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RESUMO

SANTOS, Débora Cristina Lucas dos. Selecdo de estirpes de Bacillus spp. eficientes no
controle da murcha de fusarium do tomateiro e mecanismos envolvidos. 2022. 64p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022,

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais produzidas e
consumidas no Brasil e no mundo e com grande importancia social e econémica. E suscetivel
a varias doencas que podem acarretar grandes perdas em produtividade e qualidade dos frutos.
Dentre estas, estd a murcha de fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Scc.) Snyder e Hansen (Fol) que é uma das doencas mais limitantes a producgéo de
tomateiro. Este estudo teve como objetivos: a) caracterizar, funcionalmente, estirpes de Bacillus
spp.isoladas de tecidos de plantas de tomateiro, mantidas na colecéo do Laboratério de Genética
e Bioguimica da Embrapa Agrobiologia, com potencial de controle antagénico contra Fol e
identificar os possiveis mecanismos envolvidos no antagonismo; b) determinar, em testes in
vitro, estirpes bacterianas com atividade antagonica significativa a Fol; c) avaliar o potencial das
estirpes em promover o controle da murcha de fusério do tomateiro industrial em condi¢des de
casa-de-vegetacao; e e) avaliar os efeitos benéficos de Bacillus spp. em plantas de duas cultivares
de tomate industrial. Realizaram-se testes de antagonismo, in vitro, e selecionaram-se oito
estirpes, que promoveram reducao de pelo menos 50% o crescimento micelial de Fol: DEST
30, DEST 31, DEST 38, DEST 60, DEST 78, DEST 83, DEST 132 e DEST 138. Estas foram
submetidas a testes para caracterizacdo funcional e quanto a capacidade de produzir proteases,
celulases, pectinases, sider6foros, HCN e quitinases. A partir dos resultados, selecionaram-se
quatro estirpes, DEST 31, DEST 60, DEST 83 e DEST 132, que foram avaliadas em casa de
vegetacdo visando o controle da murcha de fusarium em duas cultivares de tomate industrial,
Heinz 9553 e Clause HM 7885, inoculadas com dois isolados de Fol FUS 2903 e FUS 04-1.
Todas as oito estirpes pré-selecionadas demonstraram atividade proteolitica e producdo de
sideroforos; a maioria apresentou atividade celulolitica e pectinolitica, com excecdo de DEST
30; nenhuma das estirpes produziu HCN ou quitinase nos métodos empregados. De forma geral,
as estirpes testadas ndo foram eficientes em controlar a murcha de fusarium do tomateiro. No
entanto, plantas de Heinz 9553 tratadas com estirpe DEST 132 ou com as estirpes DEST 02,
DEST 31 e DEST 132 apresentaram respostas positivas e significativas quanto ao crescimento
quando inoculadas com FUS 2903 e FUS 04.1, respectivamente. Observou-se também maior
acumulo de massa fresca em plantas de Clause HM 7885 inoculadas com DEST 60, DEST 83
e DEST 132. Plantas tratadas com DEST 132 e inoculadas com FUS 04.1 tiveram acréscimo
no crescimento e no aporte de massa fresca. Apesar de, em geral, néo ter sido observado efeitos
significativos das estirpes de Bacillus spp. testadas sobre o controle da doenca, houve efeitos
discretos quanto ao acimulo de massa e melhoria no crescimento de plantas inoculadas com o
patogeno.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; controle biolégico; Solanum
lycopersicum; bactérias endofiticas.



ABSTRACT

SANTOS, Deébora Cristina Lucas dos. Selection of Bacillus spp. strains efficient in the
control of tomato fusarium wilt and mechanisms involved. 2022. 64p. Dissertation (Master
Degree in Plant Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022,

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most produced and consumed vegetables in
Brazil and worldwide, with significant social and economic importance. It is susceptible to
various diseases that can cause significant losses in productivity and fruit quality. Among these,
Fusarium wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Scc.) Snyder and
Hansen (Fol), is one of the most limiting diseases for tomato production. This study aimed to:
a) functionally characterize strains of Bacillus spp. isolated from tomato plant tissues,
maintained in the collection of the Laboratory of Genetics and Biochemistry at Embrapa
Agrobiology, with potential for antagonistic control against Fol and identify the possible
mechanisms involved in antagonism; b) determine, in vitro tests, bacterial strains with
significant antagonistic activity against Fol; c) evaluate the potential of the strains to promote
control of Fusarium wilt in industrial tomato plants under greenhouse conditions; and d) assess
the beneficial effects of Bacillus spp. on plants of two industrial tomato cultivars. Antagonism
tests were conducted in vitro, and eight strains were selected, which promoted at least a 50%
reduction in the mycelial growth of Fol: DEST 30, DEST 31, DEST 38, DEST 60, DEST 78,
DEST 83, DEST 132, and DEST 138. These strains were subjected to tests for functional
characterization and their ability to produce proteases, cellulases, pectinases, siderophores,
HCN, and chitinases. Based on the results, four strains were selected, DEST 31, DEST 60,
DEST 83, and DEST 132, which were evaluated in a greenhouse to control Fusarium wilt in
two industrial tomato cultivars, Heinz 9553 and Clause HM 7885, inoculated with two isolates
of Fol FUS 2903 and FUS 04-1. All eight pre-selected strains demonstrated proteolytic activity
and siderophore production; most showed cellulolytic and pectinolytic activity, except for
DEST 30; none of the strains produced HCN or chitinase in the methods employed. Overall,
the tested strains were not efficient in controlling Fusarium wilt of tomato plants. However,
Heinz 9553 plants treated with DEST 132 or with strains DEST 02, DEST 31, and DEST 132
showed positive and significant growth responses when inoculated with FUS 2903 and FUS
04.1, respectively. There was also a greater accumulation of fresh mass in Clause HM 7885
plants inoculated with DEST 60, DEST 83, and DEST 132. Plants treated with DEST 132 and
inoculated with FUS 04.1 had increased growth and fresh mass input. Although, in general,
significant effects of the tested Bacillus spp. strains on disease control were not observed, there
were discreet effects regarding mass accumulation and growth improvement of plants
inoculated with the pathogen.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; Biological control; Solanum lycopersicum,
endophytic bacteria.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é a segunda hortalica mais produzida e
consumida no mundo e a mais importante sob o ponto de vista socioeconémico. E uma cultura
suscetivel a muitas doencas que podem incidir na parte aérea, no sistema vascular e nas raizes
(KUROZAWA & PAVAN, 2005) e levar a consideraveis perdas de producéo e qualidade dos
frutos.

A murcha de fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Scc.) Snyder
e Hansen (Fol), esta entre as doencas mais limitantes a produgéo de tomateiro (NIRMALADEV
et al., 2016). O agente, Fol, é um patégeno hemibiotrofico, com especificidade hospedeira a
nivel de espécie e de variedade, e grande capacidade de sobrevivéncia no solo. Infecta, coloniza
e obstrui os vasos do xilema devido ao desenvolvimento das hifas e producdo de toxinas e
reacdo da planta a infeccdo que resultam em formacao de géis e tiloses (SRINIVAS et al., 2019).
Este quadro resulta em sintomas tipicos como amarelecimento de folhas e murchas e, em casos
mais severos, morte das plantas.

Uma vez o patdgeno introduzido e disperso nas areas de cultivo, o controle é
predominantemente feito com a utilizacdo de cultivares resistentes (REIS et al., 2004a), medida
mais usada no Brasil e no mundo, tanto em lavouras de tomate para consumo in natura como
para processamento industrial. Como o patégeno apresenta especializagdo fisioldgica a nivel de
raca, € necessario o conhecimento prévio das racas predominantes localmente para escolha da(s)
cultivar(es) a ser(em) plantada(s), 0 que muitas vezes restringe as opg¢des. Ademais, em alguns
casos tem-se apenas resisténcia parcial, o que leva a necessidade de adocdo de medidas
complementares visando a reducédo das perdas causadas pela doengca (MCGOVERN, 2015).

O controle biolégico da murcha de fusarium, assim como o de véarias outras doencas
causadas por patdgenos habitantes do solo, utilizando-se microrganismos antagonistas, € uma
das estratégias mais promissoras (MCGOVERN, 2015). Entre os organismos mais utilizados
para o biocontrole de doencas estdo espécies de Bacillus, pela versatilidade e capacidade de
colonizacdo de diferentes meios, de esporulacédo e de supressdo de doencas (ROMERO et al.,
2007) por meio de mecanismos diversos, incluindo a producdo de compostos bioativos
(ONGENA & JACQUES, 2008).

Dentro deste contexto, desde 2015 vem sendo realizadas pesquisas visando o controle
bioldgico da murcha de fusarium do tomateiro. O trabalho iniciou com o isolamento e testes
com diferentes estirpes de Bacillus spp., obtidas a partir de plantas tomateiro sadias mesmo
estandoem &reas contaminadas pelo fitopatdgeno, coletadas no municipio de Nova Friburgo,
RJ. Estesisolados hoje comp&em uma colecdo de culturas que é mantida no laboratério de
Geneética e Bioguimica da Embrapa-Agrobiologia (ROCHA, 2015).

Com base na hipotese de que nesta colecéo existem isolados de Bacillus spp. capazes de
promover o controle bioldgico da murcha de fusarium do tomateiro desenvolveu-se o presente
trabalho com os seguintes objetivos: a) caracterizar funcionalmente (atividade celulolitica
proteolitica, pectinolitica, quitinolitica, producdo de sider6foros e de acido cianidrico) as
estirpes de Bacillus spp. isoladas de tecidos de plantas de tomateiro com potencial antagonista a
Fol e identificar os possiveis mecanismos envolvidos no antagonismo de Bacillus spp. a Fol;
b)determinar, com base em testes in vitro estirpes de Bacillus spp. com atividade antagbnica
significativa a Fol; c) avaliar o potencial de estirpes de Bacillus spp. em promover o controle
da murcha de fusario do tomateiro, em cultivares de tomate industrial e ensaio em condi¢des de
casa-de-vegetacdo; e e) avaliar os efeitos benéficos de Bacillus spp. em plantas de duas
cultivares de tomate industrial.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma dicotiledénea pertencente a familia
Solanaceae, assim como outras espécies de grande interesse como a batata, berinjela, jilo,
piment&o e pimentas (GERSZBERG et al., 2015). E a hortalica mais popular e esta inserida na
culinaria de muitos povos de diferentes regides do mundo. Seus frutos séo versateis quanto ao
modo de consumo, seja in natura em diferentes pratos, como processados pela industria para
producdo de diferentes derivados como extratos, molhos e sucos de tomate, ou ingrediente de
varios produtos industrializados como condimentos, embutidos e sopas (CONSUEGRA et al.,
2000; NAIKA et al., 2006; PERALTA et al., 2006).

Os principais produtores mundiais de tomate s&o a China seguido da India, Turquia e
Estados Unidos. O Brasil ocupa a 10% posi¢do, com uma area de aproximadamente 54,2 mil
hectares para producdo de tomate de mesa e industria. A produgdo de tomate nacional é
estimada em 3.886.009 toneladas e a produtividade média é de 71,60 t/ha. Dentro do Brasil os
maiores produtores sdo o Estado de Goias, cuja producdo é voltada essencialmente para a
agroindustria, seguido de Sdo Paulo e Minas Gerais. O Estado do Rio de Janeiro ocupa a 52
posic¢do no ranking de producéo nacional, destinada predominantemente ao mercado de frutos
in natura (SANTOS et al., 2022). Cerca de 37% da producdo nacional de tomate ¢é destinada a
indUstria e o custo de producédo neste caso pode ser até 80% mais baixo (ORSI, 2022).

Embora o tomateiro seja uma planta naturalmente perene, é cultivada como anual e pode
gerar altos rendimentos, o que aumenta o interesse por parte dos agricultores em seu cultivo
(KAUL, 1991; NAIKA et al., 2006). A producdo de tomate no Brasil é uma importante fonte
de renda e ocupacdo da méo de obra rural, tanto no segmento in natura quanto na producéo de
tomate para industria. A producdo de tomate de mesa demanda grande contingente de méo de
obra durante todo o ciclo até a comercializagdo. O tomate industrial, por sua vez, caracteriza-
se pela alta mecanizacdo, mas demanda mao de obra na fase de processamento
(REIFSCHNEIDER et al., 2015).

Os relatos de diferentes autores apontam ser o tomateiro originario dos Andes, mais
especificamente da regido que abrange parte do Peru, Chile, Equador e llhas Galapagos (DE
CANDOLLE, 1886; PERALTA et al., 2006), a partir de onde foi levado e difundido para toda
a América tropical pelas civilizagbes que antecederam a dos Incas, Maias e Astecas. Os relatos
também apontam que a espécie foi domesticada no México, que é reportado como centro de
diversificacdo do tomateiro e de origem da espécie hoje cultivada. Do México, o tomateiro foi
levado pelos espanhdis para a Europa, mas foi inicialmente rejeitada pelos europeus pois foi
associada a mandragora, solanacea toxica e com altos teores de alcaléide (CAMARGO et al.,
2006). O fruto passou a ter maior importancia pois foi incorporado a algumas receitas na Italia
(CONSUEGRA et al., 2000). A partir dai a cultura foi difundida para todo o mundo de tal forma
a se tornar uma hortalica cosmopolita. No Brasil, provavelmente, o tomateiro foi introduzido
no inicio do século XX pelos portugueses, mas somente a partir da chegada dos imigrantes
italianos e alemaes passou a ter importancia econémica (DA SILVA &BRITTO GIORDANO,
2000).

2.2 Murcha-de-fusario do tomateiro

Dentre as diferentes enfermidades que podem causar severas perdas a cultura do
tomateiro esta a murcha-de-fusario, causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersicum (Scc.)
Snyder e Hansen (Fol) (FILGUEIRA, 2003; PEREIRA & PINHEIRO, 2014) pertencente ao
reino Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia
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Nectriaceae. Em funcdo das variacbes na habilidade patogénica, apesar da semelhanca
morfologica, a espécie F. oxysporum € também subdividida em nivel infraespecifico em
distintas formae speciales (f. sp.) em funcdo da habilidade de infectar diferentes espécies
hospedeiras, sendo a patogénica ao tomateiro identificada como F. oxysporum f. sp. lycopersici
(JONES & WOLTZ, 1968; CORRELL et al., 1991). F. oxysporum f.sp. lycopersici apresenta,
ainda, especificidade fisiologica a distintas variedades do tomateiro portadoras de distintos
genes “I" de resisténcia que conferem resisténcia aos distintos genes Avr de avirulécia do
patogeno. Até entdo ja foram identificadas trés racas fisiologicas do patogeno, racas 1, 2 e 3,
diferenciaveis pela capacidade de infectar plantas com diferentes loci de resisténcia, conhecidas
como variedades diferenciadoras (REIS et al., 2005; SRINIVAS et al., 2019; Oliveira et al,
2021).

