou hibrido utilizado pode ser satisfatoriamente produzido a nivel comercial em todas
as regides brasileiras, (Nguyen e Ranamukhaarachchi 2010). Sendo que o que limita tal
producdo € a infestacdo de doencgas, principalmente de climas tropicais e subtropicais (Lopes
2009).

Embora R. solanacearum, C. cassiicola e S. rolfsii sejam importantes patégenos do
tomateiro e tenham ocorrido inUmeros avangos no controle de patdgenos de diversas culturas
agricolas, ainda € escassa a utilizacdo de agentes bioldgicos que realizam o controle desses
patdgenos no cultivo de tomate (Quezado-Duval et al. 2013). Desse modo, esta pesquisa visa
identificar bactérias antagonistas que realizem a inibicdo do crescimento dos fitopatdgenos,
propiciando efeito protetivo ao hospedeiro e, que auxiliem no melhoramento da producéo do
tomate, bem como, sirva de fundamentacdo para o desenvolvimento de bioinsumos que
contribuam para o desenvolvimento agricola sustentavel, bem como, contribuam para o
desenvolvimento agricola do Estado do Amazonas, assim como na qualidade de vida de
diversos produtores e da sociedade consumidora no geral.

3-Objetivos
3.1-Objetivo Geral

Selecionar e avaliar bactérias com potencial para controle bioldgico de patdégenos do

tomateiro (S. lycopersicum) visando o desenvolvimento de um bioproduto.
3.2-Objetivos Especificos

1- Isolar os patdgenos do tomateiro: R. solanacearum, C. cassiicola e S. rolfsii.
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2- Realizar selegdo de bactérias capazes de inibir o crescimento in vitro de R.

solanacearum, C. cassiicola e S. rolfsii.
3- Realizar a identificacdo molecular dos isolados selecionados.

4- Avaliar os efeitos das bactérias selecionadas no controle das doencas: murcha

bacteriana, murcha de esclerocio e mancha alvo.

4-Material e Métodos
4.1-Obtencao dos fitopatogénicos

Os fitopatdgenos C. cassiicola foi isolado de folhas de tomateiro apresentando
sintomas caracteristicos de mancha alvo e o isolamento de S. rolfsii foi obtido a partir de
tomateiros apresentando sintomas de murcha de esclerdcio, como murcha e lesdo no colo da
planta. As coletas foram realizadas na area de cultivo de tomate, na Estacdo Experimental de
Hortalicas Dr. Alejo von Der Pahlen, KM 14 da estrada AM 010 (S: 02° 59’ 45,77 ¢ W: 60° 01’
22,3”), e levadas para o Laboratorio de Fitopatologia do INPA. As lesdes das folhas foram
observadas sob microscépio estereoscopico e estruturas reprodutivas (conidios) do fungo
associadas as les6es foram transferidas, com auxilio de um estilete de ponta fina, para placa de
Petri contendo meio de Batata Dextrose Agar (BDA) (200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g
agar e 1 L de &gua). As placas foram mantidas em BOD a 25 °C, por cinco a sete dias e
observadas diariamente. As hifas desenvolvidas foram repicadas para placas contendo BDA e
mantidas em BOD a 25 °C por dez dias e armazenadas em refrigerador a 5 °C. Os isolados de
C. cassiicola e S. rolfsii foram registrados na colecdo de micro-organismos de interesse
Agrossilvicultural do INPA com os numeros INPA 2671 e INPA 2941 respectivamente e
posteriormente os isolados foram confirmados por técnicas de biologia molecular conforme

descrito no item 4.4.

Ja& R. solanacearum foi obtida da colecdo de Microrganismos de Interesse
Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, com a identificacdo V20
INPA. A bactéria foi reativada em meio de cultura Agar TZC de Kelman (peptona 10 g L™,

acido casamino 1 g L1, 4gar 15 g L' e pH 7) e repicada em seguida em meio de cultura LPGA
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(extrato de levedura 5 g L, peptona 5 g L, glucose 5 g L, 4gar 15 g L™ e pH 7) s6lido e
liquido.

4.2-Selecdo de bactérias contra patdgenos de tomateiro

As bacterias antagonistas foram selecionadas com base na técnica co-cultivo a partir
de 60 bactérias da colecdo de microrganismos do laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Amazobnia Ocidental (Tabela 1). Selecionadas quanto a atividade antagonista contra
fitopatdgenos de tomateiro, R. solanacearum (V20); C. cassiicola (INPA 2671) e S. rolfsii
(INPA 2941). Esses isolados estavam armazenados no laboratério e foram reativados em meio
de cultura BDA e mantidos em camara de crescimento BOD a 28 + 2 °C sob regime de 12 h de
luz. As triagens foram realizadas individualmente em placas de Petri de 90 x 15 mm com meio
LPGA na atividade antagbnica contra R. solanacearum e meio BDA na atividade antagdnica

contra C. cassiicola e S. rolfsii, mantidas em cdmara BOD por 6 dias.

As avaliacOes realizadas por meio do bloco de gelose ou teste de difusdo em agar
proposta por Ichikawa et al. (1971) no teste antagonico contra R. solanacearum e pela anélise
de cultura pareada de acordo com Bastos (1997) nos testes antagbnicos contra C. cassiicola e
S. rolfsii, a fim de identificar os trés melhores antagonistas para cada fitopatégeno. Cada
experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado (DIC) com apenas uma
unidade amostral por tratamento. Os isolados mais promissores foram selecionados para
seguirem para a préxima etapa de avaliacéo.

