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RESUMO

As doencas de etiologia bacteriana estdo entre os principais fatores que afetam a
produtividade da cultura do tomateiro. A mancha e a pinta bacteriana tem se destacado nos
altimos anos, causando perdas de 60% e 70%, respectivamente, quando ocorrem em
condi¢Bes favoraveis ao seu desenvolvimento. O controle de bacterioses, além de ser
extremamente dificil, requer a adogdo de medidas preventivas, como a aquisicdo de sementes
e mudas sadias, eliminacdo de plantas voluntarias da area de plantio, cultivares resistentes e
produtos quimicos e cobre, 0s quais, muitas vezes sdo pouco eficazes no controle das doencas.
Dessa forma, o controle biolégico mediado por bactérias endofiticas, pode ser uma alternativa
de manejo eficiente para reduzir o uso excessivo de defensivos no cultivo do tomateiro.
Assim, objetivou-se com esse trabalho, avaliar o potencial de biocontrole de bactérias
endofiticas, contra a pinta e a mancha bacteriana do tomateiro, visando elucidar possiveis
mecanismos de acdo envolvidos no controle das duas doencas, além de verificar o potencial
de promogdo de crescimento por elas promovido, em plantas de tomateiro. Foram
selecionados 15 bactérias endofiticas para realizacdo dos testes de controle bioldgico das
doencas supramencionadas e para os testes de promocao de crescimento. O isolado Ufla - 22
foi 0 mais eficaz para controle da mancha bacteriana e o isolado Ufla - 285, o mais eficaz no
controle da pinta bacteriana, reduzindo em 45% e 56% a severidade da doenga,
respectivamente. Foi possivel observar também que esses isolados apresentaram efeito indutor
de resisténcia, pois induziram o aumento da transcricdo do gene SOD e proporcionaram
incrementos na atividade de enzimas de defesa PAL, POX, SOD, APX e CAT, em plantas de
tomate da cultivar suscetivel Santa Clara. Além disso, dos 15 isolados testados, observou-se
que alguns foram bons promotores de crescimento e melhoraram substancialmente a
qualidade fisioldgica de sementes de tomate. Dessa forma, pode-se sugerir que o uso de
bactérias endofiticas no manejo de doengas da cultura do tomateiro pode ser promissor, pois 0
controle bioldgico integrado a outras praticas de manejo pode reduzir os custos de producéo e
ser efetivo no controle das doengas supramencionadas.

Palavras-chave: Xanthomonas vesicatoria. Pseudomonas syringae pv. tomato. Enzimas de
defesa. SOD.



ABSTRACT

Diseases of bacterial etiology are among the main factors affecting tomato crop productivity.
The spot and bacterial speck has been prominent in recent years, causing losses of 60% and
70%, respectively, when they occur in favorable conditions for their development. The control
of bacterial diseases, besides being extremely difficult, requires the adoption of preventive
measures, such as the acquisition of seeds and healthy seedlings, elimination of volunteer
plants from the planting area, resistant cultivars and chemical products and copper, which are
often effective in controlling disease. Thus, the biological control mediated by endophytic
bacteria, can be an efficient management alternative to reduce the excessive use of pesticides
in tomato crop. The objective of this work was to evaluate the potential of biocontrol of
endophytic bacteria against tomato and bacterial spot of the tomato, in order to elucidate some
mechanisms of action involved in the control of the two diseases, as well as to verify the
potential of growth promotion promoted by them, in tomato plants. Fifteen endophytic
bacteria were selected for the biological control tests of the above mentioned diseases and for
growth promotion tests. The Ufla - 22 isolate was the most effective for controlling the
bacterial spot and the Ufla - 285 isolate, the most effective in the control of bacterial pints,
reducing disease severity by 45% and 56%, respectively. It was also possible to observe that
these isolates presented resistance inducing effect, since they induced the increase of SOD
gene transcription and provided increases in the activity of PAL, POX, SOD, APX and CAT
defense enzymes in tomato plants of the susceptible cultivar Santa Clara. In addition, of the
15 isolates tested, it was observed that some were good growth promoters and substantially
improved the physiological quality of tomato seeds. Thus, it can be suggested that the use of
endophytic bacteria in the management of diseases of the tomato crop can be promising, since
the biological control integrated to other management practices can reduce production costs
and be effective in controlling the diseases mentioned above.

Keywords: Xanthomonas vesicatoria. Pseudomonas syringae pv. tomato. Enzymes of
defense. SOD.
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PRIMEIRA PARTE — INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é a segunda hortalica mais cultivada no mundo,
superada apenas pela batata. E considerada uma cultura comercialmente importante para
pequenos e médios agricultores, devido aos empregos diretos e indiretos que gera
(FILGUEIRA, 2000; NAIKA et al., 2006).

A China é o maior produtor mundial de tomate, seguida pela india, Estados Unidos,
Turquia, Egito, Ird, Italia e finalmente, o Brasil, o qual ocupa a oitava posi¢cdo no ranking
mundial da producdo de tomate, com producdo aproximada de quatro milhdes de toneladas,
cultivadas numa area de 71 mil hectares (FAO, 2014). Em 2015, cerca de 4,1 milhdes de
toneladas de tomate foram produzidos no Brasil. Os principais estados produtores foram
Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo, representando aproximadamente 65% da producao nacional
(IBGE, 2016).

A cultura do tomate, entretanto, esta sujeita a iniGmeros problemas fitossanitarios,
principalmente doencas foliares de etiologia bacteriana, que reduzem a produtividade, oneram
0s custos de producéo e se destacam principalmente pela dificuldade no manejo e no controle.
Por esses motivos, geralmente sdo utilizadas altas dosagens de agrotoxicos durante a producgéo
da cultura (HALFELD — VIEIRA, 2004).

