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RESUMO

Quinhentas rizobactérias foram isoladas de amostras de solo de rizosfera e
rizoplano de tomateiro, provenientes de cinco localidades, pelo método de diluigdo em
placas. Na primeira fase do trabalho, foram preparadas suspensdes bacterianas dos
antagonistas e utilizadas, individualmente, para a microbiolizacao de sementes de tomateiro
(Santa Cruz Kada) por embebigcdo durante 24 horas, seguindo-se o plantio em copos
plasticos contendo solo ndo-esterilizado, em casa de vegetacdo. Para cada tratamento foram
utilizadas trés repeti¢des. Trinta dias apds a semeadura, as plantas foram inoculadas com
Pseudomonas syringae pv. tomato; sete dias apés a inoculagdo, procedeu-se a contagem de
lesdes. Vinte e oito rizobactérias exibiram aparente atividade de indugdo de resisténcia
sistémica, dada a separagdo espacial entre os antagonistas (rizosfera) € o patégeno
(filoplano). Na segunda fase, o experimento foi refeito com as 28 rizobactérias que se
destacaram no ensaio anterior para confirmac¢do de resultados, porém com maior niimero de
repeticoes € em dois ensaios. Adicionalmente, foi verificada a capacidade dos isolados em
colonizar o sistema radicular de plantulas de tomateiro in vitro, por meio de um bioensaio.
Os 28 antagonistas mostraram-se colonizadores do sistema radicular e protegeram as
plantas de tomate contra o patégeno desafiante. Destacou-se a rizobactéria B101R, que
apresentou resultados consistentes em todos os testes.
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ABSTRACT

ISOLATION AND MASSAL SCREENING OF RHIZOBACTERIA
INVOLVED IN INDUCIBLE SYSTEMIC RESISTANCE
TO TOMATO BACTERIAL SPECK

Five hundred rhizobacteria were isolated from tomato rhizosphere and rhizoplane
soil samples collected from five Brazilian regions. Soil suspensions were prepared in
serially diluted saline and placed on a general-purpose culture medium. After incubation,
individualized colonies were transferred to slants, performing a set of 500 isolates that were
stored at 4°C for further work. In a mass selection protocol, tomato seeds (Santa Cruz
Kada) were microbiolized with a cell suspension of every isolate and individually seeded in
regular soil in a greenhouse. Thirty days after seeding, seedlings were inoculated with the
chosen challenging pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato and seven days later the
average number of lesions per leaflet was estimated. It was observed that 28 rhizobacteria
apparently induced systemic resistance, 1. €., the spatial compartmentalization of the
microbial components of the interaction. The assay was repeated with a larger number of
replicates as results were confirmed. Also, a root colonization bioassay was run with all the
isolates. All 28 rhizobacteria showed to be root colonizers according to the chosen bioassay
and 1solate B101IR seemed to be the most efficient in protecting tomato plants against the
challenging pathogen.

Key words: Pseudomonas syringae pv. tomato, biological control, rhizosphere, root
colonization.

INTRODUCAO

As doengas que acometem o tomateiro sao o principal fator limitante
para a sua producdo em muitas partes do mundo. Cerca de 200 doencas do
tomate de diversas causas e etiologias sdo descritas, sendo o controle da
maioria feito com aplica¢Oes sistematicas de defensivos quimicos, em
muitos casos seguindo um calendario de aplicacGes semanais. O uso
indiscnminado de agroquimicos traz uma série de problemas, como a
poluicdo ambiental, a contaminag¢do dos frutos com residuos quando o
periodo de caréncia nfo € respeitado, o aparecimento de populagdes de
patogenos resistentes e a diminuigdo das populacdOes de organismos
benéficos, dentre outros. Além disso, os custos de produgdo aumentam
significativamente (135, 23, 26).