Tabela 1- Lista de isolados bacterianos utilizados para triagem de antagonista contra Ralstonia
solanacearum (\VV20); Corynespora cassiicola (INPA 2671) e Sclerotium rolfsii (INPA 2941)

N° Cddigo da Colecgao Origem Local

01 Pc Al Raizes de Paullinia cupana Manaus
02 SOL 16.10 Sedimentos Rio Solimdes
03 SOL 21.2 Sedimentos Rio Solimdes
04 SOL 26.2 Sedimentos Rio Solimdes
05 SOL 27.1 Sedimentos Rio Solimdes
06 SOL 29.1 Sedimentos Rio Solimdes
07 SOL 30.3 Sedimentos Rio Solimdes
08 SOL 314 Sedimentos Rio Solimdes
09 SOL 32.4 Sedimentos Rio Solimdes
10 SOL 34.8 Sedimentos Rio Solimdes
11 SOL 35.1 Sedimentos Rio Solimdes
12 SOL 35.2 Sedimentos Rio Solimdes
13 SOL 35.7 Sedimentos Rio Solimdes
14 SOL 39.1 Sedimentos Rio Solimdes
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
32
33
34
35
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

SOL 39.2
SOL 44A
SOL 29.2
SOL 48.3
SOL 49.1
SOL61.1
SOL 72.3
SOL 99.1
SOL 101.1
SOL 112
SOL 113
SOL 116
SOL 120
SOL 122.1
SOL 130
SOL 155
SOL 183
SOL 184.2
SOL 194
SOL 195
SOL 199
SOL 203.1
JUR 6A
JURT7C
JUR 9J
JUR 12A
MAD 4
MAD 34
MAD 42
MAD 51
MAD 52
MAD 57
MAD 58
MAD 66
MAD 70
MAD 100.3
MAD 113
MAD 122
MAD 143
MAD 144
MAD 145
MAD 146
MAD 147
MAD 149
MAD 158
MAD 189
MAD 100.3
MAD 202

Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos
Sedimentos

Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Solimdes
Rio Jurua
Rio Jurua
Rio Jurua
Rio Jurua
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
Rio Madeira
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As trés bactérias que obtiveram os melhores resultados para cada fitopatdgeno foram

selecionadas para verificar a inibicdo de crescimento dos mesmos.
4.3-Andlise da inibicao in vitro de bactérias contra patégenos de tomateiro

Nessa etapa foram conduzidos trés experimentos em DIC, com trés repeticdes para
cada tratamento, sendo que cada placa de Petri foi considerada uma unidade experimental. No
primeiro experimento foi avaliado a atividade de inibi¢do do crescimento de R. solanacearum
com base nos isolados SOL 195, SOL 101.1 e PcAl selecionados no item 4.2. No segundo
foram testados os isolados PcAl, SOL 194 e SOL 195 contra C. cassiicola e no terceiro 0s
isolados PcAl, SOL 112 e SOL 101.1 contra S. rofsii.

A andlise de antagonismo contra R. solanacarum ocorreu de forma que cada placa
contendo meio LPGA recebeu um arraste bacteriano da R. solanacarum de aproximadamente
3 cm de comprimento por 2 mm de largura na posicao horizontal a uma distancia aproximada
de 1,5 cm em relacdo a regido central do antagonista disposta na posicdo vertical com
aproximadamente 5 cm de comprimento por 2mm de largura. Tendo por base o método
modificado de raia cruzada proposto por Velho- Pereira e Kamat (2011) as avaliacdes foram
realizadas a cada dois dias até o décimo dia (Plzg, Plad, Pled, Plsa € Pliod de acordo com a seguinte

formula matemética;

x100

. AlC
PAAEA (%) =5

Sendo:

PAAEA — Porcentagem de atividade antagonica especifica da agéo.
AIC — Area com inibigéo sob controle.

ATCP — Area total de crescimento do patgeno.

No segundo e terceiro experimento, um disco de 3 mm de diametro foi retirado apds
72 h de cultivo do fitopatdgeno de interesse e transferido no centro da placa de Petri contendo
meio BDA e a aproximadamente 2 cm de distancia foram feitos dois arrastes com as bactérias
com aproximadamente 2 mm de largura por 3 cm de comprimento (um de cada lado). O controle
consistiu do cultivo do fitopatdgeno na auséncia do antagonista. As placas foram mantidas em
camara de crescimento BOD a 28 + 2 °C sob regime de 12 h de luz. As avaliagdes foram

realizadas a cada sete dias até o vigésimo primeiro dia (Plzd, Pliad, Pl214). A partir das medicGes
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foi calculado o percentual de inibicdo de crescimento micelial (ICM) dos fungos patogénicos
de acordo com a formula matematica abaixo descrita por Bastos (1997).

(T—1t)
T

ICM (%) = x100

Onde:

ICM — inibicéo do crescimento micelial.

T — didmetro de crescimento do controle.

t — diametro da coldnia flngica na placa de Petri.

Os antagonistas selecionados pelo método modificado de raia cruzada e pelo método
de cultura pareada realizados in vitro foram avaliados em experimentos conduzidos em casa de

vegetacao.
4.4-1dentificacdo molecular dos antagonistas e patdogenos

As cinco bactérias antagonistas selecionadas no tépico 4.3: PcAl, SOL 101.1, SOL
112, SOL 194 e SOL 195 foram cultivadas em meio liquido de ISP2 (3 g de extrato de malte,
3 g de extrato de levedura, 10 g de dextrose, 1 L de &gua destilada, pH 6,2) por 48 horas a 37
°C e a fitobactéria R. solanacearum (INPA V20) foi cultivada em meio liquido de LPG (extrato
de levedura 5 g L2, peptona 5 g L, glicose 5 g L™ e pH 7) por 48 horas a 28 °C. Em seguida,
foram centrifugadas para obtengdo da massa bacteriana. A extracdo do DNA foi realizada
utilizando o kt de purificagdo Wizard Genomic DNA Purification (Promega), conforme
recomendacdes do fabricante.

A identificacdo molecular das bactérias foi conduzida pela amplificacdo de fragmentos
do RNA ribossomal 16S (16S rRNA), utilizando o primer PO27F (5°’-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) e 1492R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT -3°).

Os isolados fangicos INPA 2941 e INPA 2671 utilizados neste trabalho foram
identificados com os primers ITS1 (5’TTC CGT AGG TGA ACC TGC GG 3*) e NL4 (5’ TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990; Hermosa et al., 2000; Kumarae e Sousa,
2002). As reagoes foram preparadas para um volume final de 25 pl, contendo: 50 ng de DNA
total; 0,5 pmol de cada primer; 1X buffer de reacdo (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500
mM KCI, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM MgClz; 1 mM dNTPs e 1U de Tag DNA polimerase.
O termociclador foi programado para desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturacédo a 95 °C por 30 seg, anelamento 55 °C por 60 seg, elongacao a 72 °C por 1,5 min.
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Elongacéo final a 72 °C por 5 min. Os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5 % (m/v) com marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen), revelados com
brometo de etidio e fotografados sob luz UV light usando o Molecular Imaging System (Loccus

Biotecnologic L-Pix. Chemi).