Entre as doencas foliares de origem bacteriana mais frequentes em cultivos de tomate,
merecem destaque a mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920;
Vauterin; Hoste; Kersters; Swings 1995) e a pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst) — Okabe 1933; Young; Dye; Wilkie, 1978). Comumente conhecidas como
manchas foliares, essas doengas apresentam sintomas caracteristicos, como a redu¢do da area
fotossintética, influéncia direta no crescimento da planta, depreciacdo no fruto devido a
presenca de lesbes e principalmente, chegam a causar perdas estimadas em 60% e 70%,
respectivamente, quando ocorrem em condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento
(BASHAN et al., 1982; LOPES; QUEZADO SOARES, 1997; LOPES, 2001; WILSON et al.,
2002; VORHOLT, 2012).

O controle de bacterioses além de ser extremamente dificil, requer a ado¢do de
medidas preventivas, como a aquisicdo de sementes e mudas sadias, eliminacdo de plantas
voluntarias da area de plantio, cultivares resistentes e uso de produtos quimicos utilizados em
associacdo com cobre (LOPES AVILA, 2005; CLEMENTE; BOITEUX, 2012). No caso

especifico da pinta bacteriana, existem gendtipos resistentes de tomateiro que possuem o gene
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Pto, o qual confere resisténcia a P. syringae pv. tomato, presente na maioria das cultivares de
tomate para processamento industrial (CLEMENTE; BOITEUX, 2012).

Em relacdo a mancha bacteriana, ndo ha genoétipos de tomateiro resistentes a doenca.
O controle quimico, na maioria das vezes, ndo é efetivo (HERT et al., 2009), pois existem
poucos produtos registrados para essa bacteriose, sendo geralmente utilizados em campo,
compostos a base de cobre, sozinhos ou em combinacdo com fungicidas ditiocarbamatos,
como mancozeb. Além disso, esses compostos apresentam pouca efetividade em condi¢cdes
6timas para o desenvolvimento da doenca, podendo desencadear um processo de selecdo de
diversos fitopatdgenos resistentes aos ingredientes ativos (MARTIN; HAMILTON;
KOPITTKE, 2004; BYRNE et al., 2005; HERT et al., 2009).

O controle biolégico mediado por microrganismos pode ser uma alternativa de manejo
eficiente para reduzir ou eliminar o uso abusivo de agrotoxicos no cultivo do tomate. Além
disso, pode proporcionar o equilibrio no ambiente, bem como, proteger a planta hospedeira
durante a existéncia do patdgeno, para que a mesma nao sofra danos expressivos (SANTOS;
VARAVALLO, 2011).

O uso de bactérias benéficas vem ganhando énfase como alternativa para o controle de
doencas que acometem a producdo de culturas agronomicamente importantes (CAMPOS
SILVA et al., 2008; PUSEY et al., 2009; ROMEIRO et al., 2010). Dentre elas, as bactérias
endofiticas benéficas tém se destacado como promissoras no biocontrole de doencas e
crescimento de plantas de diversas espécies, incluindo o tomate (BENHAMOU et al., 1998;
CAMPOS SILVA etal., 2008; BARRETTI et al., 2009).

Como agentes de biocontrole, existem inimeros trabalhos reportando o sucesso de
bactérias endofiticas no controle biolégico de diversos patdgenos, tanto in vitro, quanto in
Vvivo, pois estas sdo capazes de reduzir ou prevenir os efeitos deletérios de patdgenos, através
de mecanismos de antibiose, competicdo, parasitismo, hipoviruléncia, predacdo e inducdo de
defesas do hospedeiro (BETTIOL; GHINI, 1995; BARRETTI et al., 2009; LIN et al., 2013;
PURNAWATI et al., 2014).

Dessa maneira, poderia se utilizar no controle de uma determinada doenca, um
microrganismo ndo patogénico, com necessidades nutricionais semelhantes as do patdgeno,
visando promover a competicdo por espago e nutrientes, com o objetivo de reduzir a
disseminacdo da doenca, ou ainda, usufruir da capacidade que determinados microrganismos
possuem, de produzir substancias com acdo antibidtica ou antifingica, além de promover o
crescimento e aumento da produtividade de plantas (SANTOS; VARAVALLO, 2011;
POZZEBON; SANTOS, 2016). Assim, com a utilizacdo de produtos de base bioldgica, é
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possivel reduzir 0 uso excessivo de insumos quimicos e agrotdxicos, e consequentemente, 0s
custos de produgdo, propiciando ao produtor rural, mais lucros ao final da producéo da cultura
(POZZEBON; SANTOS, 2016).

Essa interacdo de bactérias endofiticas com os tecidos internos de plantas sadias tem
sido objeto de estudo em todo o mundo, visando elucidar os mecanismos de protecdo e
crescimento por elas promovidos (ROSEMBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; RYAN
et al., 2008). Porém, esses estudos ainda carecem de informacdes a respeito dos mecanismos
envolvidos nos processos de controle bioldgico, pois a maioria das pesquisas com essa
tematica ndo chegam a ser concluidas, e a busca por isolados bacterianos endofiticos continua
com o intuito de se obter agentes potenciais eficazes no controle de bacterioses.

Como promotoras de crescimento de plantas, as bactérias endofiticas podem trazer
beneficios por fornecer vitaminas essenciais a planta, aumentar a captacéo e solubilizacdo de
minerais, promover o ajuste osmatico, regulacdo dos estdmatos e modificacdo da morfologia
radicular (RYAN et al., 2008). Os efeitos a planta podem incluir o aumento da altura e area
foliar, aumento do sistema radicular e produtividade, rapido crescimento e desenvolvimento,
que resultam em um ganho geral de biomassa, e maior produtividade (STURTZ, 1995;
PILLAY; NOWAK, 1997).