Atualmente, ha crescente pressdo por métodos alternativos ao uso de
agroquimicos para o controle de fitomoléstias. Dentre eles, o controle
bioldégico vem sendo intensivamente estudado nos tltimos anos,
principalmente como ferramenta dentro do conceito de integracdo de
taticas de manejo de doengas, apresentando certas vantagens, como baixo
custo e agressividade ao ecossistema praticamente inexistente (12, 13, 25).
| As rizobactérias, bactérias saprofitas que vivem na rizosfera das
plantas colonizando o sistema radicular, destacam-se nos trabalhos



VOL.LIN°295,2004 347

cientificos por seu uso no incremento da produgdo agricola como
promotoras do crescimento de plantas e agentes de biocontrole de
patégenos de solo e foliares (3, 4, 9, /1). Sua capacidade em controlar
patégenos da parte aérea pode advir da inerente capacidade de induzir
resisténcia sistémica, que € um estado de aumentada capacidade defensiva
desenvolvida pela planta, quando apropriadamente estimulada (10, 27).

As rizobactérias induzem resisténcia a uma ampla gama de
patégenos, como fungos, bactérias, virus e nematéides (1, 13, 28), o que é
uma vantagem em relagdo aos controles bioldgico classico e quimico, em
que, na maioria dos casos, o efeito de protecdo das plantas acontece contra
poucos patégenos.

Os objetivos deste trabalho foram 1solar rizobactérias de amostras de solos
de rizosfera e de rizoplano de tomateiro, com vistas a se ter uma populacao de
potenciais agentes de biocontrole e proceder a selecao dos melhores antagonistas,
com base nos resultados de dois testes: 1) bioensaio em casa de vegetacdo contra
um patdégeno bacteriano da parte aérea; e 2) capacidade de colonizac¢do do sistema
radicular de plantulas de tomatetro in vitro.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e seu cultivo

As bactérias, tanto antagonistas quanto o 1solado patogénico, foram
cultivadas em meio 523 (7), e os actinomicetos em meio extrato de solo-
agar (/7). As culturas foram preservadas, por meio de repicagens a cada
120 dias, tubo a tubo, e mantidas a 4°C em refrigerador (I8, 29). O
patégeno Pseudomonas syringae pv. tomato foi obtido da colegcdo de
culturas pertencente a bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia de
Plantas e Controle Biolégico do Departamento de Fitopatologia, da
Universidade Federal de Vigosa.

Isolamento das rizobactérias

Pelo método de diluicdo em placas, as rizobactérias foram isoladas
de amostras de solo de rizosfera e rizoplano de tomateiro sadio de cinco
locais. Considerou-se que o solo de rizosfera compunha-se das particulas
de solo que se desprendiam facilmente das raizes quando da retirada da
planta do campo € que o solo de rizoplano constituia-se das particulas
aderidas ao sistema radicular do tomateiro que, postertormente, foram
retiradas pela lavagem vigorosa das raizes (2, 21, 22).

Dez gramas de solo de rizosfera e/ou dez gramas de raizes de
plantas de tomateiro com solo aderido foram suspensos em 100 mL de
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solugdo salina (0,85% NaCl) e colocados sob agitacdo continua, em
agitador rotatério de plataforma, por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Decorrido este intervalo de tempo, procedeu-se a uma diluicdo serial fator

10. Uma aliquota de 100 puL de cada diluicdo da suspensdo de solo de
rizosfera e de solo de rizoplano foi semeada em placa de Petr1 contendo
meio 523, espalhada com o auxilio de al¢a de Drigalsky; a seguir, as placas
foram incubadas a 28°C, por 24 horas.

Para o i1solamento de actinomicetos, somente amostras de solo de
rizosfera foram utilizadas, tendo estas sofrido pré-tratamento térmico de
70°C/72h, de modo a inativar a maioria dos microrganismos nao-
actinomicetos (/4). Além disso, as aliquotas de 100 pl de cada dilui¢do da
suspensdo de solo foram semeadas em placas de Petri contendo o meio
extrato de solo-dgar. As placas foram incubadas a 30°C por sete dias.

Coldnias individualizadas que surgiram nas placas foram repicadas
em tubos de ensaio (24).