Os produtos de PCR também foram purificados com PEG 20% e incubados em
termociclador por 15 minutos a 37 °C (Applied Biosystems) para serem usados nas reacoes de
sequenciamento que foram conduzidas para o volume de 10 ul (5 pl produto de PCR purificado,
2 ul de Bigdye v 3.1 (Thermo Fisher), 2 ul do buffer 5 X (Applied Biosystems) e 3,2 pmol de
cada primer. O termociclador foi programado para 96 °C por 4 min, seguido por 30 ciclos a 96
°C por 10 seg, 50 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. As reacOes de sequenciamento foram

analisadas no sequenciador Genetic Biosystems 3500 (Applied Biosystems/Hitachi).

A identificacdo das bactérias do presente estudo foi conduzida pela analise filogenética
com base nas sequéncias obtidas juntamente com sequéncias do banco de dados do NCBI (http:
Ilwww.ncbi.nlm.nih). As sequéncias individuais foram alinhadas com o software Clustal W
(Thomson et al. 1994) para a obtencédo da arvore filogenética no programa MEGA v.11 (Kumar
et al. 2021). A topologia da arvore foi avaliada por meio da andlise de bootstrap usando 1000

reamostragens.
4.5-Avaliacdo das bactérias em experimentos in planta

O parametro avaliado in planta foi a severidade da doenca, visto que conforme Vale
et al. (2004) quantificar a severidade da doenca na planta é mais simples e rapido em relacdo a
quantificar a incidéncia de doencas em plantas, mesmo porque este é 0 método adequado a ser
aplicado na analise de doencas de solo, viroses sistémicas e patologias que causam danos diretos
ao produto final em vegetais. Bem como pela severidade se observa o grau de dano da doenga
na planta e a incidéncia se avalia a quantidade de plantas ou espécies infectadas. E neste estudo
a finalidade foi avaliar a possibilidade de biocontrole bacteriano em relacdo ao dano que

fitopatdgeno causa na planta.

Experimentos visando avaliar o controle dos patdgenos de tomateiro utilizando
bactérias pré-selecionadas foram conduzidos em casa de vegetagdo na Estacdo Experimental de
Hortaligas, Dr Alejo Von Der Pahlen do INPA (Rodovia AM 010, km 14, Manaus-AM).
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O controle da doenca de acordo com cada fitopatdgeno foi estudada em trés
experimentos independentes. No experimento para se analisar o efeito preventivo, o putativo
biocontrolador foi inoculado 5 dias antes do fitopatdgeno. No experimento para se analisar o
efeito simultaneo do patogeno e controlador (coinoculag), isolados utilizados para avaliar o
biocontrole foram inoculados concomitantemente ao fitopatdgeno. E para avaliar o efeito

curativo o biocontrole foi inoculado quando a doenga estava iniciando os sintomas na planta.

De forma geral para todos os experimentos no tratamento 1 foi inoculado somente o
patdgeno sem o isolado biocontrole, sendo chamando de controle positivo. No tratamento 5 foi
inoculado somente agua estéril sem a presenca tanto do biocontrole quantos do patégeno, sendo
chamado de controle negativo. E nos tratamentos 2, 3 e 4 foi testado a possibilidade de controle
da doenca conforme os trés isolados bacterianos selecionados nos testes in vitro contra cada

fitopatdgeno.

As trés bactérias selecionadas quanto ao potencial inibitério contra cada fitopatdgeno
foram testadas para controle da doenca no tomateiro em experimentos independentes. Os
extratos bacterianos foram obtidos por meio do crescimento em meio de cultura ISP2 liquido,
sob agitacdo mecanica de 200 rpm por até 24 horas, tendo a densidade 6tica ajustada para Asso=
0,5 (concentracdo aproximada de 10% ufc mL?) (Rocha e Moura 2013). Em seguida,
centrifugado a 7800 rpm por 6 minutos a 15 °C em centrifuga (eppendorf Centrifuge 5430 R) e

a massa bacteriana diluida em agua estéril.

Nos experimentos foi utilizado o substrato comercial Tropstrato HT Hortalica que apds
ser autoclavado foi submetido a analise quimica de acordo com Donagema et al. (2011), cujos
resultados estdo descritos na tabela 2. O substrato foi autoclavado a 120 °C a 1 atm por trés
dias seguidos com uma hora de autoclavagem por dia e intervalo de 23 horas entre as
esterilizacdes. Obedecendo ao tempo total de autoclavagem de 3 horas para obtencdo de um
substrato estéril (Makishima e Carrijo 1998).

Tabela 2 — Resultado da andlise quimica do substrato comercial Tropstrato HT Hotalicas.
pH N P K Ca Mg Al Fe Zn Mn
H.O gkg! mgkg?! -------emmm- cmolc kg™t--- s 1110 (¢ Rt
5,97 4,97 1,03 418 21,85 9,27 0,04 37356 83,79 287,47
A semeadura da cultivar de tomate Santa Cruz (Figura 1) que possui caracteristicas

ideais para a conducdo de testes de patogenicidade, tais como suscetibilidade a varias doencas
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e ciclo de vida de aproximadamente 120 dias, foi feita diretamente nos copos pléasticos de 500
mL contendo substrato Tropstrato HT Hortaligas, Uma fertirrigagdo com 50 mL de N-P-K

(Plantafol 20:20:20) na concentracéo de 2g L™ foi realizada 72 horas antes da semeadura.

Figura 1: Tomateiros Santa Cruz com 15 dias apds a semeadura apresentando em média de 15

cm de altura.

Fone: Monte, 221. -

Durante a conducéo dos experimentos foram feitas duas irrigagdes em aspersao por
dia por um periodo de 15 minutos cada, sendo de forma mecanizada e automatizada. A partir
do trigésimo dia apds a semeadura, além das irrigacGes automaticas foram realizadas duas
irrigagBes manuais com 50 mL de agua direto na unidade experimental. A cada sete dias as
unidades experimentais foram fertirrigadas (Carrijo et al. 2005) com 50 mL de Plantafol

20:20:20, diluido em agua natural e obedecendo a quantidade de 2g L.