Com isso, objetivou-se com esse trabalho avaliar o potencial de biocontrole de
bactérias endofiticas contra a pinta e a mancha bacteriana do tomateiro, elucidar alguns dos
mecanismos de acdo envolvidos no controle das duas doencas, e verificar o potencial de

promocao de crescimento de plantas mediado por esses microrganismos.
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RESUMO
A mancha bacteriana do tomateiro (Xanthomonas vesicatoria) pode causar perdas de até 60%,

quando se manifesta em condi¢es favoraveis ao desenvolvimento da doenca. Assim,
objetivou-se com esse estudo avaliar o potencial de controle biolégico e inducdo de
resisténcia de bactérias endofiticas, contra a mancha bacteriana do tomateiro. Para isso, foram
realizados testes de patogenicidade, antagonismo in vitro, avalia¢do da severidade em casa de
vegetacdo e estudos de mecanismos de inducdo de resisténcia, através da expressdo do gene
de defesa SOD e atividade de enzimas de defesa da rota dos fenilpropandides (PAL e POX) e
estresse oxidativo (SOD, APX e CAT). O teste de patogenicidade foi negativo para os 15
isolados endofiticos testados, confirmando que essas bactérias ndo sdo fitopatégenos de
tomate. Os isolados Ufla — 285, 47, 51 e 50 apresentaram 0s maiores potenciais de
antagonismo frente a bactéria fitopatogénica. Em casa de vegetacdo, cinco isolados reduziram
a severidade da mancha bacteriana. O isolado Ufla - 22 foi o mais eficaz, reduzindo em 45% a
severidade da doenca. Este isolado apresentou efeito antagdnico intermediario e, por isso, foi
selecionado para as analises molecular e enzimatica. O isolado Ufla — 22 apresentou efeito
indutor de resisténcia, pois induziu o aumento da transcricdo do gene SOD e proporcionou
incremento na atividade das enzimas de defesa PAL, POX, SOD, APX e CAT, em plantas de
tomate inoculadas com X. vesicatoria. Dessa forma, é possivel comprovar a efetividade desse
isolado no controle da mancha bacteriana, podendo o mesmo, ser utilizado em associacdo com

outros métodos de controle no manejo dessa bacteriose em tomateiro.

PALAVRAS-CHAVE: Xanthomonas vesicatoria, severidade, antagonismo.
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1 INTRODUCAO

O tomate é a hortalica de maior complexidade e risco econémico, devido aos
problemas de ordem fitossanitaria que podem acometer o ciclo de desenvolvimento da cultura
(Luz et al., 2007; Aquino et al., 2011; Alvarenga, 2013), como, por exemplo, doencas
causadas por fitopatogenos, que reduzem a produtividade e oneram o0s custos de producao.

A mancha bacteriana pode ser causada por quatro espécies de Xanthomonas: X.
euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. perforans (Quezado-Duval & Lopes, 2010).
Das espécies desse complexo, X. vesicatoria apresenta distribuicio mundial e atualmente, é
uma das doencas mais difundidas, destrutivas e importantes do tomateiro para processamento
industrial no Brasil, com ocorréncia frequente em plantios irrigados ou nao, por pivé central.
As perdas podem chegar a 60%, quando a doenga ocorre em condigfes favoraveis, e sdo
resultantes da reducdo da area fotossintética e do crescimento da planta, da depreciacdo do
fruto devido a presenca de lesGes e da reducdo da producdo em decorréncia direta dos
sintomas (Bashan et al., 1982; Lopes & Quezado Soares, 1997; Wilson et al., 2002; Vorholt,
2012).

As estratégias de controle dessa doenca sdo baseadas em combinacdes de praticas de
manejo, como a aquisi¢do de sementes e mudas sadias e a eliminacdo de plantas voluntarias e
doentes da éarea de plantio (Lopes & Awvila, 2005; Clemente & Boiteux, 2012). Porém, a
principal técnica de manejo adotada € a pulverizagdo de produtos quimicos a base de cobre,
sozinhos ou em combinacdo com fungicidas ditiocarbamatos, como mancozeb, e mais
recentemente, o uso de indutores de resisténcia (Hert et al., 2009; Nascimento et al., 2013).
Contudo, esses compostos, além de toxicos, apresentam pouca efetividade em condicGes
6timas para o desenvolvimento da doenca, podendo desencadear um processo de selecdo de
diversos fitopatdgenos resistentes aos ingredientes ativos (Martin et al., 2004; Byrne et al.,
2005; Hert et al., 2009).

Dessa forma, o controle bioldégico mediado por microrganismos, quando integado as
demais praticas de manejo ja utilizadas na cultura, pode ser uma alternativa de manejo
eficiente para reduzir ou eliminar 0 uso excessivo de agrotéxicos, aumentar a produtividade e
a qualidade do produto final. Além disso, pode proporcionar o equilibrio no ambiente, bem
como, proteger a planta hospedeira durante a existéncia do patdgeno, para que a mesma nado
sofra perdas expressivas (Santos & Varavallo, 2011).

Nesse contexto, estudos de biocontrole com bactérias benéficas vém ganhando énfase

como alternativa para o controle de doencas que acometem a producdo de culturas
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agronomicamente importantes (Campos Silva et al., 2008; Pusey et al., 2009; Romeiro et al.,
2010; Souza et al., 2015). Assim, poderia ser utilizado no controle de uma determinada
doenca, um microrganismo nao patogénico, com necessidades nutricionais semelhantes as do
patdgeno, visando promover a competicdo por espaco e nutrientes, com o objetivo reduzir a
disseminacdo da doenca, ou ainda, usufruir da capacidade que determinados microrganismos
possuem, de produzir substancias com acgdo antibiotica ou antifingica (Santos & Varavallo,
2011; Pozzebon & Santos, 2016).

Existem inameros trabalhos reportando o sucesso de bactérias endofiticas no controle
biolégico e inducdo de resisténcia de plantas a diversos patdgenos, tanto in vitro, quanto in
vivo (Barretti et al., 2009; Lin et al., 2013; Purnawati et al., 2014; Yadav et al., 2017). Esses
microrganismos atuam como biocontroladores através de mecanismos de antibiose,
competicdo, parasitismo, hipoviruléncia, predacéo e inducdo de defesas do hospedeiro (Bettiol
& Ghini, 1995). Por exemplo, as bactérias endofiticas Bacillus pumilus e B.
amyloliquefaciens, foram testadas no controle biol6gico da pinta e da mancha bacteriana,
sendo capazes de induzir a resisténcia de plantas de tomate e reduzir o numero de lesdes das
duas doencas (Lanna Filho et al. 2013a; 2013b). Plantas de tomate inoculadas com B. subtilis
CBRO5 tiveram aumento significativo nas atividades das enzimas de defesa SOD, CAT, POX
e PPO (Chandrasekaran & Chun, 2016a).