O fungo F. oxysporum é um patdgeno hemibiotrofico e com grande capacidade de
sobrevivéncia no solo, seja pela producdo de esporos de resisténcia, os clamiddsporos, como
pela atividade saprofitica. Morfologicamente, caracteriza-se pela produ¢do de macroconidios,
microconidios e clamiddsporos (MA et al., 2013) pela formacdo de esporoddquios pelo
agrupamento de conidiéforos (KUROZAWA & PAVAN, 2005). Os macroconidios sdo
hialinos, alantoides, com 2 a 4 septos, com paredes finas; 0os microconidios sdo hialinos,
elipticos podendo ter uma ou duas células; os clamiddosporos sdo estruturas de resisténcia
arredondadas que possuem uma a duas células com parede espessa e lisa (AGRIOS, 2005; MA
et al., 2013; PEREIRA & PINHEIRO, 2014).

O patdgeno penetra os tecidos da planta através do sistema radicular sendo este processo
facilitado pela presenca de ferimentos diversos, que podem ser causados pelos tratos culturais
e ataque de nematoides, bem como por aberturas naturais decorrentes da emissao de raizes
secundarias. Em seguida, infecta e coloniza os vasos do xilema obstruindo-os, em virtude da
proliferacdo de hifas e conidios do patégeno e da reacdo da planta com a formacédo de géis e
tiloses, e causando necroses pela producdo de toxinas (SRINIVAS et al., 2019). As toxinas
produzidas e a obstrucdo dos vasos do xilema levam a uma série de sintomas tipicos devido a
interrupcdo do fluxo normal de agua e nutrientes que consequentemente geram necrose dos
vasos, amarelecimento de folhas, murcha parcial e generalizada e morte das plantas em casos
mais severos (MCGOVERN, 2015).

A infecgdo, colonizacédo e desenvolvimento dos sintomas é caracterizado por uma serie
de eventos desde a germinacdo dos esporos, macro e microconidios e clamiddsporos, presentes
no solo ou substrato. A germinagdo destes esporos, estimulada pela liberacdo de exsudatos
radiculares, resulta na formacéo de hifas até a adesao a estrutura radicular da planta e formacéo
das hifas infectivas seguido de penetragdo através dos pélos radiculares e aberturas naturais ou
de ferimentos (BECKMAN, 1987; KUROZAWA & PAVAN, 2005), seguido de crescimento
das hifas nos espacos intercelulares do cortex da raiz até atingir o xilema. Uma vez atingido o
xilema, ocorre o crescimento micelial e esporulacdo do patdgeno e subsequente carreamento de
microconidios através do fluxo ascendente de agua e nutrientes (BECKMAN, 1987; SRINIVAS
et al., 2019). A colonizagéo do xilema com a produgéo de hifas e esporos e liberagdode toxinas
somado as respostas da planta, producao de géis e formacéo de tiloses, resultam na obstrucéo
dos vasos do xilema (SRINIVAS et al., 2019) e danos ao fluxo normal de &dgua e nutrientes.
Este processo resulta em uma série de respostas da planta que resultam em sintomastipicos como
necrose dos vasos, murcha temporaria, amarelecimento das folhas mais velhas, necrose das
margens do limbo foliar ou total, e murcha generalizada e morte da planta (MCGOVERN,
2015). O estresse hidrico e a deficiéncia nutricional resultantes levam ainda ao
subdesenvolvimento das plantas, aborto floral e maturagdo precoce dos frutos e morte das
plantas. Pode-se ainda observar atrofia e comprometimento das raizes e, com o tempo,
apodrecimento e morte da planta (SRINIVAS et al., 2019).



2.3 Epidemiologia e controle da murcha-de-fusario do tomateiro

Como a maioria das doencas causadas por patdégenos habitantes do solo, as plantas
sintomaticas distribuem-se em reboleiras nos diferentes talhdes ou areas da lavoura em funcéo
da localizac&o ou distribuicdo do in6culo do patégeno no solo (REIS & LOPES, 2007). A
introducao do patdgeno na area normalmente se da por meio de transplante de mudas infectadas
e uso de maquinas, implementos ou ferramentas contaminadas. A sua dispersdo, a pequenas e
médias distancias dentro das areas se da pelo carreamento ou arraste de solo, seja nas praticas
de cultivo, como pela erosdo ou arraste de poeira pelo vento (LOPES et al., 2003; KUROZAWA
& PAVAN, 2005; JOSH, 2018). A dispersao entre areas, ou a medias e longas distancias, ocorre
pelo compartilhamento de maquinas e implementos contaminados e pelo uso de sementes e
mudas infectadas.

O processo de infeccdo e colonizacdo é favorecido por temperaturas médias a altas para
a cultura - de 21° C a 33° C, com 6timo em cerca de 28° C (KUROZAWA & PAVAN, 2005;
SRINIVAS et al., 2019) e solos arenosos e acidos (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993; REIS &
LOPES, 2007). Ferimentos radiculares pelas capinas ou cultivo mecanicos e ataque de
nematdides fitoparasitas também favorecem o processo infeccioso (BECKMAN, 1987; LOPES
etal., 2003).

Ao longo do ciclo do tomateiro, a dispersdo do patégeno entre plantas é restrita e a
intensidade da doenca correlaciona-se diretamente com a quantidade e distribuicdo inicial do
indculo, condigdes de ambiente e nivel de resisténcia da cultivar plantada (GOSME & LUCAS,
2009; MCGOVERN, 2015). Desta forma, o seu controle deve ser baseado em um conjunto de
medidas e praticas preventivas classificadas como controle cultural, fisico e genético. O
controle quimico apresenta aplicacdo restrita para a murcha de fusarium (BORRERO et al.,
2004).

2.3.1. Controle cultural

O controle cultural de doencas busca favorecer o desenvolvimento do hospedeiro em
detrimento ao do patdgeno através do manejo do solo e das condi¢des de cultivo antes, durante
e pos-implantacdo da cultura (MIZUBUTI & MAFFIA, 2013). O controle cultural engloba,
sobretudo, praticas de carater preventivo ou profilaticas elaboradas com base no conhecimento
do ciclo de vida do patdgeno, da cultura e da dindmica da doenca e que visam restringir a
introducédo do patégeno na area e, uma vez introduzido, limitar a sua dispersao e/ou suprimir a
atividade do patogeno e/ou restringir o processo de infeccdo e colonizacdo (PALTI, 1981;
MIZUBUTI & MAFFIA, 2013). Por ser um patdgeno com grande habilidade de sobrevivéncia
no solo, uma vez introduzido, sua erradicacao é dificil (SRINIVAS et al., 2019).

Dentre as medidas preventivas mais importantes estdo a aquisicdo de material
propagativo sadio (MCGOVERN, 2015); uso de maquinas, implementos e ferramentas limpos
e sem riscos de transporte do patdgeno; reducdo da movimentacdo de maquinas e o
revolvimento do solo, especialmente de areas contaminadas, e adogdo de praticas de
conservacdo de solo visando minimizar os processos erosivos (VASQUEZ-RAMIREZ &
CASTANO-ZAPATA, 2017). A identificacdo precoce e a remocéo de plantas infectadas ao
longo do ciclo e; a destruicdo/remocéo dos restos culturais ao final do ciclo da cultura e o pousio
ou rotagdo com espécies ndo hospedeiras, até novo plantio da cultura, devem ser observados
visando reduzir o potencial de in6culo no solo (AJILOGBA & BABALOLA, 2013). A adogéo
de sistemas de irrigagdo por gotejamento ou microaspersao em relagdo ao de asperséo ou sulco
também € preconizada sob a justificativa de se reduzir o impacto de gotas d’agua no solo € o
arraste de particulas e assim a dispersdo de in6culo (VASQUEZ-RAMIREZ & CASTANO-
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ZAPATA, 2017). No entanto, Lopes et al. (2006) alertam para eventuais efeitos adversos
devido a saturacdo temporaria no solo em contato com o gotejador o que favoreceria o
crescimento mais localizado das raizes.

Além destes pontos, as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo também séo
fatores relacionados ao maior ou menor desenvolvimento da doenca e o manejo do solo e de
sua fertilidade estdo entre as estratégias preconizadas para o controle da doenca. A correcéo da
acidez com elevacéo do pH para 5,5-6,0, 0 uso correto de adubos nitrogenados, com aplicagéo
de fontes & base de N-NOs" em relagdo a N-NHs" (CARVALHO et al., 2005) e o fornecimento
de Calcio (Ca) podem contribuir para a reducdo das taxas de infeccdo do tomateiro pelo
patégeno (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993; MICHEREFF et al.,2005).

2.3.2. Controle fisico

Embora ndo seja utilizado em escala, o controle fisico, que inclui a utilizacdo de energia
fisica, como calor e radiacdo para eliminar patdgenos de partes vegetais ou de substratos,
também é citado como estratégia para controle da doenca (MICHEREFF et al., 2005;
MIZUBUTI & MAFFIA, 2013). Dentre os métodos fisico citados para supressao do patdgeno
estdo o tratamento térmico via solarizagdo ou vaporizacao. A solarizacdo, procedimento mais
acessivel, ndo erradica o patdgeno do solo, mas reduz a sua populacao por inativacdo térmica o
que contribuiu para reducdo da severidade da doenca e melhoria do crescimento da planta
(MONTEALEGRE et al., 1997; IDANNOU, 2000; BARAKAT & AL-MASRI, 2012) pela
reducdo da densidade de esporos viaveis de Fusarium spp. nas camadas superficiais do solo. A
vaporizacao, apesar de citada por Jones e Woltz (1968) e por Weststeijn (1973), ndo tem sido
reportada em trabalhos mais recentes para o controle da murcha de fusarium, provavelmente,
por possuirem algumas limitacBes. A vaporizacdo exige equipamentos, eletricidade, agua,
gerando maiores gastos (JONES & WOLTZ, 1968). A solarizacdo, por sua vez, exige a
aquisicdo de lonas, depende do clima e da incidéncia dos raios solares e requer um periodo
maior de aplicagdo (IOANNOU, 2000).

2.3.3. Controle quimico

O controle quimico de doencas de plantas é feito atraves da utilizacdo de agroguimicos,
ou pesticidas como os fungicidas, bactericidas e nematicidas, e 0s inseticidas e acaricidas
devido ao seu efeito indireto através do controle de vetores de virus (MICHEREFF, 2001).

O controle quimico de doencas causadas por patdgenos de solo pode ser visto como uma
acdo preventiva visando a reducdo do inéculo inicial no solo ou substrato por meio da aplicacdo
de sanitizantes ou da fumigac&o utilizando-se os produtos volateis (VASQUEZ-RAMIREZ &
CASTANO-ZAPATA, 2017). Como Fol possui grande capacidade de sobrevivéncia, a
desinfestacdo de todos as superficies em que 0 patdgeno possa se instalar, como sementes de
tomate, ferramentas de manejo da lavoura, vasos e estacas sdo Uteis. Neste conjunto s&o
utilizados produtos como NaOCl, H202, Oz e amonia quaternaria (MCGOVERN, 2015).

A fumigagdo com brometo de metila foi muito utilizada nos Estados Unidos, Europa e
no Brasil, até o produto ser proibido (MCGOVERN, 2015). No Brasil, atualmente, o Unico
produto fumigante registrado para o controle de murcha de fusarium, pré-plantio, produto a
base de metam-sddico (AGROFIT, 2022). Fungicidas a base de procloraz e bromuconazol
demonstraram acgdo no controle da doenga desde que aplicados na fase inicial da doenca
(AMINI E SIDOVICH, 2010).No entanto, o uso de fungicidas e a utilizacdo da pratica de
fumigacédo do solo no manejo da murcha-de-fusario tem uma série de inconvenientes como o
alto custo, baixa eficiéncia, pressdo de selecdo que pode facilmente favorecer a selecdo de
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estirpes resistentes, aléem dos impactos negativos no ambiente pela ndo especificidade e
potencial poluente, dependendo da molécula (AGRIQOS, 2005; MCGOVERN, 2015; BAWA,
2016).

2.3.4. Controle genético

A resisténcia genética é a principal estratégia para o controle da maioria das doengas de
plantas devido ao fato de ser de baixo custo, de baixo impacto ambiental, simples e eficiente
em reduzir perdas causadas por varias doencas (FRY,1982; MIZUBUTI & MAFFIA, 2013). E
¢ uma das estratégias mais importantes para doencas como as murchas vasculares e viroses
devido a ndo ou pouca disponibilidade de outros meios de controle eficientes (FRY, 1982). A
planta resistente possui ou produz mecanismos fisicos ou quimicos de restricdo ao processo de
infeccdo e colonizacdo pelo patdgeno e, consequentemente, de desenvolvimento da doenca
(FRY, 1982).

Dentre os dois tipos classicos de resisténcia de plantas definidos por Van der Plank

(1963), resisténcia horizontal (RH) e resisténcia vertical (RV), a segunda tem sido a mais
explorada para o desenvolvimento de cultivares de tomateiro resistentes a murcha de fusarium.
Estas cultivares tem sido obtidas pela introgressdo de genes de resisténcia, simples e raca
especificos, em cultivares comerciais (REIS et al., 2004b). Até entdo, somente foram
identificadas trés racas de Fol, as racas 1, 2 e 3. Os genes que controlam a resisténcia do
tomateiro a Fol sdo raca especificos e denominados I-genes: I-1 controla a resisténcia a raca 1;
I-2 controla a resisténcia a raca 2; 1-3 controla a resisténcia a raca 3, enquanto 1-7 é efetivo no
controle de todas as racas. Estes I-genes foram encontrados em acessos de outras espécies do
género Solanum: I-1 em S. pimpinellifolium; I-2 em um hibrido natural entre S. lycopersicum x
S. pimpinellifolium; -3 e I-7 em S. pennellii (NOGUEZ & TOKESHI, 1974; REIS et al., 2004a;
SAIN & REP, 2015; GONZALEZ-CENDALES et al., 2016; Jl et al.,
2018). A resisténcia conferida segue o padrdo da interacdo gene a gene (FLOR, 1956), onde 0s
genes | de imunidade interagem com genes Avr de aviruléncia do patdgeno (BIJU et al., 2017).
Ou seja, os genes I-1, 1-2 e I-3, conferem resisténcia especifica as racas 1, 2 e 3 de Fol,
respectivamente, portadoras respectivamente dos genes AVR1, AVR2, AVR3 (MA et al.,
2013). A utilizagdo de cultivares de tomateiro resistentes a murcha de fusarium somente é
eficiente se a cultivar plantada possuir o(s) gene(s) de resisténcia a(s) raca(s) de Fol presentes
na area de cultivo (REIS et al., 2004a).