A quantificacdo da severidade da mancha-alvo causada pelo fungo C. cassiicola foi
feita a cada cinco dias, com base na escala diagramatica de notas para analise da severidade da
mancha-alvo proposta por Costa (2012) que estabelece as seguintes notas: 1 = foliolo sadio; 2
= Severidade baixa, até 10% do tecido lesionado; 3 = Severidade média, 11 a 20% do tecido
lesionado; 4 = Severidade média-alta, 21 a 40% do tecido lesionado; 5 = Severidade alta, acima
de 40% com grandes &reas necrosadas. De acordo com Campbell e Greaves (1990), a incidéncia
ndo € o melhor nem o parametro adequado a ser analisado para avaliar doencas que apresentam
manchas foliares como sintomas, sendo, portanto, a severidade o mais adequado e apropriado
parametro de notas a ser utilizado. Isto porque a porcentagem da area de tecido recoberto por

sintomas reflete melhor a quantidade de doenca.
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Figura 2: Escala de notas para analise da severidade de Corynespora cassiicola em foliolos de tomateiro.

| 1 2 3 4 5

Fonte: Costa (2012) com adaptac¢des desta pesquisa. 1 — Foliolo sadio. 2 — Severidade baixa, até 10% do
tecido lesionado. 3 — Severidade média, 11 a 20% do tecido lesionado. 4 — Severidade média-alta, 21 a
40% do tecido lesionado. 5 — Severidade alta, acima de 40% com grandes areas necrosadas.

A quantificacdo da severidade da doenca murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum e da doenca murcha de esclerdcio foram feitas a cada 5 dias com base na escala
diagramatica de severidade da doenca proposta por Gomes (1997) (Figura 3) que estabelece
escala para estimar a severidade da doenca baseada na analise qualitativa do estado da planta,
com o seguinte critério: 0 = auséncia de sintomas; 1 = planta com 1/3 das folhas murchas; 2 =
planta com 2/3 das folhas murchas; 3 = planta totalmente murcha; 4 = planta morta. Pois ambas
as doencas apresentam similaridade em relacdo aos sintomas na regido apical foliar e ao

tombamento da planta.

Figura 3: Escala diagramética de notas para analise da severidade da murcha bacteriana.

0

Fonte: Gomes (1997).

Para verificar a diferenca nos tratamentos de todos os agentes patogénicos foi utilizada

a analise de variancia (ANOVA) e subsequentemente realizado o teste de Tukey a 5% de
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probabilidade. As andlises foram conduzidas utilizando o software SISVAR versdo 5.6
(Ferreira 2019).

4.5.1-Teste de bactérias contra Ralstonia solanacearum em tomateiro

Cada experimento foi composto por cinco tratamentos assim descritos: Tratamento 1
representa o controle positivo (Solo infestado com R. solanacearum e sem antagonista);
Tratamento 2 isolado SOL 195; Tratamento 3 isolado SOL 101.1; Tratamento 4 isolado PcAl.
As plantas foram inoculadas com as bactérias incorporadas ao substrato e com R.
solanacearum. O tratamento 5 representa o controle negativo (plantas ndo inoculadas nem com

bactérias nem com patdgeno apenas com &gua autoclavada).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualisado (DIC)
com oito repeticdes por tratamento e cada tratamento repetido trés vezes totalizando 120
unidades experimentais por experimento e 360 plantas avaliadas nos trés experimentos. Para a
inoculagdo de R. solanacearum foram feitos cortes com bisturis estéreis circundando o colo do
tomateiro a uma distancia de aproximadamente 2 cm do colo de forma que causasse poucas e
pequenas lesdes em algumas raizes da planta. Tais lesGes foram feitas para que a bactéria
patogénica tivesse facilidade de penetrar no tecido vegetal. Depois de realizados os cortes no
solo, foram irrigados com 5 mL da solugéo contendo R. solanacearum em H.O autoclavada,
que teve previamente a densidade 6tica ajustada para Asoo= 0,5 com concentracéo de 108 ufc L-
! (Rocha e Moura 2013). Esta mesma técnica foi utilizada para a inoculacdo dos agentes

biocontroladores de acordo com cada experimento deste estudo.

A quantificacdo da severidade da doenca murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum foi feita a cada 5 dias com base na escala diagramatica de severidade da doenca
proposta por Gomes (1997).

4.5.2-Teste de bactérias contra Corynespora cassiicola em tomateiro

O potencial antagonista das trés bactérias selecionadas pelo método de cultura pareada
foi avaliado em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo. Testou-se o potencial
antagonista dos isolados SOL 195.1, SOL 194.1 e Pc Al aspergidos contra o fitopatogeno C.

cassiicola em trés diferentes experimentos conforme descrito no item 4.5.
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Cada experimento foi composto por cinco tratamentos assim descritos: Tratamento 1,
Controle positivo (Plantas inoculadas com C. cassiicola e sem antagonista); Tratamento 2
isolado PcA1; Tratamento 3 isolado SOL 194; Tratamento isolado 4 SOL 195; e Tratamento 5

representa o controle negativo (plantas inoculadas somente com agua autoclavada).

Os experimentos foram conduzidos em DIC com cinco repeti¢cOes por tratamento,
sendo 25 unidades experimentais em cada experimento e 75 plantas avaliadas nos trés
experimentos. As inoculacdes de C. cassiicola nos tomateiros foram realizadas quando as
plantas apresentavam quatro folhas verdadeiras. Este fungo foi inoculado por aspersao de 10
mL da solucédo contendo uma suspenséo calibrada em 10° conidio mL* (cAmara de Neubauer)
na regido foliar de cada unidade experimental delineada para o recebimento do fitopatdgeno
(Teramoto et al. 2013). Sendo que em cada unidade experimental cinco foliolos de cada uma
das trés ultimas folhas compostas da regido apical receberam cinco picadas com uma agulha
estéril para facilitar a entrada do patdgeno no tecido vegetal. Esta mesma técnica foi utilizada
para a inoculagdo dos agentes biocontroladores.

A quantificacdo da severidade da doenca mancha-alvo foi feita com base na escala
diagramatica de notas para analise da severidade de Corynespora cassiicola em foliolos de

tomateiro proposta por Costa (2012).
4.5.3-Teste de bactérias contra S. rolfsii em tomateiro

Cada experimento foi composto por cinco tratamentos assim descritos: Tratamento 1
representou o controle positivo (plantas inoculadas com S. rolfsii e sem antagonista);
Tratamento 2 isolado PcAl; Tratamento 3 isolado SOL 112; Tratamento 4 isolado SOL 101.1;
e Tratamento 5 representa o controle negativo (plantas ndo inoculadas nem com patégeno e

nem com antagonista, apenas com agua destilada e autoclavada).