Dessa forma, o uso de bactérias endofiticas na agricultura € uma alternativa no manejo
de doencas de plantas. Com a utilizagdo de produtos de base biolégica em integracdo com as
praticas convencionais de manejo, é possivel reduzir o uso excessivo de insumos quimicos e
agrotéxicos, diminuir o periodo de reentrada na lavoura e/ou casa de vegetagdo para tratos
culturais, evitar o aparecimento de populacfes resistentes de patdgenos, reduzir os custos de
producdo e aumentar a produtividade da cultura, resultando em um produto final de maior
qualidade e com melhor custo-beneficio para o produtor rural. Com isso, objetivou-se com
esse trabalho, avaliar o potencial de biocontrole e inducdo de resisténcia de bactérias

endofiticas, contra a mancha bacteriana do tomateiro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem, cultivo e preservacdo dos microrganismos

As bactérias endofiticas utilizadas nesse estudo sdo provenientes da colecdo de

isolados bacterianos do Laboratorio de Bacteriologia Vegetal, Departamento de Fitopatologia,
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da Universidade Federal de Lavras — UFLA. Foram selecionadas para o presente estudo 15
bactérias endofiticas, que em estudos preliminares mostraram potencial para o controle
biolégico (Tabela 1). O isolado patogéncio referéncia de X. vesicatoria EH 2010 — 41, foi
cedido pela Dra. Alice Maria Quezado da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa em Hortalicas - Brasilia, DF). Essa espécie foi
escolhida para desenvolvimento dos experimentos do presente estudo, por apresentar

distribuicdo mundial em cultivos de tomate (Quezado-Duval & Lopes, 2010).

TABELA 1. Bactérias endofiticas utilizadas como potenciais agentes de biocontrole

da mancha bacteriana do tomateiro.

Isolado (bactéria endofitica) Origem:/ Ano
Paenibacillus macerans (Ufla - 37 e 47) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 50) Campos Silva et al. (2008)/

Lanna Filho et al. (2013a)
Bacillus pumillus (Ufla - 2, 12, 20, 39 e 51) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus sphaericus (Ufla - 45) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus sp. (Ufla - 24) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus pumillus (Ufla - 6) Campos Silva et al. (2008)/

Lanna Filho et al. (2013a)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 22) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus megaterium (Ufla - 7) Campos Silva et al. (2008)
Paenibacillus gordonae (Ufla - 40) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 285) Medeiros et al. (2011)

As bactérias endofiticas preservadas a -80°C em peptona glicerol a 30% (v/v) no
Departamento de Fitopatologia da UFLA, foram retiradas do congelamento, semeadas sobre
meio de cultura 523 sélido de Kado & Heskett (1970), por meio de estrias paralelas (Romeiro,
2001), e incubadas em cdmara de crescimento tipo BOD, a 28 °C por 24 h, para crescimento.
Apos a obtencdo das coldnias puras em placas de Petri, foi realizada a preservacdo das
bactérias, através da repicagem para tubos contendo meio 523 sélido inclinado (Tuite, 1969;
Kiraly et al., 1974).
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2.2 Teste de patogenicidade

Para verificar se as 15 bactérias endofiticas escolhidas para o presente estudo
apresentavam caracteristicas de patogenicidade, foram utilizadas plantas de fumo, tomate e
pimentdo. As bactérias endofiticas foram cultivadas em meio solido 523, por 24 h, a 28 °C.
Posteriormente, foi adicionada as placas de Petri, solucdo salina de NaCl 0,85%, e feita a
raspagem do crescimento bacteriano, com alca de Drigalski.

A concentracdo da suspensdo foi ajustada para ODs4 = 0,5 em espectrofotdmetro
(~10® ufc mL™) (Pinho et al., 2009). As plantas foram inoculadas por infiltracdo da suspensdo
bacteriana nos espacos intercelulares da face abaxial da folha, com uma seringa hipodérmica
fina (Klement, 1964), e mantidas por 24 horas em casa de vegetacao.

O ensaio foi conduzido em trés repeticdes, utilizando-se como controle negativo
plantas de fumo, tomate e pimentdo com 30 dias de idade, inoculadas com solucdo salina de
NaCl 0,85% e, como controle positivo, plantas de fumo, tomate e pimentdo inoculadas com o
isolado referéncia de Pseudomonas syringae pv. garceae (Psg CFBP 1634), que em testes
anteriores apresentou sintomas de HR, obtido da “Collection Francais de Bactéries
Phytopathogenes” (CFBP). Apds 24 h da infiltracdo da suspensdo bacteriana, foi avaliada a
presenca ou auséncia de sintomas tipicos de Reacdo de Hipersensibilidade (HR), como a

necrose e dessecamento do tecido (Mariano, 2000; Romeiro, 2001).

2.3 Potencial de antagonismo in vitro

O teste de antibiose foi realizado como proposto por Vidaver et al. (1972), com
adaptacfes. O método utilizado foi o da dupla camada de meio de cultura em placas de Petri
(60 x 15 mm). Para isso, uma camada basica de 6 mL de meio de cultura sélido 523 foi
formada nas placas de Petri.

Os isolados endofiticos foram cultivados em meio 523 liquido e mantidos sob agitagdo
constante em Shaker durante 12 h, a 38 rpm e 28 °C. Em seguida, foram repicados em pontos
equidistantes, trés isolados endofiticos, mais o tratamento controle (dgua destilada e
esterilizada). Foram semeados 0,5 pL da suspensdo de cada isolado por placa de Petri, e
incubados por 12 h a 28 °C, tempo suficiente para crescimento evidente das colonias.