Selecao massal das rizobactérias

A primeira etapa da sele¢do dos antagonistas foi realizada com base
na capacidade das rizobactérias de reduzir o numero de pustulas da
mancha-bacteriana-pequena do tomateiro, incitada por P. syringae pv.
tomato. Os ensaios foram realizados com a variedade de tomate Santa
Cruz Kada. Na segunda etapa, para confirma¢do dos resultados, os
isolados mais promissores foram testados novamente, quanto a capacidade
de inducdo de resisténcia a P. syringae pv. tomato e de colonmzagido do
sistema radicular de plantulas de tomateiro in vitro.

As rizobactérias foram aplicadas via microbiolizacdo de sementes.
Aos tubos contendo os antagonistas (24 ¢ 48 horas de crescimento para
bactérias e actinomicetos, respectivamente), fo1 adicionado determinado
volume de 4gua de torneira, de modo a cobrir 2/3 do meio de cultura. Os
tubos foram agitados em agitador tipo vortex, obtendo-se uma suspensao
homogénea de células. Cada suspensdo fo1 depositada em copos plasticos
de 20 mL. As sementes foram imersas nesta suspensdo, onde
permaneceram por 24 horas em laboratério, ao fim do qual estavam
prontas para a semeadura. As sementes imersas em agua originaram as
plantas que compuseram o tratamento-controle.

Bioensaio de inducdo de resisténcia sistémica a mancha-
bacteriana-pequena do tomateiro

Sementes microbiolizadas foram semeadas em vasos plasticos
contendo solo nao-esterilizado e mantidos em casa de vegetacdo (30 +
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2°C). Trinta dias ap6s a semeadura, a parte aérea das plantas foi inoculada
com suspensao de células de P. syringae pv. tomato (ODsy = 0,2), de
acordo com Romeiro (/8). Sete dias apds a inoculacdo, foi estimada a
média do numero de lesdes por foliolo. Os ensaios foram montados no
delineamento inteiramente casualizado. Cada rizobactéria foi considerada
um tratamento, com trés repeti¢oes, cada uma consistindo de trés plantas.
Devido ao grande numero de antagonistas a ser testado,
operacionalmente era impossivel testar os 500 simultaneamente. Assim, o
experimento constou de cinco fases, com 100 antagonistas testados em
cada uma. Para tornar possivel a comparacgao entre os resultados de cada
grupo de antagonistas, em cada fase, a média do nimero de lesdes por
foliolo no tratamento-controle foi considerada 100% de doenca. Deste
modo, a média do nimero de lesdes de cada tratamento foi comparada com
a média de lesdes do controle da mesma fase do tratamento. O resultado
final fo1 expresso como percentagem de doenga em relacao ao controle.

Ensaios de confirmagdo de resultados

As rizobactérias que proporcionaram niveis de controle acima de
60%, no ensaio em casa de vegetacdo, foram selecionadas e submetidas
novamente a testes para confirmacao dos resultados, com algumas
modificacdes. O ensaio foi realizado em casa de vegetac¢do (30 + 2°C), em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢oes por tratamento
(rizobactéria) e duas plantas por parcela, sendo repetido uma vez.
Procedeu-se a comparac¢ao de médias de lesdo por foliolo pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Além dos dois ensaios em casa de
vegetacdo, fol realizado um bioensaio de colonizacdo radicular in vitro,
como ferramenta auxiliar na selecdao das rizobactérias consistentemente
mais promissoras (20).

Como controle adicional, foram usados tré€s antagonistas de pior
desempenho no ensaio em casa de vegetacdo da primeira etapa.

Bioensaio de colonizacao do sistema radicular

Sementes de tomate foram esterilizadas superficialmente em etanol
(50%) por 30 segundos, depois em NaClO (2%) por 4 minutos. A seguir,
foram lavadas em 4gua esterilizada e imersas na suspensdo de propagulos
dos antagonistas, com 24 e 48 horas de cultivo das rizobactérias e
actinomicetos, respectivamente, por 24 horas. Decorrido este intervalo de
tempo, as sementes foram transferidas para tubos contendo dgar-dgua
previamente esterilizados (19). Cada tratamento constou de trés repeticdes,
com trés sementes por tubo em cada uma. Foram realizadas inspecoes
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diarias até 15 dias apGs a montagem do bioensaio, para detecgdo de crescimento
bacteriano em tomo das raizes. Uma plantula apresentando caracteristicas de
colonizagfo radicular foi suficiente para classificar a rizobactéria como capaz de
colonizar raizes de plantulas de tomateiro in vitro.