Os experimentos foram conduzidos em (DIC) com cinco repeticdes por tratamento.
Também 25 unidades experimentais em cada experimento e 75 plantas avaliadas nos trés
experimentos. Para as inoculagdes com S. rolfsii foram utilizados gréos de arroz beneficiados e
submersos em agua destilada por duas horas, sendo que em seguida foram autoclavados a 120
°C por 20 min. Ao esfriar foram distribuidos sobre col6nias de S. rolfsii crescidas em placas de

Petri com meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), sendo incubadas a 25 °C em regime
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de fotoperiodo de 12 horas por sete dias. Os gréos de arroz que estavam totalmente colonizados
apos esse periodo foram incorporados e homogeneizados ao substrato dos tratamentos T1, T2,
T3 e T4 das mudas nos copos plasticos de 500 mL. De forma que foi obedecida a concentragédo
de 4 g de arroz parboilizado colonizado para cada copo nos respectivos tratamentos (Barbosa
et al. 2010).

Cada antagonista teve previamente a densidade Otica ajustada para Aesco= 0,5
(concentragdo aproximada de 108 ufc mL™) e ressuspendidas em H2O autoclavada (Rocha e

Moura 2013), sendo que cada unidade experimental foi irrigada com 5 mL desta solucao.

As avaliacGes foram realizadas a cada 5 dias até 35 dias ap6s a inoculacao das bactérias
nas mudas, de maneira que foram realizadas 6 avaliagdes, sendo que a cada 24 horas foram
contabilizadas as plantas com sintomas de necrose e constri¢do do colo devido a infeccdo do S.
rolfsii (Barbosa et al. 2010).

A quantificacdo da severidade da doenca murcha de esclerdcio causada por S. rolfsii
foi feita a cada 5 dias com base na escala diagramética de severidade da doenca proposta por
Gomes (1997)

5-Resultados e Discussao
5.1-Avaliacao in vitro das bactérias contra patégenos de tomateiro

As avaliagdes in vitro foram realizadas contra R. solanacearum, S. rolfsii e C.
cassiicola e os isolados mais eficientes apresentaram inibicdo de 75,62; 72,83 e 75,73%,

respectivamente.

As bactérias selecionadas contra R. solanacearum, SOL 195 e PcA1l, apresentaram 0s
maiores percentuais de inibicdo (Tabela 3) e (Figura 4).

Tabela 3: Médias em porcentagens de inibicdo da Ralstonia solanacearum de 2 a 10 dias de anélises.

Isolados Inibicdo Inibicdo  Inibicdo  Inibicdo  Inibic&o
bacterianos 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias 10 dias
SOL 195.1 26,66 a 48,24 a 62,06 a 70,08 b 7562 b

Pc Al 17,14 a 39,47 a 55,16 a 58,26 ab 71,42 ab
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SOL 101.1 13,32 a 16,66 b  16,37a 14,52 a 24,36 a
CV (%) 59,81 14,92 41,20 39,50 33,38
DMS 28,52 12,99 45,94 47,10 47,76

Medidas de tratamentos seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: Coeficiente de variacdo. DSM: Desvio médio de significancia.

Figura 4: Anélise da inibicdo de R. solanacearum (V20-INPA) entre 2 e 10 dias em co-cultivo contra os isolados SOL 195,

Stenotrophomonas maltophilia, PcA1, Bacillus amyloliquefaciens e SOL 101.1, Bacillus albus.

Ralstonia solanacearum Q/ (

soL19s (0 | "-'?,t ¥

Stenotrophomonas maltophilia N\

Peht & O

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus albus

SOL 101.1 ( +|’ )

2 DIAS 10 DIAS

Fonte: Monteiro, 2022.

Contra S. rolfsii o isolado PcAl obteve 78,18% de inibicéo, seguido de SOL 112
com 48,51% e do SOL 101.1 com 40,36%. O isolado PcA1 mesmo com decrescente atividade

antagonista manteve a maior média de inibicdo do fungo S. rolfsii com 72,83%, isto em relacédo

as demais bactérias analisadas (Tabelas 4) e (Figura 5).

Tabela 4: Médias de porcentagens de inibicdo de Sclerotium rolfsii entre 7 e 21 dias de avaliacao.

Isolado Inibicdo Inibicdo Inibicdo Inibicéo geral
bacteriano 7 dias 14 dias 21 dias
SOL 101.1 40,36 b 27,22 b 28,14 b 3191 b
SOL 112 4851 b 3351 Db 18,88 b 33,63 b
Pc Al 78,18 ¢ 7258 ¢ 67,40 b 7283 ¢
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CV (%) 15,69 33,53 52,57 30,48
DMS 21,88 37,31 50,21 35,20

Medidas de tratamentos seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: Coeficiente de variagdo. DSM: Desvio médio de significancia.

Figura 5: Anélise da inibi¢do de 21 dias de Sclerotium rolfsii em co-cultivo contra os isolados Bacillus amyloliquefaciens
(PcAl); Bacillus cabrialesii (SOL 112) e Bacillus albus (SOL 101.1).

CONTROLE

Sclerotium rolfsii

PCA1

Bacillus amyloliquefaciens

SOL 112

Bacillus cabrialesii

SOL 101.1

Bacillus albus

7 DIAS 21 DIAS

Fonte: Monteiro, 2022.

Contra o fitopatogeno C. cassiicola o isolado SOL 194 apresentou 66.54% de inibicéo
aos 7 dias. Seguido do Pc A1l com média de inibicdo de 60,74% e do SOL 195 com média de
58,69% de inibicdo. Nas analises do percentual de antagonismo de 14 dias o Pc Al apresentou
a maior média de inibicdo com 70,20%, seguido da bactéria SOL 194 com 65% de inibic&o.
Com 21 dias também foi o Pc Al que permaneceu de forma progressiva com a maior média de
inibicdo 75,73% (Tabela 5) e (Figura 6).