O gene I-1 foi introduzido em variedades comerciais de tomateiro o que resultou em
controle satisfatério da doenca até o aparecimento da raca 2 nos Estados Unidos, em 1945
(ALEXANDER & TUCKER, 1945). O controle da doenca, causada por esta nova raca foi
possivel gracas a identificacdo e incorporagdo em novas cultivares do gene 1-2 (NOGUEZ &
TOKESHI, 1974; REIS et al., 2004a). A partir do surgimento na Austrélia em 1978 e posterior
dispersédo da raga 3, genes de resisténcia a esta raga passaram a ser pesquisados e incorparados
em novas cultivares. Esta raga é de introdugdo mais recente no Brasil, relatada pela primeira
vez em Venda Nova do Imigrante, ES, por Reis et al. (2005), mas vem sendo gradativamente
observada em varios outros municipios produtores de tomate como nos estados do Rio de
Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007; OLIVEIRA et al., 2021); Bahia (BARBOZA et al., 2013),
Minas Gerais (GONCALVES et al., 2013), Goias, Sdo Paulo, Ceara (GONCALVES et al.,
2021). A raga 3 de Fol foi detectada e relatada em &reas de producdo de tomate para industria
em Juvenilia - MG, ja que anteriormente, a murcha de fusarium havia sido pouco relatada nestas
cultivares. E embora o uso de cultivares resistentes a raca 3 de Fol venha crescendo em areas



de producdo de tomate de mesa no Brasil, 0 mesmo ndo acontece para o segmento de tomate
industrial (TREICHEL, 2016; GONCALVES et al., 2021).

2.3.5. Controle bioldgico

O controle biol6gico de doencas de plantas, feito por meio de microrganismos que atuam
por meio de um ou mais mecanismos de biocontrole, tem sido investigado como uma alternativa
aos outros métodos de controle. Estes agentes incluem fungos e bactérias (MCGOVERN, 2015)
e 0s mecanismos envolvidos no controle sdo: antibiose, competicdo, parasitismo, inducdo de
resisténcia no hospedeiro, hipoviruléncia, dentre outros (LEMANCEAU et al., 1993; FUCHS
etal., 1997; DUIJFF et al.,1998; PATEL & SARAF, 2017).

A grande diversidade de mecanismos de ac&o e 0 menor impacto ambiental sdo algumas
das vantagens do controle bioldgico em relacdo a controle quimico (CAWOY et al., 2011).
Além disso, os agentes de biocontrole podem ser utilizados individualmente ou dentro de
programas de manejo integrado, sendo aplicados simultaneamente ou em rotacdo com outros
produtos de controle, quando compativeis (ROMERO et al., 2007). Além dos efeitos diretos
sobre os fitopatdgenos (CAWOY et al., 2011), alguns destes bioagentes podem ter efeitos
benéficos adicionais na nutricdo e promocdo de crescimento das plantas, contribuindo
indiretamente no controle das doencas e na reducdo dos danos a fatores de stress
(OLANREWAJU et al., 2017).

Dentre os agentes de biocontrole que tem se mostrado eficientes no controle da murcha
de fusarium do tomateiro estdo: estirpes avirulentas de F. oxysporum que podem ter efeito
antagénico contra diversas estirpes patogénicas de Fol (ALABOUVETTE et al., 1996, SILVA
& BETTIOL, 2005); estirpes de Trichoderma harzianum e de T. asperellum quetem sido
associadas a reducdo da incidéncia da murcha de fusarium do tomateiro e ao aumentodo
crescimento e acumulo de biomassa da planta (SUNDARAMOORTHY & BALABASKAR,
2013; PATEL & SARAF, 2017); Penicillium oxalicum por inducéo de resisténcia (DE CAL et
al., 1997). No caso de bactérias, sdo citadas Bacillus subtilis, B. circulans, B. cereus, B.
megaterium (CARRER FILHO et al.,, 2015; ROCHA et al., 2017; JANGIR et al., 2018;
MEDEIROS & BETTIOL, 2021) e Pseudomonas spp. (DUIJFF et al., 1998; ASHA &
NIRANJANA, 2011). A utilizacdo de diferentes microrganismos antagonistas em associacdo
pode otimizar o controle biolégico da murcha-de-fusario do tomateiro em comparagdo a
utilizacdo de organismos isolados. Por exemplo, a associacdo de estirpes ndo patogénicas de F.
oxysporum com estirpes de P. fluorescens é mais eficiente no controle da murcha de fusarium
que o uso apenas de P. fluorescens (ALABOUVETTE et al., 1993). Este efeito,porém, nem
sempre é observado (LARKIN & FRAVEL, 1998). Segundo estes autores, acombinacao
de isolados de Fusarium, estirpes bacterianas e Gliocladium spp., ndo melhoraramo nivel de
controle quando comparando a a¢do individual de estirpe avirulenta de F. oxysporum.No mundo
ja existem formulagdes de biocontrole registrados para controle da murcha de fusarium do
tomateiro desde 1998, alguns sdo o SoilGard® e RootShield®, compostos de Gliocladium virens
e T. harzianum respectivamente (LARKIN & FRAVEL, 1998). No Brasil o registro é mais
recente e os produtos liberados sdo Powerfung® (T. asperellum), Serenade® (B. subtilis
linhagem QST 713), Trianum DS® (T. harzianum), Trichotrix® (T. asperellum) e Walker® (T.
harzianum) (AGROFIT, 2022).

2.3.6. Bacillus spp. e controle bioldgico de doencas de plantas



Dentre 0s microrganismos potenciais para o0 biocontrole estdo as bactérias do género
Bacillus - bactérias em formato de bastonetes, Gram-positiva e que formam enddsporos
(HARWOOD et al.,, 2013; PRABHUKARTHIKEYAN, 2014). Essa espécie engloba
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCPs) e € um dos géneros bacterianos mais
estudados como agentes de biocontrole bacterianos além de compor muitos produtos de
biocontrole atualmente disponiveis (ONGENA et al., 2007; CAWOQY et al., 2011; BI1ZOS et al,
2020; OLANREWAJU et al., 2017).

Diversas caracteristicas valiosas destacam Bacillus spp. como eficientes agentes
antimicrobianos: possuem uma grande diversidade genética e podem ser encontrados em nichos
ecologicos distintos; sdo organismos anaerobios facultativos e por isso, podem sobreviver
mesmo na auséncia de oxigénio (CAWOY et al., 2011); produzem enddsporos que garantem a
sobrevivéncia deste microrganismo no solo (ROMERO et al., 2007); possuem uma série de
mecanismos de ac¢do no controle de doencas. Essas caracteristicas conferem as espécies de
Bacillus capacidade de colonizacdo do solo em diversas condi¢cfes (ONGENA et al., 2007). A
producdo de esporos favorece a utilizacdo de espécies de Bacillus no preparo de formulacdes
comerciais de biocontrole. Pois, além de garantir maior vida Gtil ao produto, garante também
uma maior flexibilizacdo quanto as condi¢Ges de armazenagem do produto (ONGENA et al.,
2007; CAWOY etal., 2011).

Espécies de Bacillus podem atuar diretamente, por meio da competicdo por
nicho/substrato e antibiose, ou indiretamente induzindo resisténcia sistémica no hospedeiro
(ONGENA et al., 2007; LANNA FILHO et al, 2010). A antibiose € relatada como um dos
principais mecanismos envolvidos na supressao de doencas por Bacillus spp. que se destacam
por sua producdo de compostos com atividade inibitoria, como os bioativos zwittermicina,
kanosamine, bacillaeno, lantibidticos e lipopeptideos e as enzimas degradadoras da parede
celular, quitinases e glucanases (CAWOY et al., 2011).

Bacillus spp. possuem caracteristicas que as tornam potencialmente competitivas. No
entanto, existem pouca evidéncia cientifica que destaque a magnitude da competicdo na
supressdo de doencas por esta bactéria (CAWOY et al., 2011). Porém, estudos recentes ja
destacam a atuacéo de Bacillus spp. na producdo de compostos envolvidos na competicdo por
Fe, os siderdforos, que reduzem a disponibilidade deste nutriente para os fitopatdgenos
(BENEDUZI et al., 2012).

Algumas estirpes de Bacillus spp. podem ainda estimular mecanismos de defesa das
plantasa fitopatdgenos. A ativacdo destes mecanismos gera uma série de respostas fisioldgicas
nas plantas que culminam em uma reducdo significativa do processo de infec¢do (KLOEPPER
et al, 2004; ONGENA et al, 2007).

2.3.6.1 Bacillus endofiticos no controle biolégico de murcha de fusarium do tomateiro

Os organismos endofiticos englobam uma série de microrganismos endossimbiontes
que vivem no interior dos tecidos das plantas sem causar danos, mas com potencial efeito na
supressdo de doencas e na promocgdo do crescimento das plantas (ARNOLD & LUTZONI,
2007; KHAN et al., 2015). Devido a esta capacidade, estes organismos tém sido bastante
estudados visando a sua aplicagéo na agricultura.

A utilizacdo de Bacillus endofiticos tem sido estudada e apontada como potencialmente
eficiente no controle de Fol. Shahzad et al. (2017) demonstraram o papel de B.
amyloliquefaciens RWL-1, isolados de sementes de arroz, na reducéo da severidade da murcha-
de-fusario e na promogdo do crescimento do tomateiro. Este efeito foi associado a indugéo da
resisténcia das plantas ao patdgeno e a producéo de acidos organicos, regulagcdo de aminoacidos
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e modulacdo hormonal. Rocha et al. (2017) também citam efeito antagonista decorrente da
atividade proteolitica ou celulolitica de estirpes de Bacillus spp., isoladas de tomateiro, as racas
1, 2 e 3 de Fol. No ensaio in vivo ainda foi possivel selecionar pelo menos duas estirpes
bacterianas potenciais para o controle de cada uma das trés racas testadas. Além disto, muitas
das estirpes bacterianas testadas promoveram crescimento nas plantas de cultivares de
tomateiro em que foram inoculadas. Em um ensaio in vitro, Elanchezhiyan et al. (2018)
observaram um aumento no vigor das plantulas provenientes de sementes de tomate tratadas
com suspensdo de B. amyloliquefaciens FZB 24, indicando uma atividade promotora do
crescimento. Essa estirpe se destacou em relacédo a outros isolados nos ensaios de controle in
vitro de Fol, e ainda na producéo de antibidticos peptidicos e por isso foi levada para um teste
in vivo em casa de vegetacdo, onde novamente demonstrou desempenho superior quando
comparada ao controle, que eram plantas tratadas ou ndo com carbendazim. As plantas tratadas
com o bioinoculante FZB 24, apresentarm menor incidéncia de murcha e maior crescimento
vegetal. Posteriormente, ensaios mostraram a producdo de enzimas envolvidas na expressao
génica relacionada a atividade de defesa da planta, indicando uma possivel atuacdo de
lipopeptideos como elicitores da resisténcia sistémica da planta, embora estes também possam
ter atuado a partir da antibiose direta.

As estirpes SV39, SV41, SV44, SV65 e SV104 de Bacillus spp. testadas por Abdallah
et al. (2017) inibiram significativamente o crescimento de conidios e o didmetro das col6nias
de Fol in vitro, quando comparados aos controles. Em casa de vegetacdo todas as estirpes
testadas resultaram em reducdo significativa na severidade da murcha de fusarium, além de
proporcionarem acréscimos no crescimento do tomateiro, quando comparados ao controle. A
atividade antagbnica foi associada a produgdo de quitinases e lipopetideos pelas estirpes
bacterianas.

2.3.6.2 Peptideos antimicrobianos produzidos por Bacillus sp.

Como ja mencionado, Bacillus spp. produzem variados compostos bioativos com
potencial no controle bioldgico, como enzimas hidroliticas, bacteriocinas, &cidos organicos, e
0s compostos peptidicos, destacados por Cawoy et al. (2011) como a classe predominante de
compostos antimicrobianos produzidos por estas espécies. Neste grupo estdo incluidos os
lipopeptideos e siderdforos, que sdo sintetizados por um complexo de enzimas modulares
chamado de sintetases de peptideos ndo ribossomais (NPRS) e por sintases de policetideos
(PKS) (CROSA e WALSH, 2002; ONGENA & JACQUES, 2008).

Os lipopeptideos séo peptideos de baixo peso molecular que exibem uma ampla acéo

antimicrobiana, atuando com propriedades surfactantes (ONGENA & JACQUES, 2008).
Dentre os mais importantes no biocontrole de patdgenos estdo surfactina, iturina e fengicina.
Os lipopeptideos podem atuar indiretamente via inducgdo de resisténcia na planta hospedeira,

como demonstrado por Ongena et al. (2007), ou com efeito direto aos fitopatdgenos,
danificando suas membranas biolégicas como apontado por Romero et al. (2007). Além disso,
esses compostos podem estar envolvidos na formagdo de biofilmes por Bacillus spp. nas
superficies radiculares e do solo, e na motilidade destas bactérias no solo, influenciando
diretamente na capacidade de colonizacao nas raizes e no solo (ONGENA & JACQUES, 2008).

Os siderdforos sdo compostos quelantes com baixa massa molecular, produzidos por
alguns microrganismos principalmente sob condi¢des limitantes de Fe (SCHWYN &
NEILANDS, 1987), pois permitem ao microrganismo produtor, acessar varias fontes de Fe,
conferindo a este uma vantagem competitiva (BENEDUZI et al., 2012). Estes compostos



também sdo fontes de Fe para as raizes vegetais, que podem absorver complexos férricos de
sideroforos, e por isso, atuam também na promocéo de crescimento vegetal (YU et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Para selecionar microorganismos eficientes no controle biolégico de murcha de
fusarium em tomate industrial, uma série de etapas foram realizadas visando triar, caracterizar
e identificar estirpes com potencial agdo antagonista.