RESULTADOS

Quinhentas rizobactérias foram obtidas dos cinco locais de coleta de
amostra de solo (Quadro 1), das quais 100 actinomicetos, diferenciados no
1solamento baseado na morfologia da col6nia.

QUADRO 1 - Culturas de rizobactérias e actinomicetos obtidas pelo
- método da diluicdo em placa, a partir de amostras de
J solo de rizosfera e rizoplano de plantas de tomateiro

f— I&eniificagﬁo da cultura

BOOIR a BO4OR, B041P a BOSOP  Horta familiar Sftio Cricitima  Vicosa-MG |
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Local de origem das amostras de solo

AOS0R a A100R Horta familiar Sitio Criciima Vigosa~-MG

BIOIR a B200R Plantio comercial de tomate Sdo Geraldo-MG |

B201R a B300R Horta escolar E. E. Alvaro Amorin ~ Nanuque-MG
B301R a B350R, B351P a B400P HortaescolarE. E. Vindilino Lima Nanuque-MG |
B401R a B450R, A451R a ASOOR Plantio comercial de tomate Boa Vista-RR |
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|! B = bactéria; A = actinomiceto; R = solo de rizosfera; e P = solo de rizoplano.
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A selecdo massal em casa de vegetagdo, para detectar potenciais
agentes de biocontrole, apontou 28 rizobactérias capazes de reduzir a
severidade da doenga de 60 a 79,5%, em relacdo ao controle. Quando
submetidos aos ensaios para confirmagdo dos resultados, juntamente com
os trés de pior desempenho, a rizobactéria B101R destacou-se dentre os 28
isolados, confirmando seu desempenho nos dois ensaios (Quadro 2).

Apesar Jda variabilidade nos resultados dos ensaios de confirmacio,
houve diferenca significativa entre os 28 antagonistas e os trés piores do
ensaio inicial de selecdo, quando se observam as médias do nimero de
lesdes por foliolo.

No bioensaio de colonizagdo do sistema radicular in vitro, todas as
rizobactérias colonizaram as raizes de plantulas de tomateiro em pelo
menos uma das trés repeticoes.
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QUADRO 2 - Niveis de doenga em tomateiros provenientes de sementes

microbiolizadas com rizobactérias selecionadas

para

inducdao de resisténcia sistémica contra Pseudomonas
syringae pv. tomato

Ensaio 1 Ensaio 2
Antagonista Média % de Antagonista Média % de
lesdes/foliolo  doenca* lesGes/foliolo  doenca* |
B10IR 1,1 20,5 a B10IR 1,3 29,0a
B268R 1,1 20,6 a A064R 1,6 319 a
A058R 1,2 22,7 a A479R 1,7 37,0 a
A479R 1,2 23,1a A094R 1,8 384a
B288R 1,3 239 a AOB0R 1,9 41,8 a
BOO6R 1,3 24,6 a AO090R 2,0 43,1 a
AO68R 1,5 279 a AO62R 2,1 45,0 a
BO26R 1,5 28,6 a A092R 2,3 49,7 a
AO98R 1,6 29,8 a AO68R 2,3 49,9 a
B212R 1,7 32,8 a B212R 2,3 50,6 a
B242R 1,8 34,2 b B115R 2.4 51,7a
AO80R 2,0 379b AO0O98R 2,4 53,3 a
A094R 2,0 38,1b B242R 2,5 339 a
A064R 2,1 38,7b BOO6R 2,5 54,2 a
AO90R 2,1 39,3b B205R 2,5 54,8 b
AO67R 2,2 41,7b B235R 2,5 54,8 b
B235R 2,3 42,8 b BO26R 2,5 55,2b
A097R 2,3 428b AO67R 2,5 55,3b
B115R 2,3 43,8b AO58R 2,5 55,6 b
B205R 2,3 44,00 B268R 2,7 59,1b
BOO3R 2,4 46,2 b B288R 2,7 59.8b
B023R 2,5 47,6 b AQ097R 2,8 60,8 b
AQ83R 2,7 51,6 b AO83R 2,8 61,4b
B132R 3,6 67,9 c B132R 2,9 63.2b
B182R 3,6 68,8 ¢ B182R 3,0 65,4 b
A092R 4,0 75,6 ¢ B302R 3,2 69,5b
AO62R 4,2 795 ¢ BOO3R 3,5 76,2 b
B302R 5,0 94,3 d BO23R 3,5 76,4 b
CONTROLE 5,3 100,0d CONTROLE 4,5 100,0 c
B325R 11,0 2069 e B4338R 9,31 204,6d
B438R 11,0 207,5e B325R 10,2 225,1d
B354P 11,5 2164 ¢ B354P 11,1 2448 d