Tabela 5: Médias de porcentagens de inibicdo de Corynespora cassiicola entre 7 e 21 dias de avaliacéo.

Isolado Inibicdo Inibicdo Inibicdo Inibicéo geral
bacteriano 7 dias 14 dias 21 dias
SOL 195 58,69 b 63,35 b 61,47 b 61,17 b
Pc Al 60,74 b 70,20 b 75,73 b 68,89 b

SOL 194 66,54 b 65,00 b 59,25 b 63,60 b




31

CV (%) 9,91 10,46 16,25 11,04
DMS 15,38 17,33 20,88 17,84

Medidas de tratamentos seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV: Coeficiente de variagdo. DSM: Desvio médio de significancia.

Figura 6: Analise da inibicdo de 21 dias de Corynespora cassiicola em co-cultivo contra os isolados bacterianos: Bacillus
amyloliquefaciens (Pc Al); Stenotrophomonas maltophilia (SOL 195) e Microbacterium resistens (SOL 194).

CONTROLE

Corynespora cassiicola

PCA1

Bacillus amyloliquefaciens

Stenotrophomonas maltophilia

sotes  ([o

\\‘
V.

SOL 194 (

Microbacterium resistens ‘ v
— —
7 DIAS 21 DIAS
Fonte: Monteiro, 2022.

5.2-1dentificacdo molecular dos antagonistas e patogenos utilizados neste estudo

Com base na triagem realizada com 60 isolados foram selecionadas cinco bactérias:
PcAl, SOL 101.1, SOL 112, SOL 194 e SOL 195, que mostraram potencial para inibir o
crescimento dos patdgenos R. solanacearum (isolado VV20), S. rolfsii (isolado INPA 2941) e
C. cassiicola (isolado INPA 2671) de tomateiro. Todos 0s cinco antagonistas pré-selecionados
e os trés fitopatdgenos foram submetidos & identificacdo molecular e os resultados sdo

apresentados na tabela 6.

Na analise molecular com base no genoma completo do isolado PcAl e da regido 16

das demais bactérias, revelou que PcAl pertente a espécies Bacillus amyloliquefaciens com
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base no dDDH acima de 70%, o isolado SOL 101.1 apresentou alta identidade com Bacillus
albus, o isolado SOL 112 com Bacillus cabrialesii, SOL 194 apresentou 87,99% de identidade

com Microbacterium resistens e o isolado SOL 195 com 96.44% como Stenotrophomonas

maltophilia.
Tabela 6: Identificacdo molecular dos isolados utilizados neste estudo.
Isolado Barcode 1d(%0) N de acesso Identificagéo

PcAl 16S rDNA 96,54 OM541330.1 Bacillus amyloliquefaciens strain GRSB-21
SOL 101.1 16S rDNA 100 MW355880.1 Bacillus albus strain HBU7253
SOL 112 16S rDNA 98,40 OM422624.1 Bacillus cabrialesii strain L1C5T
SOL 194 16S rDNA 87,99 KF703723.1 Microbacterium resistens strain EAAG97
SOL 195 16S rDNA 96,44 KX350046.1 Stenotrophomonas maltophilia strain F3-2-41
R. solanacearum (V20) 16S rDNA 97,00 CP034196.1 R. solanacearum strain UA-1611
S. rolfsii (INPA 2941) ITS 99.54 MN872304.1 Sclerotium rolfsii isolate Kale078
C. cassiicola (INPA 2671) ITS 99,58 MT470606.1 Corynespora cassiicola strain HEV244L

Fonte: NCBI, 2022.

5.2.1-Microspcopia Eletrénica de Varredura — MEV

A estrutura morfologica dos isolados estudados neste trabalho foram avaliadas por
meio de MEV, os isolados Pc Al, SOL 112 e SOL 101.1 identificados como Bacillus
confirmam o aspecto bacilar conforme esperado (Figura 7-9). Os actinomicetes
Microbacterium sp. (SOL 194), o género Stenotrophomonas (SOL 195) considerado grupo raro

apresentaram aspecto filamentoso conforme esperado.

SED  50kv W

nn
NOR 2576 Apr. 01 2022

Fonte: Monteiro, 2022.
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Figura 11: Em A e B Stenotrophomonas maltophilia (SOL 195) apresentando aspec orfolégicos em MEV.
A L 3 P : B Sa — ( ] / v ? : & . o

.

Std.-PC40.0  Highva

Fonte: onteiro, 2022.

Figura12: EmAce

s

C. cassiicola apresentando aspectos morfologicos em MEV.

SED  SOKV WD 94mm
NOR 2134 Feb. 2

Fonte: Monteiro, 2022.

Figura 13: Em A e B Sclerotium rolfsii apresentando aspectos morfolégicos em ME
S ~ 7 e

. 1 7

SED KV WD 100mm  Std-PC400 i g D114mm  Std-PC400  Highvac [BIx140 — 100 4 gy
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Fonte: Monteiro, 2022.
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Fote: Monteiro, 2022.
5.3-Avaliacdo de bactérias antagonistas no controle de doencas de tomateiro

5.3.1-Controle da murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum)

Em relacdo ao controle da R. solanacearum todos os putativos biocontroles Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl), Bacillus sp. (SOL101.1) e Stenotrophomonas sp. (SOL 195) no
periodo de andlise de 35 dias indicaram controle total da doenca sem distin¢do de notas, pois
guando comparadas as unidades expostas somente ao patdgeno, estas ao final dos 35 dias e em
todos os trés experimentos estavam estatisticamente com médias de 3.26 e finalizando os
estudos com nota 4, o que representa a morte da planta, enquanto todas as plantas que receberam
0s biocontroles nos trés experimentos ndo apresentaram sinais de murcha bacteriana (Tabela 7)
e (Figura 15).