Decorrido o tempo de incubacéo, as coldnias foram mortas pela exposicao a vapores
de cloroférmio durante uma hora, seguido de exposi¢do direta a luz ultravioleta (UV) por

mais uma hora. Em seguida, cada placa contendo col6nias inativadas de bactérias endofiticas
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recebeu uma sobre-camada de meio de cultura 523 semi-solido fundente (45 °C, contendo
agar 0,8%), ao qual foram incorporados 100 pL de suspensdo da bacteria fitopatogénica X.
vesicatoria. Apos a solidificacdo da sobre-camada de meio, as placas foram incubadas a 28 °C
por 48 h, quando foi avaliada a inibicdo ou ndo do crescimento da bactéria fitopatogénica
(Vidaver etal., 1972).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes para cada isolado endofitico. Havendo halo de inibicdo, 0 mesmo foi mensurado
em centimetros. Os dados foram analisados estatisticamente no software SISVAR, versdo 5.6
(Ferreira, 2011), submetidos a analise de variancia e, quando significativos pelo teste F, as
médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Esse experimento foi realizado

duas vezes.

2.4 Protecédo de plantas de tomateiro contra a mancha bacteriana
2.4.1 Bacteriaz¢do das sementes com bactérias endofiticas e obtencdo das mudas

Inicialmente foi feita a desinfestacdo superficial de sementes da cultivar de tomate
suscetivel Santa Clara, através do método da triplice lavagem (1 minuto em alcool 70%, 3
minutos em hipoclorito de s6dio 2% e trés lavagens em agua destilada e esterilizada) (Pinho et
al., 2009). Posteriormente as sementes foram secas e acondicionadas em copos plasticos de 20
mL. Culturas bacterianas endofiticas com crescimento de 24 h foram postas em suspensao.
Para isso, adicionou-se as coldnias cultivadas em meio 523, solucédo salina de NaCl 0,85%, e
depois, foi feita a raspagem, com al¢a de Drigalski, até a obtencdo de uma suspensao
homogénea de células bacterianas, ajustada em espectrofotdmetro para ODsso = 0,5 (~10°8 ufc
mL™) (Pinho et al., 2009).

A suspensdo bacteriana foi adicionada aos copos plasticos, contendo aproximadamente
0,3 g de semente cada um, de maneira a cobrir completamente as sementes. A bacterizacdo
das sementes ocorreu por agitacdo em Shaker, durante 24 h a 38 rpm e 28 °C. Como controle
negativo, as sementes foram imersas em solucdo salina de NaCl 0,85%. Apo6s a bacterizacdo,
as sementes foram semeadas em bandejas, contendo mistura de solo, esterco e areia, na
propor¢do 1:1:1 (v/v/v) e cultivadas em casa de vegetacdo com temperatura e umidade
parcialmente controladas (£ 25 °C e UR = 80%). Quando as plantulas apresentaram duas

folhas verdadeiras, realizou-se o transplantio, mantendo uma planta por vaso.
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2.4.2 Preparo do indculo e inoculagdo de X. vesicatoria

O preparo do inoculo constou do crescimento prévio de X. vesicatoria em meio de
cultura 523 por 48 h, a 28 °C, em cdmara de crescimento tipo BOD. Suspensdes bacterianas
de X. vesicatoria, ajustadas para ODss = 0,5 (~10% ufc mL™) (Pinho et al., 2009), foram
atomizados sobre plantas de tomate apresentando quatro folhas verdadeiras, mantidas em
camara Umida 24 h antes e apés a inoculacao.

Considerando o surgimento dos primeiros sintomas da doenca, foram realizadas as
avaliagOes de severidade da doenca, em quatro folhas verdadeiras de cada planta de tomate,
previamente etiquetadas para manter o mesmo padrdo de avaliagcdo, com intervalos de quatro
dias entre uma avaliagdo e outra, totalizando cinco avaliagdes, utilizando-se escala
diagramatica proposta por Peretto & Silva (2002).

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, em delineamento experimental de
blocos casualizados (DBC), com trés repeticdes, sendo cada parcela experimental composta
por duas plantas. Para comparar as bactérias endofiticas quanto a reducgdo da severidade da
doenca nas plantas, realizou-se o calculo da area abaixo da curva de progresso da severidade
da doenca (AACPSD), utilizando-se a formula abaixo:

n-1
AACPSD = 3= X(Yi+ Yis)2 * (Tisr — Ti),

i

Onde:

n é o niamero de avaliacdes; Y a severidade da doenca; T o tempo quando da avaliacdo
da doenca; (Yi + Yi.1) a altura média do retdngulo entre os pontos Yi e Yix. € Tia — Tia
diferenca da base do retdngulo entre os pontos Ti.1 e T;.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente no software SISVAR, versdo 5.6
(Ferreira, 2011), em que os valores de AACPSD de cada bactéria endofitica, foram
submetidos ao teste F na andlise de variancia e as médias, quando significativas, agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Foi estimada também a taxa de progresso da doenca (r), determinada pelo parametro b
da equacdo de regressdo (p<0.01). As analises de regressdo foram realizadas utilizando o

software Excel. Esse experimento foi realizado duas vezes.
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2.5 Analises moleculares e bioquimicas da resposta de defesa induzida por bactérias
endofiticas em tomateiro contra a mancha bacteriana

2.5.1 Preparo das plantas e inoculacéo

O isolado Ufla — 22 (B. amyloliquefaciens) foi selecionado para as analises
moleculares e bioquimicas da resposta de defesa induzida, por apresentar maior eficiéncia no
controle da mancha bacteriana do tomateiro em casa de vegetacdo. A verificacdo do seu efeito
indutor ocorreu por meio da analise de expressdo do gene de defesa SOD e atividade de
enzimas de defesa da planta da rota dos fenilpropanoides e estresse oxidativo.

O isolado Ufla - 22 foi cultivado por 24 h, a 28 °C, e posto em suspensao, através da
raspagem do crescimento bacteriano com solucédo salina de NaCl 0,85%, com concentracao da
suspensdo bacteriana ajustada em espectrofotdmetro para ODs4 = 0,5 (~10° ufc mL™) (Pinho
et al., 2009). Posteriormente, 0,3 g de sementes de tomate foram bacterizadas por 24 h em
Shaker, com agitacdo constante a 38 rpm e 28 °C, e semeadas em vasos de 3 L, contendo
mistura de solo, esterco e areia, na propor¢do 1:1:1 (v/v/v), previamente autoclavados. Como
controle negativo, as sementes foram imersas em solucdo salina de NaCl 0,85%.