3.1 Obtencéo dos microrganismos
3.1.1. Obtencao dos isolados de Bacillus sp.

Utilizaram-se isolados de Bacillus spp. preservados no Laboratério de Genética e
Bioquimica da Embrapa Agrobiologia. Estes isolados sdo provenientes de areas cultivadas com
tomateiro no municipio de Nova Friburgo (RJ) contaminadas com F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol) (Rocha etal., 2017). Desta colecdo, selecionaram-se aleatoriamente 52estirpes
representativas de diferentes locais de coleta e localizacdo na planta (Tabela 1).

Os isolados das respectivas estirpes bacterianas, preservados em tubos com glicerol,
foram repicados para meio Luria Bertani Miller liquido (LB - Kasvi®), e incubados sob agitacio
em cdmara incubadora com agitacdo orbital (shaker) a 30°C por 24 horas. Em seguida, as
culturas foram riscadas em placas de Petri contendo meio LB solido (Kasvi®, 15g/L de agar) e
incubadas a 30°C em estufa, durante 24 horas. As culturas obtidas foram analisadas e aquelas
que apresentaram caracteristicas morfolégicas tipicas de Bacillus sp. foram selecionadas.
Destas, 47 identificadas como compativeis morfologicamente com a descrigdo de Bacillus sp.,
com excessdo das estirpes 49, 56, 82, 105 e 156, foram transferidas para tubos de ensaio com
tampa rosqueavel contendo meio LB solido e, em seguida, preservadas sob camada de 6leo
mineral, para serem utilizadas nas etapas posteriores do trabalho (Tabela 1). As estirpes foram
renomeadas para DEST e a sequéncia numérica apresentada a seguir.
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Tabelal. Origem de isolados de Bacillus spp. obtidos de plantas de tomateiro coletadas em
lavouras no municipio de Nova Friburgo, RJ.

Informacdes sobre a planta e

Isolados da parteaérea Isolados da raiz
local de coleta

Planta assintomatica, Serra Velha 5,6, 7, 9, 19, 34, 38,41, 44 23, 30, 31, 46, 49, 50

Planta assintomatica, Rio Grande 53, 55, 56,78, 82, 83, 85 59, 60, 61, 63, 66, 99,

105, 112
Planta assintomatica, Local 118, 121, 123, 128, 132 136, 138, 139, 142
indefinido
Planta necrosada, 149 152, 164,169, 170, 176, 181, 182, 183 186,
Local indefinido 172, 174 189

3.1.2. Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Utilizaram-se isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici mantidos no Laboratdrio de
Epidemiologia e Patologia de Sementes (LabEPS) do Departamento de Fitotecnia, Instituto de
Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Tabela 2). Os referidos
isolados sdo oriundos de Nova Friburgo (OLIVEIRA et al., 2021) e Paty de Alferes - Rio de
Janeiro (COSTA LISBOA, nédo publicado) (Tabela 2). Os isolados provenientes de Nova
Friburgo sdo da raca 3 do patdgeno e estavam preservados em tubos contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA) e 6leo mineral. Paracada ensaio, foram recuperados a partir de repiques
para placas de Petri contendo meio BDA (Kasvi®), mantidos em camara de crescimento (BOD)
a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante 7 a 14 dias.

Os isolados oriundos do municipio de Paty de Alferes, RJ, foram obtidos a partir de
isolamentos feitos de tecidos infectados de plantas de tomateiro. Para isolamento, coletaram-se
fragmentos do xilema, seguindo-se de assepsia em alcool 70% por trinta segundos e em
hipoclorito de sodio (1%) por trés minutos (ALFENAS et al., 2006). Posteriormente 0s
fragmentos foram lavados com agua destilada esterilizada e transferidos para placas de Petri
contendo meio BDA, que foram incubadas em BOD a 28°C, fotoperiodo de 12 horas. Apds 14
dias, foram analisados quanto as caracteristicas morfologicas das coldnias, das hifas, de
clamiddsporos e dos macro e microconidios ap0s observacdo sob microscopio oOptico. Em
seguida, as culturas identificadas como sendo compativeis com a descricdo para Fol
(MANIKANDAN et al, 2018) foram pré-selecionados e repicados para tubos de ensaio e
armazenados sob refrigeracdo a 4°C em geladeira.

Tabela 2. Relacdo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici com respectivos
codigos de identificacdo, local de coleta e data das coletas.
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Ordem Cadigo do isolado Regido de coleta Data da coleta

1 FUS 1302 Nova Friburgo-RJ 2014
2 FUS 1405 Nova Friburgo-RJ 2014
3 FUS 2903 Nova Friburgo-RJ 2014
4 FUS 3302 Nova Friburgo 2014
5 FUS 08.2 Paty de Alferes-RJ 2019
6 FUS 02.4 Paty de Alferes-RJ 2019
7 FUS 04.1 Paty de Alferes-RJ 2019
8 FUS 03.1 Paty de Alferes-RJ 2019
9 FUS 02.3 Paty de Alferes-RJ 2019
10 FUS 07.2 Paty de Alferes-RJ 2019
11 FUS 05.2 Paty de Alferes-RJ 2019
12 FUS 152/12 Nova Friburgo-RJ 2014

3.2 Caracterizacdo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici quanto a
patogenicidade

Para confirmar a patogenicidade dos isolados de Fol, sementes de tomateiro das
cultivares Clause HM7885 e Heinz 9553 foram semeadas em bandejas de polietileno contendo
substrato CarolinaSoil® Hortalicas, seguido de desbaste visando manter uma muda por célula.
Quando as mudas apresentavam de 2 a 3 pares de folhas definitivas, foram removidas e lavadas
para remoc¢do do substrato aderido as raizes, seccionadas a cerca de 1,0 cm da proximidade
distal e deixadas em repouso por 10 minutos sobre folhas de papel toalha visando um leve
estresse hidrico. Posteriormente, sete mudas de cada cultivar foram inoculadas com os
isoladosdo patégeno apresentados na Tabela 2 (exceto FUS 1302 que perdeu a capacidade de
crescimento em meio BDA ao longo dos experimentos e foi descartado), mais um tratamento
testemunha.

Utilizaram-se suspensdes de conidios, preparadas a partir das culturas dos respectivos
isolados, cultivados em placas de Petri contendo o meio BDA em BOD a 27°C e 12 horas de
fotoperiodo por 14 dias. Para preparo da suspensdo de conidios, adicionou-se agua destilada
esterililizada as respectivas placas seguido de raspagem com o auxilio de um pincel de cerdas
macias, previamente esterilizados. Em seguida, transferiram-se as suspensdes para um béquer
de 500 mL. Apos filtragem em gaze esterilizada, contabilizou-se o nimero de esporos em
camara de Neubauer visando o ajuste da concentragdo para 1,0 x 10 microconidios mL™2. A
inoculacdo foi feita por meio de submerséo das raizes das mudas nas respectivas suspensdes de
conidios onde permaneceram por vinte minutos. As plantas testemunhas foram inoculadas com
agua destilada esterilizada. Em seguida, as mudas foram transplantadas para tubetes de
polietileno (100 cm3) contendo substrato Multiplant® Hortalicas.

As mudas inoculadas foram mantidas em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ, no més de fevereiro de 2021. Aos 21 dias ap0s a inoculagédo, as mudas foram
avaliadas visualmente visando identificar sintomas indicativos de murcha-de-fusario e, em
seguida arrancadas para avaliagdo da presenca de necrose nos vasos do xilema, medicéo da
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extensdo da necrose (EN) e da altura total da haste (AH). Com base nestas medidas, calculou-
se a porcentagem de infeccdo vascular (PIV%) pela relagdo (EN/AH) * 100 (CARVALHO et
al., 2005). Determinaram-se, ainda, a incidéncia de mudas infectadas, o tempo para o
aparecimento de sintomas e a severidade da doenca utilizando-se escalas de Reis et al. (2004b),
adaptada de Santos (1997). Com base nos resultados, selecionaram-se os isolados de Fol e a
cultivar a serem utilizados nos ensaios seguintes.

Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados com sete repetices, sendo cada
planta uma repeticdo. Os dados referentes a altura das plantas, considerando-se as cultivares
isoladamente, foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas por meio do teste de Tukey
a 5% de probabilidade (p<0,05). Realizou-se, ainda, analise de correlacdo entre a massa fresca
da parte aérea e a porcentagem de infeccdo vascular. A analise estatistica e a correlacéo foram
realizadas por meio do software RStudio.

3.3  Selecdo de isolados de Bacillus com atividade antagbnica a Fusarium oxysporum f,
sp. lycopersici

Nesta etapa efetuaram-se testes in vitro com o confronto de 49 estirpes bacterianas x
quatro isolados de Fol. Esta etapa visou selecionar as estirpes promissoras para o controle da
doenca.

3.3.1. Pré-selecdo das estirpes bacterianas com atividade antagdnica pelo método de
estrias paralelas

O teste de antagonismo in vitro de estirpes bacterianas x Fol foi feito em placas de Petri
contendo o meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) segundo o método descrito em Rocha et al.
(2017).

As 47 estirpes de Bacillus (Tabela 1) foram cultivadas em placas de Petri contendo meio
BDA (Himedia®) sob temperatura de 30°C por 24 horas. Em seguida, foram repicadas para
tubos de ensaio contendo o meio LB liquido (Kasvi®) e incubadas novamente nas mesmas
condigdes anteriores.

Quatro isolados de Fol (FUS 3302, FUS 2903, FUS 1405 e FUS 1302), foram cultivados
em placas de Petri contendo meio BDA por sete dias, a 28°C e 12 horas de fotoperiodo. Estes
isolados, foram utilizados em primeiro momento pois ja estavam armazenados no laboratério.

Para o teste de confronto, aliquotas das respectivas culturas bacterianas foram
distribuidas em duas estrias, paralelas e equidistantes, a 1,5 cm da borda das placas de Petri (90
cm de diametro) contendo meio BDA. Em seguida, no centro de cada placa, entre as duas
estrias, depositou-se um disco de micélio (0,5 cm de diametro) daestirpe do patdgeno a ser
testado. As testemunhas constituiram-se de placas com estrias paralelas com meio LB liquido
estéril + disco micelial do patégeno no centro. Logo apds, as placas foram acondicionadas em
BOD, com temperatura regulada para 30°C onde foram mantidas por 6 dias. Em virtude do
grande ntmero inicial de isolados bacterianos, optou-se pelo teste simples sem repeticoes.

Ap0s seis dias de incubacdo, mediu-se o diametro, em duas posi¢des perpendiculares,
das coldnias do fungo utilizando-se um paquimetro digital. A atividade antagdnica ou inibitoria
foi determinada tendo como base o percentual de inibig&o relativa (IR) do crescimento micelial
da colbnia do patdgeno nos respectivos tratamentos em comparagdo com a testemunha - placas
com estrias riscadas a partir do meio LB + o isolado correspondente de Fol. Neste calculo,
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utilizou-se a relacdo entre a area da col6nia do patégeno na presenca e na auséncia da bactéria
em teste utilizando-se a formula de Menten et al. (1976):

1% ou IR = ((CPT-CPB)XCPT1)*100, onde:

1% ou IR = Percentual de inibicdo relativa

CPT= Crescimento do patégeno na placa testemunha

CPB= Crescimento do patdgeno na placa com a estirpe bacteriana em teste

As estirpes bacterianas que propiciaram mais de 50% de reducdo do crescimento
micelial de pelo menos um dos quatro isolados do patdgeno foram selecionadas para os testes
posteriores.

3.3.2. Teste de antagonismo in vitro pelo método de estrias paralelas

Os isolados FUS3302, FUS2903, FUS1405 e FUS04.1 do fitopatdgeno foram cultivados
em meio BDA a 28°C por sete dias. As oito estirpes pré-selecionadas de Bacillus (DEST 30,
DEST 31, DEST 38, DEST 60, DEST 78, DEST 83, DEST 132 e DEST 138) foram
cultivadas em tubos de ensaio contendo meio LB a 30°C durante 24 horas. Passado este tempo,
preparou-se suspensao bacteriana em meio LB para cada uma das estirpes a serem testadas e a
concentracdo ajustada pela densidade 6tica em espectrofotdmetro considerando-se DOsoo
(densidade otica) = 0,2. Em seguida, a suspensdo foi homogeneizada em agitador voértex e
riscadas sobre o meio BDA contido em placas de Petri (90 cm de didmetro), em duas estrias
paralelas equidistantes a 1,5 cm da borda das placas de Petri (90 cm de diametro) contendo
meio BDA. Entre estas duas estrias, no centro de cada placa, foram depositados discos de
micélio do isolado do patdégeno. O mesmo procedimento foi realizado em meio LB s6lido com
as estirpes fungicas FUS 3302, FUS 2903, FUS 1405.Como testemunhas, estrias paralelas de
meio LB liquido estéril foram riscadas nos dois meios testados + disco de micélio do patdgeno
no centro das placas. As placas foram incubadas a 30°C por 6 dias.

Apbs este periodo avaliou-se o crescimento do patégeno medindo-se o didmetro das
coldnias com um paquimetro digital, em dois sentidos perpendiculares. Com a média obtida,
calculou-se a area da colbnia do patdgeno. Em seguida, calculou-se o percentual de inibicdo
relativa (IR) do crescimento micelial pela formula de Menten et al. (1976), conforme descrito
no item 3.3.1.

O experimento foi conduzido em triplicata em delineamento inteiramente casualizado e
as meédias de crescimento micelial de Fol foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA),
e posteriormente comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do software estatistica
Rstudio.

3.4 Caracterizacao funcional, in vitro, de estirpes de Bacillus com ac¢do antagonista a
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

3.4.1. Atividade celulolitica

A atividade celulolitica das estirpes bacterianas foi avaliada pelo método de iodine,
descrito por Kasana et al. (2008). Cerca de 5,0 pL de cultura crescida em meio LB por 12 horas
(DOs0o = 0,2) foi distribuido em placas de Petri contendo meio agar CMC [0,2% de NaNOs,
0,1% de KyHPO4, 0,05% de MgSOs, 0,05% de KCI, 0,2% de CMC forma sodica
(carboximetilcelulose), 0,02% de peptona e 1,7% de agar], em trés séries (triplicata). As placas
contendo as bactérias foram incubadas a 28°C por 48 horas e, em seguida, inundadas com
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solucéo de iodine (2,0 g de KI, 1,0 g de iodo diluido em 300 mL de agua destilada) durante 3-
5 minutos. O excesso de solugdo foi drenado. A presenca de halo ao redor das col6nias
bacterianas sinalizou resultado positivo para a atividade celulolitica. O controle positivo para a
producdo de enzimas celulolitica foi a bactéria FORT 154 disponibilizada pelo laboratério de
Genética e Bioquimica da Embrapa Agrobiologia.