Aos 13 dias apds a inoculacdo de todos os controles positivos, sou seja, dia 25 de
setembro de 2022 comecgaram as manifestacdes da doenca murcha bacteriana e ja apresentando
nota 2 de acordo com a escala diagramatica de notas proposta por Gomes (1997) em todas as
unidades experimentais dos controles positivos de todos os trés experimentos, bem como no
experimento 3 além de todos os controles positivos apresentando nota 2 haviam de forma
aleatoria dentro do experimento 18 unidades experimentais com sintomas da murcha bacteriana
apresentando nota 1 e 12 plantas de forma aleatoria também apresentando nota 2. Assim neste
momento foram entdo inoculadas as putativas biocontroladoras. E ja na terceira avali¢do geral

dos experimentos, ou seja, dia 27 de setembro de 2022, todas as 30 unidades experimentais nao
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pertencentes aos controles positivos do experimento 3 haviam se recuperado e ndo mais
apresentando sintomas da murcha bacteriana em contrapartida todos os controles positivos de
todos os trés experimentos estavam com suas plantas ja caraterizadas com nota 3 de acordo com
a escala diagramatica de notas proposta por Gomes (1997). Assim sendo, ocorreu de forma
eficaz o efeito curativo em 30 unidades experimentais com a inoculagdo das bactérias putativas
biocontroladoras.

Tabela 7: Médias de severidade da murcha bacteriana em tomateiro, causada por Ralstonia
solanacearum, apos 35 dias de avaliacdo de biocontrole bacteriano.

Meédias de Severidade

Tratamentos Efeito preventivo Coinoculacdo Efeito curativo
Controle positivo 3,26 a 3,26 a 3,26 a
Controle negativo 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Isolado SOL 195.1 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Isolado Pc Al 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Isolado SOL 1011 0,00 b 0,00 b 0,00 b

CV (%) 109,18 109,18 109,18

DMS 0,96 0,96 0,96

Medidas de tratamentos seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 15: Avaliacdo do efeito antagonista de Pc Al (Bacillus amyloliquefaciens), SOL 101.1 (Bacillus sp.) e SOL 195
(Stenotrophomonas sp.) em tomateiros 12 dias ap6s germinagdo primeiro dia da inoculagdo do patégeno. Em A efeito
preventivo, B co-inoculagdo e C efeito curativo. N (controle negativo) P (controle positivo).
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Figura 16: Avaliacdo do efeito antagonista de Pc Al (Bacillus amyloliquefaciens), SOL 101.1 (Bacillus sp.) e SOL 195
(Stenotrophomonas sp.) em tomateiros 15 dia ap6s inoculagdo do patdgeno. Em A efeito preventivo, B co-inoculacéo e C
efeito curativo. N (controle negativo) P (controle positivo).

Fonte: Monteiro, 2022
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Figura 17: Avaliacdo do efeito antagonista de Pc Al (Bacillus amyloliquefaciens), SOL 101.1 (Bacillus sp.) e SOL 195
(Stenotrophomonas sp.) em tomateiros 35 dia ap6s inoculagdo do patdgeno. Em A efeito preventivo, B co-inoculacéo e C
efeito curativo. N (controle negativo) P (controle positivo).
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Fonte: Monteiro, 2022.

Os resultados obtidos indicaram que tanto a Stenotrophomonas sp. (SOL 195) quanto
Bacillus sp. (101.1) e Bacillus amyloliquefaciens (Pc Al) foram eficientes no biocontrole de
murcha bacteriana pois quando comparado aos trabalhos de Toyota et al. (2015) o Bacillus
amyloliquefaciens inoculado em tomateiro aumentou em 67% a capacidade da planta
sobreviver com a infecgdo da doenca causada pela R. solanacearum. Sendo que na pesquisa
destes autores a Stenotrophomonas maltophilia ndo apresentou nenhum resultado significativo
guanto ao controle da doenca murcha bacteriana. E neste presente estudo se mostrou tanto ter
maior controle da bactéria nos testes in vitro quanto indicou ter o controle inclusive com efeito

curativo da doenga murcha bacteriana quando j& apresentando sintomas no tomateiro.

Os testes realizados até 0 momento em casa de vegetacdo indicaram que esses isolados

sdo promissores para testes em campo.
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5.3.2-Controle da murcha de esclerdcio (Sclerotium rolfsii)

As avaliagdes contra S. rolfsii os resultados das plantas tratadas com as bactérias, com
base na escala de nota de severidade da doenca, obtiveram notas acima do controle positivo,
indicando que ndo houve controle (Tabela 8) (Figura 6). No experimento por meio de
coinoculacdo (patdgeno e biocontrole inoculados concomitantemente) também ndo houve
controle da doenga, pois os tratamentos foram estatisticamente iguais ao controle positivo
(Tabela 8 e Figura 18).

No efeito curativo (inoculacdo do biocontrole em plantas sintomaticas) as plantas
tratadas com o Bacillus amyloliquefaciens (PcAl) e o Bacillus sp. (SOL 112) apresentaram nota
de severidade da doenga, significativamente menor que a do controle positivo (Tabela 8 e
Figura 19).

Tabela 8: Médias de severidades de murcha de esclerdcio causada por Sclerotium rolfsii em relacdo a
trés bactérias avaliadas em relacdo aos efeitos preventivo, coinoculagdo e efeito curativo.

Médias de Severidade

Efeito preventivo Coinoculacéo Efeito curativo
Controle negativo 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Controle positivo 297 b 240 b 2,79 c
SOL 101.1 3,06 bc 2,66 b 246 bc
SOL 112 3,09 bec 236 b 236 b
Pc Al 3,16 c 213 b 219 b
CV (%) 2,79 34,56 10,16
DMS 0,13 1,25 0,38

Medidas de tratamentos seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 18: Avaliacdo do efeito preventivo dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl ._(D')_ Bacillus sp. (SOL 101.1) e (E) Bacillus_sp. (SOL 112) contra S.rolfsii.

Fonte: Monteiro, 2022.
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Figura 19: Avaliacdo do efeito coinoculado dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl). (D) Bacillus Sp. SOL 101.1) e (E) Bacillus sp. (SOL 112) contra S.rolfsii.

) ® e ¥

Fonte: Monteiro, 2022.
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Figura 20: Avaliacdo do efeito curativo dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (;A;l) (D)YBaciIIus_sp. SOL 101.1) e (E Baillu sp. (SOL 112) contra S.rolfsii.

n

£

.

Fonte: Monteiro, 2022.

5.3.3-Controle da mancha alvo (Corynespora cassiicola)
No efeito preventivo tanto a Stenotrophomonas sp. (SOL 195) quanto o Bacillus
amyloliquefaciens (PcA1) mantiveram as menores médias de severidade da doenca mancha-
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alvo com nota 2,6 de média, ndo havendo diferencas estatistica entre elas. Seguido da
Microbacterium sp. (SOL 194) com a maior média (3,40).