Esse ensaio constou de trés tratamentos: T1) Ufla - 22 + X. vesicatoria (XV); T2) X.
vesicatoria (XV); T3) Sem inoculacéo.

Ao apresentarem quatro folhas verdadeiras, as plantas dos tratamentos T1 e T2 foram
inoculadas por aspersao com X. vesicatoria (ODs4 = 0,5) e mantidas em camara Umida 24 h
antes e apos a inoculagdo. Amostras de folhas de tomateiro de cada um dos trés tratamentos
foram coletadas as 0, 8, 16 e 24 horas ap0s a inoculacéo (hai) com X. vesicatoria. As mesmas
foram armazenadas individualmente em sacos plasticos previamente identificados,
rapidamente congelados em nitrogénio liquido, e em seguida, as amostras destinadas a analise
da expressdo génica e atividade enzimatica foram mantidas em temperatura de -20 °C. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), com trés repeticGes e trés

plantas para cada tempo de coleta.

2.5.2 Analise da expressao génica por RT-qPCR

O material vegetal coletado foi macerado em nitrogénio liquido e, aproximadamente
0,24 g de cada amostra macerada, utilizado para extracdo do RNA total pelo método TRIzol
RNA Isolation, seguindo 0 protocolo para tecidos de plantas
(http://afgc.standford.edu/afgc_html/site2Rna.htm#isolation). A integridade do RNA foi
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visualizada em gel de agarose 0,7%, corado com GelRed™, e as amostras quantificadas em
espectrofotdmetro NanoVue™ Plus Spectrophotometer.

Posteriormente, para garantir a qualidade e apenas a presenca de RNA, as amostras
foram tratadas com DNASE, com o Kit TURBO DNA-free™ (Invitrogen), de acordo com
protocolo sugerido pelo fabricante, e novamente quantificadas em NanoVue™ Plus
Spectrophotometer.

Para a sintese de cDNA, utilizou-se o Kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (Applied Biosystems'"), seguindo as instrucdes do fabricante. As
amostras foram mantidas em temperatura de -20 °C até o uso.

Os primers para analise da expressdao génica utilizados nesse estudo foram:
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase - GAPDH F: 5'-
ACCACAAATTGCCTTGCTCCCTTG-3; GAPDH R: 5'-
ATCAACGGTCTTCTGAGTGGCTGT-3’, utilizado como gene de referencia na
normalizacdo da expressdo génica em tomateiro; e Superdxido dismutase - SOD F: 5'-
CTGGGAATCTATGAAGCCCAACGGA-3'; SOD R: 5'-
CAAATTGTGTTGCTGCAGCTGCCTT-3', utilizado como gene de defesa expresso na rota
de estresse oxidativo da planta, ambos desenhados por Mascia et al. (2010).

Para andlise da RT-qPCR, foi utilizado o modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) e o sistema de deteccdo foi o SYBR Green. Para cada reagdo foi
utilizado 0,5 pL de cDNA, 0,2 pL de cada primer a 10 uM e 2,5 uL de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), para um volume final de amostra de 5 pL. A amplificacao
foi conduzida em incubacdes iniciais por 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguidos por
40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minutoa 60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C,
com detecc¢do do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. A curva de melting
foi determinada ap6s o término dos ciclos de reacOes de cada produto amplificado entre 72 e
95 °C.

Para cada gene em estudo, o experimento foi conduzido a partir de cDNAs obtidos de
trés repeticbes bioldgicas, com trés replicatas técnicas, sendo os resultados normalizados,
usando os CTs (Ciclo Threshold), obtidos pela expressdo do gene constitutivo GAPDH. A
quantificacdo da expressdao génica foi realizada pelo método CT comparativo (Livak &
Schmittgen, 2001).
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2.5.3 Analise da atividade de enzimas de defesa da planta

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos utilizados na determinacdo da atividade das
enzimas PAL (Fenilalanina amdnia-liases) e POX (Peroxidase), amostras de tecido foliar
foram maceradas em nitrogénio liquido em almofariz, até a obtencdo de um po fino. O pd
obtido foi homogeneizado em tampdo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), contendo 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF), na proporcdo de 1,0 mL de tampédo para 0,2 g de p6
obtido. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C, e o sobrenadante
obtido foi utilizado para as determinac¢des enzimaticas.

A atividade da PAL foi iniciada apos a adi¢do de 10 uL do extrato enzimatico a uma
mistura contendo 140 pL de tampao Tris-HCI 25 mM (pH 8,8) e 50 uL de L-fenilalanina 50
mM. A mistura da reacdo foi incubada a 37°C durante 20 minutos. A absorbancia dos
derivados do &cido trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm e o coeficiente
de extincdo molar de 10.000 mM™*cm™ (Zucker, 1965) foi utilizado para calcular a atividade
da PAL, a qual foi expressa em pM min™ mg™ de proteina.

Determinou-se a atividade da POX através da oxidacdo do guaiacol (Kar & Mishra,
1976). Para isso, foram adicionados 5 pL do extrato enzimatico, a uma mistura de 115 pL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 40 uL. de guaiacol 50 Mm e 40 pL de perdxido
de hidrogénio 125 mM. Ap0s a incubagéo a 30 °C por 10 minutos, a absorbancia foi medida a
480 nm em espectrofotdometro. O coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm? foi
utilizado para calcular a atividade da POX (Chance & Maehley, 1955), a qual foi expressa em
mM de tetraguaiacol produzido por min™ mg™ de proteina.