A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Hankin e Anagnostakis (1975),
através da relacéo entre o didmetro médio do halo de degradagao e o didmetro médio da col6nia,
consistindo no indice enzimatico (IE). O indice enzimatico foi calculado pela expressao:
didmetro médio do halo de hidrolise/didmetro médio da col6nia.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e as medias
submetidas a andlise de variancia (ANOVA), e posteriormente comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).

3.4.2 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das estirpes de Bacillus foi avaliada seguindo o protocolo
descrito por Saran et al. (2007). Ap0s cultivo por 24 horas em meio LB liquido (30° C),
tomaram-se 5 pL de suspenséo bacteriana (DOeoo = 0,2) que foram adicionados a 20 mL de
meio de cultura Agar Leite (20 g de 4gar dissolvidos em 200 mL de 4gua destilada; 20 g de leite
em pdé desnatado dissolvidos em 200 mL de &gua destilada e 600 mL de solugédo de K:HPO40,2
M, pH 7,0, ajustado com KOH - autoclavados separadamente antes do uso). As placas
inoculadas foram incubadas por dois dias a 30°C. A atividade proteolitica foi analisada com
base na presenca ou ndo de halo claro ao redor da colénia, sendo a presenca de halo indicativo
de resultado positivo para a sintese de enzimas proteoliticas. O controle positivo para a
producdo de enzimas celulolitica foi a bactéria FORT 154 cedida pelo laboratério de Genética
e Bioguimica da EMBRAPA Agrobiologia.

A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Hankin e Anagnostakis (1975),
através da relacéo entre o diametro médio do halo de degradacao e o didmetro médio da col6nia,
consistindo no indice enzimatico (IE). O indice enzimatico foi calculado pela expresséo:
didmetro médio do halo de hidrolise/didmetro médio da col6nia.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em triplicata
e as médias submetidas a analise de variancia (ANOVA) e, posteriormente, comparadas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.4.3 Atividade pectinolitica

A capacidade das estirpes bacterianas produzirem enzimas pectinoliticas foi mensurada
a partir da metologia descrita por Bibi et al. (2018). As bactérias foram crescidas em meio LB
liquido e 5 pl de suspensdo bacteriana com densidade otica ajustada (DOsoo = 0,2) foram
inoculados em placas de Petri contendo o meio de pectinase screening agar (NaNOs, 2 g/L;
KCI, 0,5¢/L; MgSQg4, 0,5 g/L; KoHPO4 1g/L; triptona, 0,5¢/L; agar, 20 g/L; pectina de macé,
10 g/L), em triplicata. Posteriormente, as placas foram acondicionadas em estufa a 30 °C, por
48 horas. Apds este periodo, as placas foram inundadas com solucéo de iodine (2,0 g de K1, 1,0
g de iodo diluido em 300 mL de agua destilada) durante 3-5 minutos. O excesso da solucéo foi
transferido para um béquer e a presenca de halo ao redor das coldnias sinalizou resultado
positivo para a producdo de pectinases. O controle positivo utilizado foi a bactéria CR25 da
espécie Bacillus subtilis (Laboratorio de Genética e Bioquimica - Embrapa Agrobiologia).
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A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Hankin e Anagnostakis (1975),
através da relacao entre o diametro medio do halo de degradacéo e o diametro médio da col6nia,
consistindo no indice enzimético (IE). O indice enzimético foi calculado pela expressao:
didmetro médio do halo de hidrélise/didmetro médio da coldnia.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticdes, e as médias submetidas a andlise de variancia (ANOVA), e posteriormente
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.4.4 Producao de &cido cianidrico (HCN)

A avaliacdo quanto a producdo de acido cianidrico foi feita utilizando-se o método
descrito por Mariano e Souza (2016). Os isolados bacterianos previamente crescidos em placas
de Petri a 30°C por 24 horas foram riscados em placas contendo o meio TrypticSoy Agar (TSA)
1/10, enriquecido com 4,4 g de glicina L. Posteriormente, foram colocados papel filtro em
formato circular impregnadas com solugdo de &cido picrico (2,5 g de acido picrico; 12,5 g de
Na.,COz; 1 L de agua destilada) nas tampas das placas de Petri. Entdo as placas foram seladas
com parafilme (Parafilm® M) e incubadas a 30°C por 48 horas. Como testemunha, ou controle
positivo, foi utilizada a bactéria Pseudomonas protegens estirpes PS4 e PS5 que sdo
provenientes da colecdo do Laboratorio de Genética e Bioquimica da Embrapa Agrobiologia.
A alteracdo na coloracdo do papel de filtro do amarelo para marrom-alaranjado e a alteracao da
coloracéo da cultura para creme-escura foi usada como indicativo de produgéo de HCN.

O ensaio foi realizado em triplicata. E como é um dado qualitativo, a modificacdo da
coloracdo do papel filtro de amarelo para marrom-alaranjado ja indicava a capacidade das
estirpes em produzir acido cianidrico.

3.4.5 Atividade quitinolitica

A atividade quitinolitica das estirpes de Bacillus foi verificada por meio da metodologia
descrita por Alexandre (2018). As bactérias foram crescidas em meio LB liquido e 5 pL
inoculados (DOeoo = 0,2) em placas de Petri contendo o meio de cultura com quitina coloidal
[0,6% de fosfato dissodico (Na2HPO.); 0,3% de fosfato de potéssio dibasico (KaHPO4); 0,1%
de cloreto de amo6nio (NH4Cl); 0,05% de cloreto de sédio (NaCl); 0,005% de extrato de
levedura; 1,5% de agar; 1% de quitina coloidal; e 0,001% do corante Calcofluor White M2R (1
g/L], emtriplicata. Posteriormente, as placas foram acondicionadas em estufa a 30 °C, por cinco
dias. Apds este periodo, a presenca de halos sob luz ultravioleta foi verificada por meio do
equipamento Minfralight®LampMultiband UV (254-366nm) que permite a observacgdo das
coldnias e halos de degradacdo de quitina. A bactéria Paenibacillus illinoisenses CB35
(Laboratorio de Genética e Bioquimica - Embrapa Agrobiologia) foi utilizada como controle
positivo do teste. A formacdo de halos de degradagdo ao redor das col6nias indica resultado
positivo para a producao de quitinases.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticdes, e as médias submetidas a andlise de variancia (ANOVA), e posteriormente
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.4.6 Producao de sideroforos

Para avaliar a producdo de sideroforos, foi utilizado o método de microplacadescrito por
Arorae Verma (2017) e O-CAS baseado na metodologia de Schwyn e Neilands (1987),adaptada
por Pérez-Miranda et al. (2007). Antes de iniciar ambos 0s ensaios, todas as vidrarias
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utilizadas passaram por tratamento com &cido cloridrico (HCI) a 10% para remocao do ferro
livre que poderia interferir nos resultados, sendo posteriormente lavadas comagua deionizada.

Para 0 método de microplaca as bactérias foram cultivadas sob agitagdo constante, em
meio LB liquido (Kasvi®), por 24 horas (30 °C). Foram entdo transferidas para meio
Landyliquido sem ferro (1 L de &gua destilada, 20 g de glicose, 5 g de &cido L glutémico, 0,5 ¢
de MgSO4 7 H20, 0,5 g de KCI, 1 g de KH2PO4, 1000 pL de Solugéo de 0,0014g/L de MnSO4
e 0,0016 g/L de CuSOs (pH =7). E apds 48 horas, foram transferidas para microplacas de 98
poc¢os onde em cada poco foi adicionado 100 L solucdo indicadora de Cromo Azurol S (CAS)
e 100 pL da bactéria crescida em meio sem ferro, em triplicata. Depois de meia hora, foi
avaliada a cor da solucéo presente em cada poco. A producéo de siderdforos pelas bactérias no
método de microplacas foi constatada pela mudanca de coloragdo da mistura de azul para
marrom-avermelhado. O controle negativo se caracterizou pelo meio na auséncia de bactérias,
e o controle positivo utilizado foi a estirpe bacteriana LMC 44 a.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticbes, a modificacdo da cor do meio de azul para marrom-avermelhado indicou a
capacidade das estirpes em produzir ou ndo sideroforos.

No caso do método O-CAS, as bactérias foram crescidas em meio LB liquido e depois
de 24 horas as culturas foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 14000
rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células que ficaram aderidas ao fundo
dos microtubosforam ressuspendidas com meio landy sem ferro e vortexadas para melhor
homogeneizag¢do. Em seguida, 5 pLda suspenséo foram incubados em placas de Petri com meio
landy sélido (15 g/L de agar) a 30 °C por 48 horas. Passado este tempo, com as culturas ja
crescidas, 15 mL de meio CAS sdlido foi adicionado sobre as culturas e as placas foram
mantidas em temperature ambiente por 14 dias, e entdo avaliadas. A producdo de sider6foros
foi constatada com base na presenga ou ndo de halo claro ao redor da col6nia, sendo a presenca
de halo indicativo de resultado positivo para a sintese de enzimas pectinoliticas. A atividade
enzimatica foi determinada pelo método de Hankin e Anagnostakis (1975), através da relacéo
entre o didametro médio do halo de degradacdo e o diametro médio da coldnia, consistindo no
indice enzimético (IE). O indice enzimético foi calculado pela expressdo: didmetro médio do
halo de hidrélise/didmetro médio da coldnia.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em triplicata
e as médias submetidas a analise de variancia (ANOVA) e, posteriormente, comparadas pelo
teste de Scott-Knott no software Rstudio (p<0,05).

3.5 Caracterizacao das estirpes de Bacillus

3.5.1. Teste de Gram para diferenciacéo dos grupos bacterianos

A primeira etapa na caracterizagcdo dos grupos bacterianos foi o teste de coragdo de
Gram. Com o auxilio de uma alca de platina, uma pequena quantidade de cultura fresca em
placa foi coletada e transferida para uma gota de agua estéril em uma lamina microscopica.
Apos a porcao da cultura ser adicionada na dgua foi realizada uma homogeneizag¢do com a alga
e entdo espalhada na placa e fixada por meio de flambagem da parte inferior da ldamina na chama
de bico de Bunsen. A partir disso, as laminas foram submetidas as etapas de coloracdo de Gram,
como detalhado por Rocha et al. (2017).

As laminas com esfregaco foram cobertas com cristal violeta que agiu por um minuto e
passado este tempo a placa foi lavada com agua destilada. Em seguida foi aplicado lugol por
um minuto, recobrindo todo o esfregaco, que também foi removido com agua destilada.
Posteriormente, as laminas foram lavadas brevemente com o solvente etanol-acetona (1:1), e
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seu excesso foi removido com agua destilada. Por dltimo as laminas foram cobertas por
safranina durante 30 segundos e novamente lavadas com agua destilada, secas sob temperatura
ambiente e estas entdo foram observadas no microscopio para visualizacdo das bactérias e da
coloracéo obtida pelo tratamento de gram. A cor roxa indica bactérias Gram positivas, enquanto
a coloracdo vermelha é um indicativo para bactérias Gram negativas. Como controle Gram
positivo foi usado, a bactéria FORT 16 do Laboratério de Genética e Bioquimica da Embrapa
Agrobiologia.

3.5.2. Pasteurizagao

Para a execucéo desta etapa, 1,0 mL de culturas crescidas em meio LB liquido por 12
horas a 30° C foram transferidas para microtubos de 1,5 mL. Estes foram submetidos a
temperatura de 80° C por 12 minutos e posteriormente transferidos para uma caixa com gelo
por cinco minutos. Passado este tempo, um volume de 100 pL de cada tratamento bacteriano
foi transferido para placas de Petri contendo meio LB e espalhados na placa por meio de al¢a
de Drigalski. As placas foram entéo incubadas a 30° C, e crescidas por 12 horas. Em seguida,
as caracteristicas morfolégicas foram analisadas e comparadas as especificas de Bacillus spp.,
como coldnias brancas e/ou opacas, com bordas irregulares e as vezes aveludada como descrito
por Nall e Logan (2009).

3.6. Teste de controle da murcha de fusarium do tomateiro em mudas, sob
condicgOes de casa-de-vegetacao

O ensaio foi realizado em casa de vegetagdo do Departamento de Solos da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro utilizando-se duas cultivares, Heinz 9553 e Clause HM 7885,
dois isolados de Fol (FUS 2903 e FUS 04.1) e cinco estipes bacterianas (DEST 31, DEST 60,
DEST 83 e DEST 132, incluindo o controle positivo FORT 02 do trabalho de Rocha et al.
(2017)).

As sementes das cultivares de tomate foram semeadas em bandejas de polietileno sob o
substrato Multiplant® para a obtengdo das mudas até apresentarem de dois a trés pares de folhas
completamente expandidas. Ao atingir este estadgio de desenvolvimento, as mudas foram
removidas das células, lavadas para remocdo de substrato aderido, as raizes foram podadas a
cerca de 2,0 cm do apice. Em seguida, foram acondicionadas em beckeres contendo suspensédo
das respectivas estirpes bacterianas, com concentracdo ajustada para DOsoo (densidade 6tica) =
0,6-0,7. As testemunhas, sem adi¢do de bactéria, foram tratadas com agua destilada estérilizada.
Posteriormente, as mudas foram transplantadas para vasos de 8,0 L preenchidos com mistura
de solo, areia, substrato (2,5:1,5:2,5), previamente inoculados.

A inoculagédo do substrato foi feita um dia antes do transplantio, com a adi¢do de 200
mL de suspenséo de esporos (1,0 x 107 microconidios mL™) de cada um dos dois isolados de
Fol, FUS 2903 e FUS 04-1. Nos vasos testemunha, sem fungo, foi adicionado 200 mL de &gua
destilada autoclavada.

As avaliagdes foram feitas aos 30 dias apos inoculagdo, quando foram anotados a
incidéncia de plantas infectadas, a massa fresca da parte aérea, a altura das plantas (AH) e a
extensdo da necrose nos vasos (EN). Com base nestas duas ultimas medidas, calculou-se a
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porcentagem de infeccdo vascular (P1V%) pela relagdo (EN/AH) * 100 (CARVALHO et al.,
2005). Determinou-se, ainda, a severidade da doenca utilizando-se a escala de Santos (1997).