* Tratamentos seguidos de mesma letra na coluna pertencem ao mesmo agrupamento,
pelo teste de Scott-Knott, a 5%.

DISCUSSAO

O menor numero de actinomicetos 1solados pode ser explicado pelo
uso de somente um método de 1solamento. Moura (/4), utilizando-se do
método do espalhamento, conseguiu isolar 105 culturas de actinomicetos,
em contraste com somente 10 culturas pelo método da dilui¢do, o mesmo
empregado neste trabalho. ‘
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A microbiolizacdo de sementes foi adequada para a aplicagdo de
antagonista, mesmo porque € carregado um nimero maior de propagulos
do agente de biocontrole (5). Varios trabalhos utilizam esta forma de aplicagio
de antagonistas (6, 10, 11, 12). O processo de germinagdo libera grandes
quantidades de metabdlitos na forma de exsudatos e, desta forma, os
microrganismos aplicados na semente tém a oportunidade de ser os primeiros
a utilizar estes substratos e, com isso, colonizar a espermosfera (22).

Os 28 antagonistas selecionados colonizaram as raizes, 0 que nao
ocorreu com os trés piores. Confrontando os dados deste teste com os
ensaios em casa de vegetacdo, conclui-se que o bioensaio de colonizagao
radicular in vitro pode ser usado como auxiliar num programa de selecao
de agentes de biocontrole. A esterilizacdo superficial das sementes pode ter
removido a populacdo microbiana associada a semente, deixando o
ambiente livre para o estabelecimento das rizobacténias. Ressalte-se que o
meio de cultura, constituido apenas de 4gar e agua, nao suporta o
crescimento da maioria dos procariotas, a menos que sejam capazes de
utilizar os exsudatos radiculares como fontes de carbono ¢ nitrogénio.

Segundo Kloepper (8), para haver indugdo de resisténcia ¢é
necessario que haja colonizagdo do sistema radicular da planta por um
namero suficiente de células de rizobactérias. Esta afirmacao aventa a
possibilidade de estar acontecendo indugao de resisténcia sist€mica no
patossistema testado, considerando a reducao da severidade da doenca e a
habilidade dos antagonistas em colonizar o sistema radicular. Além disso,
a separacdo espacial entre o patégeno e as rizobactérias exclui a
possibilidade de antagonismo direto, competi¢do ou hiperparasitismo.

CONCLUSOES

1) Os 28 isolados de rizobactérias sdo promissores para o
biocontrole de P. syringae pv. tomato, uma vez que proporcionam bons
niveis de controle em casa de vegetacdo e capacidade de colonizar o
sistema radicular do tomateiro.

2) E necessario que testes em campo, com infecg@o natural, sejam
realizados para confirmacdo da capacidade biocontroladora da rizobacténa
B101R contra outros patégenos do tomateiro, aventando a possibilidade de
estar ocorrendo resisténcia induzida, uma vez que ela se manifesta contra
uma ampla gama de patégenos.
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