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos utilizados na determinacdo da APX
(Ascorbato peroxidase), CAT (Catalase) e SOD (Superdxido dismutase), amostras de tecido
foliar foram maceradas em nitrogénio liquido em almofariz, até a obtengdo de um po fino. O
p6 obtido foi homogeneizado em tampéo fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), contendo 10
mM de EDTA, 200 mM de &cido ascorbico e agua, na proporc¢do de 1,0 mL de tampdo para
0,2 g de po obtido. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 mina 4 °C, e 0
sobrenadante foi utilizado para as determinagdes enzimaticas.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo
do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977), em meio de incubacao
composto por 30 pL do extrato foliar, contendo 100 pL de tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,8), 40 uL de metionina 70 mM, 15 uL de azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 1 mM, 2
uL de EDTA 10 pm, 2 uL de riboflavina 0,2 mM e 11 pL de agua (Del Longo et al., 1993).
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ApoOs a incubagdo por 7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de 15 W,
realizou-se a leitura a 560 nm. Uma unidade da SOD correspondeu a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic¢des do ensaio.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano & Asada (1981), em que
foram adicionados 10 pL do extrato enzimdtico a uma solu¢do contendo 100 pL de tampao
fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 10 uL de acido ascorbico 10 mM, 10 uL de peroxido
de hidrogénio 2 mM e 70 pL de agua. A atividade enzimatica foi medida pela oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, durante 3 min a 25 °C. O coeficiente de extincdo molar de 2,8 mM™ cm™,
foi utilizado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em mM min™® mg™ de
proteina.

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakmak & Horst (1991), em que
foi avaliado o decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3 minutos a 25 °C. Para isso,
foram adicionados 10 pL de extrato enzimatico, contendo 100 pL de tampao fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0), 80 uL de agua e 10 pL de peroxido de hidrogénio 250 mM. A
atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de H,0; a 240 nm durante 3 min a 25 °C,
O coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™ (Anderson et al., 1995) foi utilizado para
determinar a atividade da CAT, a qual foi expressa em mM min™ mg™ de proteina.

A proteina total de cada extrato enzimatico foi mensurada de acordo com o método
colorimetrico descrito por Bradford (1976), usando-se uma curva padrdo de albumina sérica
bovina. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Os dados da atividade das enzimas PAL, POX, APX, CAT e SOD foram submetidos a
analise de variancia, e quando significativas pelo teste F, as médias foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o software SISVAR, versdo 5.6 (Ferreira, 2011).

3 RESULTADOS

Nenhum dos 15 isolados endofiticos induziram sintomas de HR nas plantas de fumo,
tomate ou pimentdo sendo, portanto, considerados ndo patogénicos. Pseudomonas syringae
pv. garceae, utilizada como controle positivo, induziu HR nas folhas das trés plantas testadas
em 24 h. A solucdo salina (NaCl 0,85%), utilizada como controle negativo, também nao

induziu os sintomas de HR (Figura 1).
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Tomate Pimentao

FIGURA 1. Teste de patogenicidade: (A) Controle
positivo (Psg) apresentando sintomas
tipicos de HR nas trés plantas
indicadoras; (B) Controle negativo
(solucéo salina NaCl 0,85%), sem a
presenca de HR; (C) Isolado Ufla -
22, demonstrando a auséncia de

sintomas tipicos de HR.

Dos 15 isolados testados, oito inibiram eficientemente o crescimento in vitro de X.
vesicatoria (Tabela 2). Destes, os isolados Ufla - 285, 47, 51 e 50 (Figura 2A e 2B) foram 0s
que apresentaram a maior atividade inibitoria frente a bactéria fitopatogénica, exibindo halos
de inibicdo de 0,98, 0,90, 0,80 e 0,76 cm, respectivamente, quando comparados com 0

tratamento controle (Agua destilada e esterilizada).
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TABELA 2. Atividade antagbnica de bactérias endofiticas ao crescimento in

vitro de Xanthomonas vesicatoria.

Antibiose in vitro

Isolado Ufla - Média do Halo de Inibicédo (cm)
B. amyloliquefaciens - 285 0,98 a*
P. macerans - 47 0,90 a
B. pumillus - 51 0,80 a
B. amyloliquefaciens - 50 0,76 a
B. pumillus - 39 0,64 b
B. pumillus - 20 0,64 b
P. gordonae - 40 0,54 b
B. amyloliquefaciens - 22 0,48 b
Controle 0,00c
B. pumillus - 12 0,00 c
Bacillus sp. - 24 0,00 c
B. pumillus - 6 0,00 c
B. megaterium - 7 0,00c
B. pumillus - 2 0,00c
P. macerans - 37 0,00c
B. sphaericus - 45 0,00c
CV (%) 30,62

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Ufla 47 Ufla 51

FIGURA 2. (A) Inibi¢do do crescimento in vitro de X. vesicatoria, pelos
isolados endofiticos Ufla — 285, 47 e 51, comparados ao
controle (C (-)); (B) Inibicdo do crescimento in vitro de X.
vesicatoria pelo isolado endofitico Ufla - 50, e isolados Ufla - 6,

24, e tratamento controle (C(-)), sem potencial de antagonismo.



33

Em relacdo ao controle da mancha bacteriana do tomateiro em casa de vegetacéo,

cinco isolados, Ufla - 22, 7, 45, 51 e 47 se destacaram por reduzir a severidade da doenga em

45%, 37%, 35%, 35% e 28%, respectivamente, quando comparados ao tratamento controle
(100% de doenca) (Figura 3). Além disso, trés desses isolados, Ufla — 22, 51 e 47

apresentaram também potencial de antagonismo in vitro (Tabela 3).

TABELA 3. Isolados endofiticos no controle da severidade da mancha bacteriana em folhas

de tomateiro em casa de vegetacdo (Area Abaixo da Curva de Progresso da

Severidade da Doenca - AACPSD), taxa de progresso da doenga no tempo e

inibicdo do crescimento in vitro de Xanthomonas vesicatoria.

Isolado Ufla - AACPSD Taxa de progresso da Halo de
doenca inibicéo
B. amyloliquefaciens - 22 114,27 a* 0,564** +
B. megaterium — 7 130,51 a 0,691 -
B. sphaericus - 45 134,55 a 0,826 -
B. pumillus - 51 135,21 a 0,782 +
P. macerans - 47 149,67 a 0,886 +
P. macerans - 37 156,56 b 0,889 -
Bacillus sp. - 24 160,02 b 0,747 -
B. amyloliquefaciens - 285 167,00 b 0,859 +
B. pumillus - 2 167,62 b 0,959 -
B. pumillus — 20 168,15b 0,860 +
B. pumillus - 39 185,54 b 0,892 +
B. pumillus - 6 192,55b 1,056 -
Controle 207,79 ¢ 1,285 -
P. gordonae - 40 219,67 c 1,073 +
B. amyloliquefaciens - 50 245,13 d 0,072 +
B. pumillus - 12 277,63d 1,271 -
CV (%) 14,52

*Meéedias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05).