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, com cinco repeticoes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) no software Rstudio e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao inicial de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Os onze isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici, quando inoculados nas mudas de
tomateiro, resultaram em reacdo compativel em pelo menos um das duas cultivares testadas
com evolugdo de sintomas tipicos de murcha-de-fusario. Os sintomas iniciais foram observados
a partir de 12 dias ap06s a inoculagdo tanto na cultivar Clause HM7885 como em Heinz 9553 e
se caracterizaram pelo amarelecimento das folhas inferiores, mas rapidamente progrediram para
murcha e morte das plantas, em casos mais severos (Figura 1).

H Control/e H 08-2

inoculada com o isolado FUS 08.2 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (a direita), em
teste utilizando a cultivar Heinz 9553.

Observou-se incidéncia de 100% de mudas infectadas na cultivar Clause HM7885
inoculadas com os isolados testados, exceto com FUS 05.2 (85%) e FUS 1405 (28%). O mesmo
ocorreu com a cultivar Heinz 9553, exceto quando inoculadas com os isolados FUS 152/12
(85%) e FUS 3302 (57%) e FUS 1405 (0%). A severidade, medida com base na percentagem
de extens&o vascular necrosada variou de 34,1 a 97,9% em Clause HM7885 e de 0 a 100% em
Heinz 9553 (Tabela 3). Para ambas as cultivares, menor incidéncia e severidade foi resultante
de inoculagdes com o isolado FUS 1405, isolado mais antigo (CARVALHO et al., 2005). E, as
duas cultivares apresentaram reacdo compativel com a classificacdo SU (Suscetivel) a AS
(altamente suscetivel) a maioria dos isolados testados (REIS et al., 2004b), exceto aos isolados
FUS 07.2, FUS 152/12, FUS 3302 e FUS 1405 (Tabela 3). Este resultado indica variagdo na
viruléncia dos isolados, sendo essa sempre menor nos dois isolados mais antigos, preservados
(FUS 1405 e FUS 3302). Esta menor viruléncia esta relacionada, provavelmente a reducéo
gradativa desta caracteristica com 0 armazenamento, perceptivel pela menor taxa de
esporulacgdo nos cultivos em placa. Por ser um dos isolados provenientes de uma colegédo de
2014 pode ter ocorrido um acumulo excessivo de produtos de excre¢do no meio de preservacao,
gue sao inerentes ao metabolismo fungico e que podem ter resultado na perda de cacateristicas
originais da cultura (PIMENTEL et al., 1981).
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Tabela 3. Porcentagem de infeccdo vascular (P1V%), incidéncia de plantas infectadas (1),
severidade expressa em nota conforme escala de Santos (1997) de duas cultivares de tomateiro
(Clause HM 7885 e Heinz 9553), inoculadas com 11 isolados de Fusarium oxysporum f. sp
lycopersici.

Clause HM7885 Heinz 9553
Isolados P((!A)\)/ '”C'(E,’/i;“"a Nota Isolados P'(!/'OV' Inmgi/inma Nota
FUS 04.1 97,94 100 4,57 FUS 08.2 100 100 4,57
FUS 2903 97,52 100 3,29 FUS 04.1 95,71 100 471
FUS 03.1 96,65 100 3,57 FUS 03.1 97,57 100 4,29
FUS 08.2 91,64 100 4,00 FUS 02.3 94,92 100 3,71
FUS 05.2 88,98 85 3,29 FUS 02.4 94,35 100 4,29
FUS 02.4 88,47 100 3,57 FUS 2903 88,62 100 3,43
FUS 02.3 84,46 100 3,57 FUS 05.2 81,51 100 2,83
FUS07.2 75,11 100 2,29 FUS 07.2 76,10 100 2,00
FUS 152/12 74,31 100 2,43 FUS 3302 53,56 85 2,00
FUS 3302 53,69 100 1,86 FUS 1405 13,45 57 1,29
FUS 1405 34,11 28 1,57 FUS152/12 0,00 0 1,00
Controle 0,00 0 1,00 Controle 0,00 0 1,00

Nota Escala de Reis et al. (2004b) (1,0= semelhante & imune (SI); 1,1-2,0= altamente resistente (AR); 2,1-3,0=
medianamente resistente (MR); 3,1-4,0= suscetivel (SU); 4,1-5,0= altamente suscetivel (AS.

Para as duas cultivares, de forma geral, houve reducdo da altura e da massa fresca das
plantas inoculadas com isolados mais virulentos (Tabela 4), com coeficientes de correlagdo (r)
negativos e significativos (p <0,005) entre porcentagem de infec¢do vascular (P1V%) e acimulo
de massa fresca (Tabela 5).

Tabela 4. Altura das plantas (cm) de duas cultivares de tomateiro inoculadas com 11 isolados
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Clause HM7885 Heinz 9553
Isolados Altura da Planta Isolados Altura da Planta
Controle 35,71a Controle 41,20 a
FUS 1405 33,96 a FUS 152/2 39,37 a
FUS 07.2 30,80 b FUS 1405 35,90 ab
FUS 3302 28,76 b FUS 3302 30,04 bc
FUS 152/12 27,99 b FUS 07.2 28,76 bc
FUS 05.3 23,81 ¢ FUS 05.2 27,41 cd
FUS 02.4 23,60 c FUS 04.1 23,79 cd
FUS 08.2 23,46 c FUS 2903 23,67 cd
FUS 03.1 2293 ¢ FUS 02.3 22,00 cd
FUS 04.1 22,24 ¢ FUS 03.1 21,99 cd
FUS 02.3 21,70 ¢ FUS 02.4 21,76 cd
FUS 2903 20,86 ¢ FUS 08.2 19,60d

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Correlacdo entre massa fresca da parte aérea (MFPA) e porcentagem de infeccéo
vascular (PIV%).

PIV%
r p
ClauseHM7885 .
MEPA -0,81 0,00
Heinz 9553 -0,84 0,00

Estes resultados decorrem da interferéncia no acimulo de massa fresca pela planta em
funcdo de maiores taxas de infecgdo vascular levando a perda de 4gua e murchamento das
plantas devido a obstrucdo dos vasos e a toxicidade (LAKSHMINARAYANAN, 1953). O
efeito deletério de Fol as plantas deve-se também as toxinas produzidas pelo patégeno em
decorréncia de danos causados a membrana das células que resulta em vazamento de agua
(WANG et al., 2014). De qualquer forma, ambas as teorias relacionam a doenga ao
desequilibrio hidrico, que provavelmente é o responsavel pelo menor aporte de massa fresca
vegetal.

Com base no potencial de viruléncia, efeitos deletérios nas cultivares utilizadas e
buscando-sea representatividade de épocas e locais de isolamento diversificados, os isolados
FUS 2903 e FUS 04-1 foram selecionados para o teste de controle biolégico em casa de
vegetacdo. Os resultados referentes a este teste serdo apresentados posteriormente.

4.2 Selecdo de estirpes de Bacillus eficientes na inibicdo de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici em ensaios in vitro

Das 50estirpes bacterianas confrontadas com quatro isolados de Fol (FUS 3302, FUS
2903, FUS 1405 e FUS 1302), oito foram capazes de inibir o crescimento micelial de pelo
menos um dos isolados testados em no minimo 50%, quando comparado ao controle, conforme
férmula proposta por Menten et al. (1976). Este critério, permitiu a selecdo de oito estirpes
bacterianas, DEST 30, DEST 31, DEST 38, DEST 60, DEST 78, DEST 83, DEST 132 e DEST
138 (Figura 2), que foram submetidas a um novo ensaio de estrias paralelas e testes funcionais
para a selecdo das mais promissoras para o controle bioldgico de murcha do fusario do tomateiro
em casa de vegetacao.
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Figura2. Inibicdo de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici por estirpes de Bacillus
sp. A linha vermelha pontilhada indica pelo menos 50% de inibicao, valor minimo adotado na
selecdo dos organismos antagonistas, destacados de azul.

4.3  Inibic&o in vitro em testes usando o método de estrias paralelas

Com o objetivo de confirmar e dimensionar o potencial das oito estirpes de Bacillus pré-
selecionadas em inibir o crescimento de Fol em testes in vitro, foram realizados dois testes
utilizando o método de estrias paralelas em meio BDA (Figura 3) utilizando-se isolados do
patdgeno, FUS 3302, FUS 1405, FUS 2903 e FUS 04.1, e em meio LB (Figura 4), utilizando-
se as trés primeiras estirpes citadas.

Figura 3. Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, isolado FUS 1405,
na presenca das estirpes bacterianas DEST 60 (a), DEST 132 (b) e testemunha sem bactéria (c),
em meio BDA.
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Figura 4. Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, isolado FUS 3302,
na presenca das estirpes bacterianas DEST 60 (a), DEST 132 (b) e testemunha sem bactéria (c),
em meio LB.

As oito estirpes bacterianas promoveram inibicéo relativa (IR%) de 61,97 a 92,78 % do
crescimento do quatro isolados do patdégeno em meio BDA. A Unica excecdo foi para o
confronto entre a estirpe DEST 30 e FUS 04-1 com inibicdo de 37,16%. (Tabela 6). Em LB,
ndo padrédo para este tipo de teste, a inibig&o relativa foi menor, em geral inferior a 50% para 0s
fungos FUS 2903 e FUS 3302, exceto no confronto da bactéria DEST 60 para ambos com
inibicdo de 53,87% e 51,90% respectivamente. A inibicdo do crescimento da area micelial do
isolado fangico FUS 1405 confrontas com as estirpes bacterianas foi de pelo menos 50% em
relacdo a area do controle, no entanto, para a estirpe DEST 30 a inibicao foi de 47,92%. Para
confirmar a inibicdo do crescimento fungico quando confrontadas com as bactérias tém-se ainda
a comparacdo das médias da area micelial dos tratamentos onde o fungo foi confrontado com
as estirpes bacterianas com o controle sem bactéria, nos dois meios de cultura. De forma geral,
a presenca das bactérias reduziu significativamente o crescimento fangico em relagdo ao
controle, exceto no meio LB, onde o fungo FUS 3302 tratado com bactéria DEST 31 apresentou
média de didmetro de area micelial similar ao controle. Todas essas observa¢es demonstram
que estes resultados sd@o compativeis com 0s de outros autores que também relataram a reducao
do crescimento micelial de Fol por bactérias do género Bacillus. Jangir et al. (2018)
selecionaram quatro estirpes em teste de antagonismo in vitro contra o agente causal da murcha
de fusério de tomateiro. A estirpe FBZ24 de Bacillus amyloliquefaciens resultou em inibicao
do crescimento micelial de uma estirpe de Fol igual a 48,3% (ELANCHEZHIYAN, et al. 2018).
Rocha et al. (2017) demonstraram a capacidade de estirpes FORT154 e FORT178 de B. cereus
em reduzir o crescimento da estirpe FUS 152/12 de Fol em cerca de 50% em relacdo a
testemunha.
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Tabela 6. Resultado de teste em estrias paralelas, em meio BDA e LB, medido com base no crescimento micelial de quatro isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (mm?) (FUS 2903, FUS 3302, FUS 1405, FUS 04.1), expresso pela area das col6nias, e sua inibigdo relativa em relagio

a testemunha (%IR) por oito estirpes bacterianas previamente selecionadas.

Teste 2mmeio BDA

FUS2903 FUS3302 FUS1405 FUS04.1
Bactéria Area (mm?) IR % Bactéria Are621 IR % Bactéria Are% IR % Bactéria Area(mm?) IR %
(mm?) (mm?)
Sem bact. 32,31a - Sem bact. 36,06 a - Sem bact. 35,93 a - Sem bact. 52,76 a -
DEST 30 9,16 b 73,43 DEST 31 12,42 b 66,86 DEST 30 1381b 71,12 DEST 30 29,38 b 37,16
DEST 38 8,53b 74,82 DEST 30 11,33 bc 69,62 DEST 38 10,44 bc 78,26 DEST 78 17,78 ¢ 61,97
DEST 60 8,45 bc 75,78 DEST 38 5,64 cd 85,11 DEST 31 10,03 bc 78,91 DEST 132 14,41 cd 69,18
DEST 78 8,04 be 76,75 DEST 83 5,74 cd 84,58 DEST 83 9,20 bc 80,60 DEST 83 13,34 cd 71,47
DEST 31 7.8 bc 77,65 DEST 78 5,92 cd 83,88 DEST 60 9,03 bc 81,30 DEST 138 13,246 cd 71,67
DEST 83 6,52 bc 81,18 DEST 132 5,239d 86,15 DEST 132 7,88 bc 83,33 DEST 60 12,30 cd 73,70
DEST 138 6,06 bc 82,54 DEST 138 5,03d 86,06 DEST 78 7.27¢c 84,47 DEST 38 8,55 de 81,73
DEST 132 248¢ 92,78 DEST 60 4,07d 89,23 DEST 138 6,98 c 85,56 DEST 31 424 ¢ 76,69
Teste emmeio LB
FUS2903 FUS3302 FUS1405
Bactéria Area (mm?) IR % Bactéria Area (mm?) IR % Bactéria Area (mm?) IR %
Sem bact. 52,29 a - Sem bact. 46,57 a - Sem bact. 45,20 a -
DLST 38 26,26 b 24,25 DEST 31 29,15 ab 19,98 DEST 30 24,83 b 47,92
DEST 83 24,98 b 28,24 DEST 30 24,10 b 35,29 DEST 83 23,50 b 50,97
DEST 78 2397b 31,24 DEST 38 23,31b 37,64 DEST 31 23,22 b 51,63
DEST 138 23,78 b 31,31 DEST 132 23,11 b 37,96 DEST 38 21,87 b 54,60
DEST 31 23,56 b 32,41 DEST 78 23,01 b 38,62 DEST 78 20,75 b 56,81
DEST 30 20,91 bc 39,49 DEST 138 20,99 b 43,84 DEST 138 20,39 b 57,38
DEST 132 19,60 bc 43,28 DEST 83 19,40 b 47,92 DEST 132 19,50 b 59,38
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DEST 60 15,98 ¢

53,87

DEST 60

17,93 b

51,90

DEST 60

1131c

78,18

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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4.4  Caracterizagdo funcional das estirpes de Bacillus spp.