Quando avaliadas por meio de coinoculacdo a Microbacterium sp. (SOL 194)
apresentou a menor media (2,6) mesmo sendo todas estatisticamente iguais. Na avaliacdo do
efeito curativo o Bacillus amyloliquefaciens (PcCA1l) manteve a menor média de severidade da
doenca mancha-alvo (2,8) permanecendo sem distin¢do estatistica a nivel de 5% apenas para a
Stenotrophomonas sp. (SOL 195) que ficou com 3.4 de média de severidade da doenga mancha-
alvo. Seguida da bactéria SOL 194 com nota 4 de média de severidade da doenca mancha-alvo.

O isolado PcA1 manteve-se nos trés testes realizados a menor média de severidade
desta doenca no tomateiro. Assim como tanto no efeito coinoculado quanto no efeito curativo
ndo apresentou alteracdo no valor da nota em relacdo ao controle da acdo fitopatogénica do
fungo C. cassiicola ao tomateiro. E das trés bactérias analisadas para o efeito curativo se
mostrou a mais eficiente no controle do fungo C. cassiicola no tomateiro em casa de vegetacao
(Tabela 9) e (Figura 21).

Os resultados obtidos aqui corroboram com os estudos de Blanco et al. (2021) pois em
seus testes mesmo combinados com nitrato de amonia o B. amyloliquefaciens néo foi eficiente

quanto a evitar a mortalidade dos tomateiros infectados com S. rolfsii.

Tabela 9: Médias de severidades do fungo Corynespora cassiicola em relacdo a trés bactérias utilizadas
para avaliar os efeitos preventivo, coinoculado e curativo.

C. cassiicola x Biocontrole Médias de Severidade
Efeito preventivo Coinoculacéo Efeito curativo

SOL 195 2,60 a 3,00 a 340ab

Pc Al 2,60 a 2,80a 2,80 a

SOL 194 340ab 2,60 a 400 bc
Controle negativo 3,80ab 480 b 4,80 c
Controle positivo 480ab 500 b 4,60 c

CV (%) 29,93 16,02 16,13

DMS 1,94 1,10 1,19

Medidas de tratamentos seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 21: Avaliacdo do efeito preventivo dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl). (D) Microbacterium sp. (SOL 194) e (E) Stenotrophomonas sp. (SOL 195) contra Corynespora
cassiicola.
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Figura 22: Avaliagdo do efeito coinoculado dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl). (D) Microbacterium sp. (SOL 194) e (E) Stenotrophomonas sp. (SOL 195) contra Corynespora
cassiicola.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=40324

48

Figura 23: Avaliacdo do efeito curativo dos isolados: (A) Controle negativo. (B) Controle positivo. (C) Bacillus
amyloliquefaciens (PcAl). (D) Microbacterium sp. (SOL 194) e (E) Stenotrophomonas sp. (SOL 195) contra Corynespora
cassiicola.

Fonte: Monteiro, 2022.

Os resultados alcangados indicam que o Bacillus amyloliquefaciens (Pc A1) foi o mais

eficiente no biocontrole tanto do patégeno R. solanacearum quanto C. cassiicola. Sendo
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portanto uma bactéria com potencial para o desenvolvimento de um bioproduto para controle

bioldgico.

Quando comparados os resultados obtidos tanto in vitro quanto in planta, os isolados
testados apresentaram melhor desempenho do que alguns trabalhos reportados na literatura.
Lépez et al. (2021) in vitro avaliou dois isolados do género Microbacterium e dois isolados do
género Stenotrophomonas reduziram 25% o crescimento de C. cassiicola. Neste trabalho
Bacillus amyloliquefaciens (Pc Al) apresentou 60,74% de inibicdo do crescimento de C.
cassiicola nos testes de sete dias de antagonismo in vitro, sendo o que indicou a segunda posi¢édo
de antagonista dentre as bactérias avaliadas neste periodo. Prosseguiu de forma progressiva
assumindo o primeiro lugar quanto ao percentual de inibicdo deste fungo nas demais avaliagoes
até aos 21 dias (70,20% e 75,73% respectivamente). Os resultados do percentual de inibicdo de
C. cassiicola promovido pelo Bacillus amyloliquefaciens nesta presente pesquisa foram
também superiores aos resultados alcangados com os trabalhos de Riddech et al. (2017) pois
em seus estudos pelo método de cultura dupla realizado por sete dias o B. amyloliquefaciens

apresentou somente 47, 63% de inibicdo do fungo C. cassiicola.

O isolado Pc Al (B. amyloliquefaciens) manteve a menor média de severidade da
mancha-alvo quando comparados as demais bactérias avaliadas nos trés experimentos e reduziu
em 56% a severidade da doenca mancha-alvo. Os resultados avaliados in planta na acgéo
antagobnica contra C. cassiicola além de ser superiores aos avaliados por Imran et al. (2022).

6- Conclusotes

1- A avaliagdo in vitro indicou que o isolado SOL 195 (Stenotrophomonas sp.)
obteve o maior percentual de inibi¢cdo do crescimento de R. solanacearum, com 75,62%, bem
como apresentando aumento progressivo da atividade antagonista no decorrer do experimento.

2- In vitro o isolado PcAl (B. amyloliquefaciens) manteve o maior percentual de
inibicdo de crescimento do fungo S. rolfsii variando de 78,18% (sete dias) a 67,40% (21 dias).
Pc Al também, manteve aumento progressivo de inibicdo do crescimento de C. cassiicola até
0 ultimo dia de andlise, com 75,73% de inibi¢do aos 21 dias. Mostrando ser o mais eficiente

nos testes antagdnicos contra C. cassiicola.
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3- As andlises in planta revelaram que os isolados SOL 195 (Stenotrophomonas
sp.) SOL 101.1 (Bacillus sp.) e Pc Al (B. amyloliquefaciens) foram eficazes no controle da
murcha bacteriana em tomateiro.

4- Os isolados PcAl (B. amyloliquefaciens); SOL 101.1 (Bacillus sp.); SOL 112
(Bacillus sp.) ndo apresentaram nenhum efeito contra a murcha causada por S. rolfsii.

5- O isolado PcA1 também foi o mais eficiente contra C. cassiicola com

consequente reducdo da severidade da mancha alvo.
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