Para caracterizar os oito isolados pré-selecionados quanto as suas caracteristicas
funcionais, foram realizados uma série de testes: atividade celulolitica, proteolitica, produgédo
de HCN, quitinases, pectinases e de siderdforos. Este conjunto de testes, permitiu detectar a
sintese de enzimas e compostos associados ao processo de colonizagdo do tecido vegetal e
biocontrole dos fitopatdgenos.

4.4.1 Atividade celulolitica

A capacidade das oito estirpes de Bacillus em produzir celulases foi testada utilizando-
se 0 método de Kasana et al. (2008) e meio de cultura contendo carboximetilcelulose (CMC).
Somente a estirpe DEST 30 (Tabela 7; Figura 5) ndo foi capaz de hidrolisar a
carboximetilcelulose do meio de cultura, indicando um resultado negativo para a producao de
celulase. As estirpes DEST 78 e DEST 83 embora estatisticamente inferiores as demais,
também apresentaram resultado positivo para esta caracteristica. As estirpes DEST 60, DEST
38, DEST 138, DEST 31 e DEST 132 foram as que apresentaram maior indice enzimatico,
equivalentes estatisticamente ao controle FORT 154 (ROCHA et al., 2017), o que indica uma
maior atividade celulolitica (STAMFORD et al., 1998).

Tabela 7. Atividade celulolitica, proteolitica e pectinolitica de estirpes bacterianas medidas
como base em indice enzimaticos (IE), determinado pela relacdo entre o diametro médio do
halo de degradacdo e o diametro médio da col6nia.

Indice Enzimatico

Estirpe Atividade celulolitica Atividade proteolitica  Atividade pectinolitica
bacteriana
DEST 30 0,00c 1,40 ¢ Oc
DEST 31 3,01la 2,31a 1,93b
DEST 38 3352 2,17 a 295a
DEST 60 3,57 a 2,23 a 2,75a
DEST 78 250b 2,18a 3,07a
DEST 83 2,06 b 2,00 a 2,67 a
DEST 132 2,85a 1,83 b 3,03a
DEST 138 3,05a 2,42 a 2,89a
FORT 154 3,64 a 2,20a 2,64 a
CVv 12,19 % 10,56 % 8,88 %

Médias de trés repeticbes; médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p < 0,05) pelo teste de Scott-
Knott.
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A atividade celulolitica resulta da capacidade deste microrganismo em degradar
celulose, que é uma caracteristica essencial para um endofitico, por estar relacionada a
habilidade deste em colonizar tecidos vegetais (ATALAY et al., 2015). Algumas estirpes de
Bacillus como B. pumilus EB3 e FORT 154 foram capazes de degradar a celulose do meio
CMC, como demonstrado por Ariffin et al. (2006) e Rocha et al. (2017), respectivamente.

No presente trabalho, a capacidade de degradar celulose foi confirmada em sete estirpes
testadas, indicando uma caracteristica favoravel a colonizacao de tecido vegetal. Além disto, as
enzimas celuloliticas podem estar envolvidas na atividade antagbnica a oomicetos
fitopatogénicos, incluindo Pythium e Phytophtora, uma vez que a parede celular destes
organismos é composta por glucano e celulose (LIMA et al., 1998).

o
-’

O
Figura 5. Atividade celulolitica dos isolados DEST 60 (a), DEST 132 (b), DEST 30 (c) e 0
controle positivo FORT154 (d) em meio CMC com deteccdo pelo método de iodine.

f

4.4.2. Atividade proteolitica

A producdo de enzimas proteoliticas pelas estirpes bacterianas foi determinada pelo
método de Saran et al. (2007). A presenca de um halo claro ao redor das col6nias apds 48 horas
de incubacdo indica a hidrolise da proteina do leite por proteases. Todas as oito estirpes
bacterianas testadas (Tabela 7, Figura 6) apresentaram resultado positivo para a producédo destas
enzimas. Porém, as estirpes DEST 132 e DEST 30 foram as que apresentaram menor atividade
proteolitica de acordo com o método empregado. As proteases sdo relatadas como enzimas Uteis
na atividade antagdnica de agentes de biocontrole, ja que catalisam a clivagem das ligac6es
peptidicas em proteinas, danificando membranas da parede celular de fitopatogenos (TSENG
et al., 2008). Além disso, essas enzimas também favorecem o processo de colonizacdo das
plantas hospedeiras pelos microrganismos endofiticos (JONES & DANGL, 2006). As proteases
estdo entre as exoenzimas mais produzidas por espécies de Bacillus (PRIEST, 1977). Estas
enzimas proteoliticas foram associadas por Basurto-Cadena (2011) a antagonismo contra uma
série de patdgenos em testes in vitro. A producdo destas enzimas pode estar envolvida com a
capacidade das especies bacterianas testadas neste trabalho em reduzir o crescimento micelial
das estirpes de Fol nos testes in vitro. Rocha et al. (2017), ao selecionarem estirpes de Bacillus
eficientes no controle de trés racas de Fol, verificaram que a maior parte destas tinham como
caracteristica funcional a producgéo de proteases. No entanto, ¢ dificil associar diretamente essas
enzimas ao controle, pois diversos metabolitos produzidos por Bacillus possuem efeito
antagdnico contra outros microrganismos. Porém a producdo de proteases configura-se como
uma vantagem em um organismo antagonista por estar associado a degradacdo da membrana e
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parede vegetal de fitopatdgenos, e também por favorecer a colonizacdo dos organismos
benéficos no tecido hospedeiro (JONES & DANGL, 2006; TSENG et al., 2008).

Figura 6. Hidrolise da proteina do leite presente no meio por meio de enzimas proteoliticas
produzidas pelas estirpes DEST 60 (a), DEST 132 (b), DEST 30 (c) e o controle positivo FORT
154 (d).

4.4.3. Producao de pectinase

Das oito estirpes de Bacillus testadas, sete foram capazes de produzir pectinases. E
destas, a DEST 31 foi a que apresentou menor producao de halo enziméatico quando comparada
as demais (Tabela 7; Figura 7). A estirpe DEST 30 ndo apresentou atividade pectinolitica.

A atividade pectinolitica em bactérias do género Bacillus e Paenibacillus pode estar
associada a sua capacidade endofitica (CHO et al., 2007; ZHAO et al., 2015). A capacidade de
produzir moléculas que favorecam a colonizacdo dos tecidos vegetais, como as enzimas
pectinoliticas, conferem aos organismos maior capacidade de penetracdo e de estabelecimento
nos tecidos vegetais (VERMA et al., 2001). As pectinases sdo enzimas que degradam a pectina
que € um dos constituintes da lamela média além de serem compostos constitutivos
fundamentais da parede celular das células vegetais (ZHONGDONG et al., 2006).

Flgura7 Producdo de enzima pectinase por bactérias DEST 60 (a), DEST 78 (b), DEST 138
(c) e o controle positivo Bacillus subtilis CR25 (d).

4.4.4. Producao de &cido cianidrico

Nenhuma das oito estirpes bacterianas testadas apresentou resultado positivo no teste
para a produgdo de HCN. A producdo de cianeto de hidrogénio (HCN) foi testada a partir do
método descrito por Mariano e Souza (2016) (Figura 8). Esse composto tem sido relacionado a
supresséo de doengas de plantas, sobretudo daquelas causadas por fungos, por ser um composto
altamente toxico que atua a partir da inibicdo do citocromo c oxidase e varias outras
metaloenzimas (BLUMER & HASS, 2000). Laville et al. (1998) associaram o acido cianidrico
como um dos importantes fatores no controle de Thielaviopsis basicola no tabaco por
Pseudomonas fluorescens CHAO. Embora a grande maioria das espécies bacterianas
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relacionadas a producdo de HCN sejam do género Pseudomonas, ha estudos envolvendo
bactérias dos géneros Rhizobium, Chromobacterium, Bacillus e cianobactérias (BLUMER &
HASS, 2000; LEE et al, 2007).

Figura 8. Deteccdo de producao de HCN por bactérias. A producdo de HCN modifica a cor do
papel filtro de amarelo para marrom-alaranjada. A esquerda o controle positivo Pseudomonas
protegens PS4 (a), enquanto na direita, a estirpe DEST 60 (b) com resultado negativo

4.4.5. Atividade quitinolitica

Nenhuma das oito estirpes bacterianas testadas apresentou resultado positivo para a
producdo de quitinase, enzima litica de interesse no controle bioldgico de fungos
fitopatogénicos (Figura 9). E uma importante caracteristica de biocontrole pois essas enzimas
sdo capazes de degradar a quitina presente na parede celular de fungos e cuticula de insetos
(MARTINEZ-ZAVALA et al., 2020). Morales de La Vega et al. (2006) demonstraram a
atividade de quitinase purificada proveniente de uma estirpe de Bacillus thurigiensisna reducédo
do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Fusarium sp. e Sclerotiumrolfsii.

Figura 9. Producdo de quitinase por bactérias. A presenca do corante Calcofluor White M2R
torna o meio fluorescente na presenca de luz ultravioleta facilitando a visualiza¢do do halo e
das colonias. Controlepositivo: Paenibacillus illinoisenses CB35 (j).
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4.4.6. Producao de sideroforos

Todas as oito estirpes bacterianas analisadas produziram sider6foros de acordo com o0s
métodos, microplaca de Arora e Verma (2017) (Figura 10) e O-CAS de Schwyn e Neilands
(1987), adaptado por Pérez-Miranda et al. (2007) (Tabela 8, Figura 11).
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Figura 10. Producdo de sider6foros pelas oito estirpes bacterianas testadas pelo método de
microplaca (ARORA & VERMA, 2017). Controle: LMC 44a, a partir das identificagdes se
encontram as triplicatas.

Tabela 8.Producéo de sider6foros pelas estirpes bacterianas pelo método O-CAS (PEREZ-
MIRANDA et al., 2007).

indice enzimatico —

Isolado Producéo de sideréforos
DEST 31 165a
DEST 60 1,53
DEST 30 1,33b
DEST 138 1,32b
DEST 132 1,30b
DEST 38 1,27
DEST 83 1,15b
DEST 78 115D
oV 12,19 %

Médias de trés repeticdes. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p < 0,05)
pelo teste de Scott-Knott. Os valores dos indices enzimaticos (IE) representam a relacdo entre
o didmetro médio do halo de degradagdo e o diametro médio da col6nia.
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Figura 11. Producdo de siderdforos pelas estirpes DEST 138 (a), DEST 30 (b) e DEST 60 (c)
pelo método de O-CAS de Schwyn e Neilands (1987) adaptado por Pérez-Miranda et al. (2007).

A producdo de sideroforos indica potencial da estirpe para o controle bioldgico e para a
promogdo de crescimento vegetal (KLOEPPER et al., 1980; YU et al., 2011). A sintese de
sideroforos por organismos oferece uma grande vantagem competitiva aos organismos que 0s
sintetiza, pois, estas moléculas peptidicas possuem alta afinidade por ferro. Muitos organismos
habitantes da rizosfera possuem a habilidade de produzir diferentes tipos de sider6foros, porém
os relacionados a uma maior afinidade por ferro sdo produzidos por rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal (PGPB) (KLOEPPER et al., 1980). Em uma condicdo de menor
disponibilidade de ferro, os sider6foros quelam o ferro, formando um complexo sider6foro-
ferro muito soltvel, que pode facilmente se ligar a receptores ha membrana bacteriana ou de
plantas, que conseguem entéo, acessar o ferro mais facilmente (SAHA et al, 2013). Por isso 0s
sideroforos podem atuar tanto na supressao do crescimento de outros microrganismos através
do favorecimento na competi¢do pelo micronutriente com outros organismos habitantes da
rizosfera, como aumentando a disponibilizagdo deste elemento para a planta, e por isso,
contribui indiretamente com o controle bioldgico e diretamente com a promogcéo de crescimento
vegetal (KLOEPPER et al., 1980; JOSEPH et al, 2007; YU et al, 2011).

Na Tabela 9 é apresentado um resumo das caracteristicas funcionais das estirpes de
Bacillus testadas como potenciais antagonistas a Fol.
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Tabela 9. Resultado sumarizado das caracteristicas funcionais de estirpes de Bacillus
previamente identificadas como promissoras no antagonismo de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, onde + (atividade positiva); - (atividade inexistente), de acordo com os métodos
utilizados.

Atividade Producéo
Estirpe Proteolitica  Celulolitica HCN Quitinase Pectinase  Siderdforos
DEST 30 + - - - - +
DEST 31 + + - - + +
DEST 38 + + - - + +
DEST 60 + + - - + +
DEST 78 + + - - + +
DEST 83 + + - - + +
DEST 132 + + - - + +
DEST 138 + + - - + +

Os resultados obtidos a partir dos testes de caracterizagdo funcional e estrias paralelas
permitiram a selecdo das estirpes DEST 31, DEST 60, DEST 83 e DEST 132 para serem
testadas em ensaios em casa de vegetacdo utilizando-se plantas de tomateiro inoculadas com
dois isolados de Fol, FUS 2903 e FUS 04.1, pré-selecionados no ensaio de patogenicidade.

45  Caracterizacdo das estirpes selecionadas de Bacillus spp.
4.5.1 Teste de Gram e pasteurizacao

Embora o padrdo descrito para bactérias benéficas do género Bacillus seja de bactérias
Gram positivas ou Gram variavel, todas as estirpes selecionadas que foram submetidas ao teste
de Gram apresentaram coloragdo avermelhada (Figura 12), compativel com o padrdo para
bactérias Gram negativas (HARWOOD et al., 2013). Esse ocorrido tambeém foi observado no
trabalho de Rocha (2015) que também encontrou o mesmo resultado para algumas estirpes de
Bacillus submetidas ao teste de Gram. Este ensaio foi repetido por trés vezes em culturas puras
e jovens, no entanto, em todas as vezes as culturas apresentaram coloracdo avermelhada
(CAWOY et al., 2011). Sabe-se que a retencdo do cristal violeta pelas células depende das
propriedades fisicas e quimicas da parede celular, e caso estas sofram danos fisicos ou quimicos,
estejam mortas ou velhas, podem néo reter o primeiro corante, e por isso podem corar com a
fucsina e indicar um falso gram-negativo (LEVY et al., 2001).
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Figura 12. Estirpe bacteriana DEST 30 submetida ao teste de Gram.

Com isso, a pasteurizacdo foi empregada para confirmar que se tratava de espécies de
Bacillus, informacdo essencial para que a extracdo de DNA fosse realizada com eficiéncia.
Apos submetidas a pasteurizacdo as oito bactérias cresceram (Figura 13), essa resposta em
conjunto com as observacdes das caracteristicas da col6nia indicaram a identidade das estirpes
como Bacillus, que esporulam quando sofrem um tratamento térmico (COLLINS, 1981).

Figural3. Bactéria DEST 132 submetida a pasteurizacéo e crescimento apos dilui¢do seriada
(10 e plagueamento.

4.6  Testes em casa de vegetacdo com plantas das cultivares Heinz 9553 e Clause
HM7885

As quatro estirpes de Bacillus spp. testadas ndo foram eficientes em reduzir a incidéncia
da doenca que foi de 100% para todos os tratamentos inoculados com os dois isolados do
patdégeno. Em avaliacdo feita aos 30 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos e inoculagdo com os
dois isolados do patogeno em teste (FUS 2903 e FUS 04.1), observaram-se plantas sintomaticas
em todos os tratamentos inoculados, exceto a testemunha nao inoculada. A maioria das estirpes
bacterianas testadas ndo tiveram efeito na redugdo da severidade da doenca nas cultivares Heinz
9553 e Clause HM 7885 no ensaio em vasos em condicdes de casa de vegetacdo. Registraram-
se, ainda, porcentagem de infeccdo vascular maior que 19,65%. Também, de forma geral, ndo
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se observou efeito significativo dos tratamentos na promocdo de crescimento das plantas e
acumulo de massa fresca (Tabela 10, 11).

Tabela 10.Altura do caule, massa fresca da parte aérea e severidade da murcha de fusarium,
expressa por Nota, e porcentagem de infeccdo vascular (PIV%), avaliados em plantas da
cultivar Heinz 9553 inoculadas com dois isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,
FUS 2903 e FUS 04.1, e com estirpes de bactérias e tratamento testemunha.

FUS 2903
Tratamento Medias
Massa
Patogeno Estirpebacteriana Altura do fresca parte Nota PIV
caule (cm) . %
aérea (g)

Testemunha Testemunha 51,8a 25,05 a 1 0
FUS 2903 Testemunha 32,6 b 10,13 a 3,4 45,60
FUS 2903 FORT 02 31,2b 14,02 a 2,0 54,08
FUS 2903 DEST 31 27,8 b 14,70 a 2,2 42,93
FUS 2903 DEST 60 25,3 b 15,31 a 2,4 35,14
FUS 2903 DEST 83 31,8b 14,40 a 2,0 47,29
FUS 2903 DEST 132 40,7 ab 15,31 a 2,0 37,15

FUS 04-1
Altura do Massa
Fungo Bactéria caule fresca parte Nota PIV (%)
(cm) aérea (g)

Testemunha Testemunha 66,0 a 25,05 a 1 0
FUS 04.1 Testemunha 359b 9,89b 3,5 67,24
FUS 04.1 FORT 02 40,02 ab 6,20 b 3,2 65,73
FUS 04.1 DEST 31 40,2 ab 8,50 b 3,4 64,50
FUS 04.1 DEST 60 36,9b 10,93 b 3,0 68,90
FUS 04.1 DEST 83 272b 9,80 b 3,2 72,94
FUS 04.1 DEST 132 40,7 ab 11,08 b 3,8 62,08

Médias de cinco repeticbes. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si (p < 0,05)
pelo teste de Tukey. Nota - Escala de Santos (1997) - (1) plantas sem sintomas; (2) plantassem
sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; (3) plantas com
escurecimento vascular e com murcha ou amarelecimento foliar; (4) plantas com murcha
intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar; (5) plantas mortas.

No ensaio realizado com a cultivar Heinz 9553, a intensidade da doencga foi maior nas
plantas inoculadas com o isolado FUS 04.1 que com FUS 2903, com notas maiores ou iguais a
3,0 e 2,0, respectivamente, e porcentagem de infec¢do vascular maiores ou iguais a 62,08% e
35,14%, respectivamente (Tabela 11). Ndo houve diferencas entre os tratamentos, entre si ou
comparado a testemunha, quanto a reducdo da intensidade da doenga causada pelo isolado FUS
04.1, com notas variando de 3,2 a 3,8 que indicam presenca de necrose vascular acompanhada
por sintomas externos como murcha e/ou amarelecimento folar. No segundo isolado, FUS 2903,
a intensidade da doenca foi menor nas plantas tratadas com as estirpes em teste, nota variando
de 2,0 a 2,4 que indicam plantas com necrose vascular, mas sem sintomas externos, enquanto
no tratamento controle inoculado apenas com o fungo patogénico a nota media foi 3,4, ou seja
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com necrose e presenca de murchas e, ou, amarelecimento foliar. Com base neste resultado
pode-se levantar a hipotese de que as estirpes bacterianas ndo impediram ou restringiram o
processo de infeccdo e colonizagdo dos vasos pelo fungo FUS 2903 (PIV% variando de 35 a
54%), mas reduziram os efeitos deletérios da infeccdo sobre os processos de absor¢édo de agua
e nutrientes pelas plantas resultando em sintomas externos mais brandos. No caso dos
tratamentos inoculados com o fungo FUS 04.1, ndo se observou o mesmo efeito, com notas
maior ou igual a 3,0 em todos os tratamentos.

Os efeitos benéficos decorrentes dos tratamentos icom as bactérias muitas vezes foram
muito sutis, mas presentes. Na cultivar Heinz 9553, as mudas inoculadas com o isolado FUS
2903 e coinoculada com a estirpe DEST 132 apresentou altura significativamente similar ao
controle, ao contrario das demais. O que também ocorreu nas mudas da cultivar Heinz 9553
inoculadas com o isolado FUS 04.1 e tratadas com as estirpes DEST 132, DEST 31 e FORT
02. Nestes tratamentos observou-se altura de plantas igual a das plantas testemunhas néo
tratadas, ou seja, ndo inoculada com o patdgeno e ndo tratada com isolado de estirpesbacterianas
em teste. Esses efeitos benéficos ndo foram vistos para a variavel resposta massa fresca da parte
aérea. A presenca da bactéria ndo afetou o acimulo de massa fresca para o as plantas inoculadas
com o fungo FUS 2903. Todas as plantas inoculadas com o isolado FUS 04.1, mesmo co-
inoculadas com Bacillus apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle, tendo
menor massa fresca, 0 que talvez possa ser relacionada a infeccdo vascular promovida pelo
patdgeno.

Tabelall.Altura da haste, massa fresca da parte aérea e severidade da murcha de fusarium,
causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, expressa por Nota e porcentagem de
infeccdo vascular (PIV%), avaliados em plantas da cultivar Clause HM7885 inoculadas com
dois isolados do patdégeno, FUS 2903 e FUS 04.1, e com seis estirpes da bacteria em teste e
tratamento testemunha.

FUS 2903
Tratamento Meédias
Altura
Pat6geno Bactéria dahaste Massalfresca ota FZ)IV
(cm) parte aérea (Q) Y0
Testemunha Testemunha 51,8a 15,82 a 1 0
FUS 2903 Testemunha 355a 7,80 b 2 69,75
FUS 2903 FORT 02 32,4 a 587hb 2,8 19,65
FUS 2903 DEST 31 35,1a 7,99b 3 35,73
FUS 2903 DEST 60 43,62 a 11,41 ab 3 56,63
FUS 2903 DEST 83 36,5 a 10,65 ab 2,8 26,23
FUS 2903 DEST 132 489 a 12,72 ab 1,4 26
FUS 04-1

Altura da Massa fresca

Fungo Bactéria haste (cm) parte aérea () Nota PIV (%)
Testemunha Testemunha 51,8a 15,82 a 1 0
FUS 04.1 Testemunha 30,25 b 740D 3 63,56
FUS 04.1 FORT 02 31,2 b 6,01 b 3 62,23
FUS 04.1 DEST 31 278 b 583D 3,8 61,42
FUS 04.1 DEST 60 25,34 b 507b 3,8 86,40
FUS 04.1 DEST 83 31,8b 6,63 b 3,6 69,15
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FUS 04.1 DEST 132 40,7 ab 10,99 ab 2,6 48,15

Médias de cinco repeticdes. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si (p <
0,05) pelo teste de Tukey. Nota - Escala de Santos (1997) - (1) plantas sem sintomas; (2) plantas
sem sintomas de murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; (3) plantas com
escurecimento vascular e com murcha ou amarelecimento foliar; (4) plantas com murcha
intensa, associada com amarelecimento e necrose foliar; (5) plantas mortas.

Nas mudas do hibrido Clause HM 7885, a intensidade da doenca foi maior nas plantas
inoculadas com o isolado FUS 04.1, que resultou em notas na faixa de 2,6 a 3,8 enquanto para
as mudas desta cultivar inoculadas com o isolado FUS 2903 as notas variaram de 1,4 a 3. Em
se tratando da porcentagem de infecgédo vascular, esta foi superior a 19% nas plantas inoculadas
com o isolado FUS 2903, e de forma geral, a infec¢do vascular das plantas co-inoculadas com
as bactérias foi menor do que as plantas inoculadas somente com o patégeno. Por outro lado,
as mudas inoculadas com o isolado FUS 04.1 apresentaram porcentagem de infecgédo vascular
maior que 48%, e de forma geral, valores proximos ao observado nas plantas testemunhas
inoculadas apenas com o patdgeno.

N&o houve efeito significativo dos tratamentos sobre a altura das hastes das plantas
inoculados com FUS 2903. J& nas mudas inoculadas com o isolado FUS 04.1, as mudas
inoculadas com o fungo fitopatogénico apresentaram altura do caule menor do que o tratamento
inoculado apenas com agua, a Unica excecao foi o tratamento inoculado com a bactéria DEST
132, que apresentou altura do caule significativamente semelhante ao controle sem o patégeno.

Em relacdo a massa fresca da parte aérea, no teste com o isolado FUS 2903, as plantas
tratadas com as bactérias DEST 60, DEST 83 e DEST 132 foram estatisticamente semelhantes
ao controle ndo inoculado como patdgeno. A presenca destas bactérias parece que, de alguma
forma reduziram os efeitos deletérios da doenca a partir de uma possivel atuacdo na promog¢éo
de crescimento vegetal. Estas trés bactérias apresentaram resultado positivo para producéo de
siderdforos, que é um composto Util na aquisicdo de ferro do ambiente (SAHA et al, 2013)
contribuindo para o crescimento e acimulo de biomassa. No entanto, outros mecanismos ou
metabdlitos ndo verificados neste estudo também podem estar envolvidos nessa resposta. Aém

da producédo de sideréforos ha muitos outros metabolitos importantes na promogéo de
crescimento vegetal, como os lipopeptideos e as auxinas, com destaque para o
acido indolacético (AlIA). Além disso, as bactérias podem ter a capacidade de solubilizar fosfato
e zinco, facilitando o aporte dos mesmos (OLANREWAJU et al., 2017).

Embora muitos trabalhos envolvendo a utilizacéo de Bacillus sp. no controle da murcha
de fusarium de tomateiro relatem resultados satisfatdrios na supressdo da doenga (ABDALLAH
etal., 2017; SHAHZAD et al., 2017; ROCHA et al., 2017; MEDEIROS & BETTIOL, 2021),
no presente ensaio este mesmo resultado néo foi observado.

Muitos trabalhos relatam a variabilidade na eficaicia em que 0s organismos de
biocontrole tém em suprimir doencas em diferentes condigbes, mesmo para 0s
microorganismos aqui estudados. Embora estes tenham apresentado efeito antagdnico
sugnificativo in vitro, ndo foram eficientes no controle da murcha de fusarium em tomates
cultivados em casa de vegetagdo. Em condicdes naturais ocorrem complexas interacfes bioticas
e abidticas que interferem e impactam diretamente no processo de biocontrole (YU et al., 2011,
ZHANG et al., 2021). A inadequacdo do método de aplicacdo do bioagente ou concentragdo
das suspensdes bacterianas podeafetar a acdo de biocontrole de doencas. No entanto, a
concentracgéo inicial das suspensdes bacterianas néo era conhecida, se baseando em densidade
optica, e € importante que este seja bem definida por influenciar no estabelecimento e
colonizagdo da rizosfera e tecido vegetal (YU et al., 2011). Além disso, a época de inoculagéo
das estirpes bacterianas parece influenciar na eficiéncia do biocontrole. Zhang et al. (2021)
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relatam a importancia da inoculacdo dos agentes de biocontrole nas fases iniciais de
crescimento vegetal para favorecer o controle de doencas por meio da protecdo vegetal. Xu et
al. (2010) ainda demonstrarama reducdo na supressdo de doencas foliares, quando os agentes
de biocontrole, que atuam por meio de competicdo e inducdo de resisténcia, foram inoculados
apos o patégeno.

Embora, a maioria das bactérias testadas para o controle da murcha de fusarium do
tomateiro em casa de vegetacdo ndo tenham apresentado resultados satisfatorios ou
significativos no controle da doenca, um discreto efeito na promocdao de crescimento, acimulo
de massa e até mesmo reducdo da severidade foi observada em plantas inoculadas com algumas
estirpes, sobretudo a DEST 132. Este resultado sugere a necessidade de realizacdo de novos
ensaios, porém com modificacbes metodolégicas como época de inoculacdo das estirpes
bacterianas, concentracdo e métodos a serem utilizados.
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5 CONCLUSOES

As duas cultivares de tomate industrial testadas, Heinz 9553 e Clause HM 7885, séo
susceptiveis a raca 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Os isolados de F.oxysporum f. sp. lycopersici testados, FUS 04.1, FUS 08.2, FUS 03.1
e FUS 02.4, variam quanto a viruléncia ao tomateiro.

O ensaio de estrias paralelas permitiu selecionar estirpes de Bacillus com capacidade de
reduzir o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici in vitro e de produzir
siderdforos, proteases, celulases e pectinases.

As estirpes selecionadas nao apresentaram atividade quitinolitica ou produgdo de HCN
nos métodos testados.

As estirpes selecionadas e testadas ndo foram eficientes em controlar a murcha de
fusariumdo tomateiro em testes em casa de vegetagéo.

As estirpes DEST 132, DEST 02 e DEST 31 apresentaram efeitos discretos, mas
benéficos, quanto a promocdo de crescimento de plantas de Heinz 9553 inoculadas com o
patdgeno, enquanto DEST 60, DEST 83 e DEST 132 promoveram efeito discreto em relacao
ao aumento de massa fresca em plantas de Clause HM7885 néo inoculadas com o patégeno.
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