** Significancia na analise de regressao p<0,01.
(+) = Presenca de halo de inibicdo (-) =Auséncia de halo de inibicéo.
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Controle Ufla -22

FIGURA 3. Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas
vesicatoria) em folhas de tomateiro oriundas de
sementes bacterizadas com Solucdo Salina de NaCl
0,85% (Controle negativo) (A) e bacterizadas com
o isolado endofitico Ufla — 22 (B).

A bacteria endofitica Ufla — 22, ap0s a inoculagdo de X. vesicatoria (T1), induziu ao
aumento dos transcritos do gene SOD em relacdo as plantas de tomate controle ndo inoculadas
(T3) e inoculadas apenas com a bactéria fitopatogénica (T2), as 8 hai. A partir das 16 hai, de
maneira geral, ndo houve diferenca na analise dos transcritos do gene SOD em plantas de

tomate inoculadas ou ndo com a bactéria endofitica (Figura 4).
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FIGURA 4. Expressdo quantitativa relativa por RT-gPCR do gene
Superoxido dismutase (SOD) em plantas de tomate
bacterizadas ou ndo com o isolado endofitico Ufla — 22 as 0, 8,
16 e 24 horas apds a inoculacdo com a bactéria Xanthomonas
vesicatoria (Xv). A abundancia de transcritos génicos foi
normalizada pela expressdo do gene Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH).

Houve aumento na atividade da fenilalanina aménia-liase (PAL) em plantas de tomate
bacterizadas com o isolado Ufla — 22, as 8 hai com X. vesicatoria, em relacdo as plantas
inoculadas apenas com o patogeno e ndo inoculadas (Figura 5A).

De forma semelhante a PAL, plantas de tomate tratadas com o isolado endofitico Ufla
— 22 e inoculadas com X. vesicatoria, tiveram maior atividade da POX as 8 hai, diferindo dos

demais tratamentos (Figura 5B).
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FIGURA 5. Atividade das enzimas de defesa fenilalanina amonia-liase
(PAL) (A) e peroxidase (POX) (B), em plantas de tomate
bacterizadas ou ndo com o isolado Ufla — 22 as 0, 8, 16 e 24
horas ap6s a inoculagdo com Xanthomonas vesicatoria (Xv).

Como controle foram utilizadas plantas ndo inoculadas.

As plantas bacterizadas com o isolado endofitico Ufla — 22 e inoculadas com X.
vesicatoria apresentaram maior atividade da enzima SOD as 8 e 16 hai, quando comparadas
com as plantas ndo inoculadas com a endofitica. Nas plantas inoculadas apenas com a bactéria
fitopatogénica, houve um aumento da atividade da SOD as 24 hai (Figura 6A).

As plantas de tomate bacterizadas com o isolado endofitico Ufla — 22 e inoculadas

com a bactéria fitopatogénica apresentaram aumento na atividade enzimatica da APX no
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momento da inoculacdo e as 8 hai, sendo também superior aos demais tratamentos as 16 hai.
As plantas inoculadas apenas com a bactéria fitopatogénica apresentaram aumento da
atividade da APX as 24 hai (Figura 6B).

Os resultados obtidos com a andlise da atividade da CAT foram relativamente
semelhantes aos da atividade da APX. Nesse caso a bactéria endofitica Ufla — 22
proporcionou maior atividade enzimatica em plantas de tomateiro as 0 e 8 hai, permanecendo
alta as 16 hai. Ja as 24 hai, plantas inoculadas apenas com X. vesicatoria tiveram aumento da

atividade enzimatica, diferindo dos demais tratamentos (Figura 6C).
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FIGURA 6. Atividade de enzimas de defesa: superoxido dismutasse (SOD)
(A), ascorbato peroxidase (APX) (B) e catalase (CAT) (C), em
plantas de tomate bacterizadas ou ndo com o isolado Ufla — 22
as 0, 8, 16 e 24 horas apés a inoculacdo com Xanthomonas
vesicatoria (Xv). Como controle foram utilizadas plantas néo

inoculadas.

4 DISCUSSAO

O uso de bactérias endofiticas é uma das alternativas mais confidveis e sustentaveis
dos métodos de controle bioldgico, tanto econémica quanto ecologicamente (Ryan et al.,
2008; Nagendran et al., 2013). Estratégias de manejo de pragas e doengas que utilizam
microrganismos endofiticos representam uma area emergente na protecdo de plantas. Além
disso, membros do género Bacillus sdo potenciais agentes de controle biolédgico, devido a sua
atividade antagonica de amplo espectro contra fungos e bactérias, alta capacidade de producéo
de endosporos e resisténcia a condigdes desfavoraveis do ambiente e hospedeiro (Li et al.,
2008; Raddadi et al., 2009; Wang et al., 2014; Ferraz et al., 2015; Fousia et al., 2015).

Os 15 isolados endofiticos utilizados neste trabalho apresentaram resultados negativos
para o teste de hipersensibilidade em folhas de fumo, tomate e pimentéo, confirmando a sua
natureza nao fitopatogénica, necessaria aos candidatos a agentes de controle biolégico.

Com relacéo ao efeito antagbnico, 53% dos isolados inibiram o crescimento in vitro de
X. vesicatoria, demonstrando que a antibiose ndo foi um fenémeno limitado (Tabela 2).

Corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, Barretti et al. (2012) verificaram que
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os isolados endofiticos UFV-E17 e UFLA 91-BS produziram halos de inibicdo quando
confrontados com Ralstonia solanacearum no teste de antibiose. Ja no estudo realizado por
Hassan & Zyton (2017), os bioagentes B. subtilis, P. fluorescens e P. putida, isolados de
folhas de pimenta, inibiram o crescimento de X. vesicatoria em 1,9 mm, 2,9 mm e 3,4 mm,
respectivamente.

A antibiose esta geralmente relacionada a sintese de metabolitos secundarios, como
por exemplo, lipopeptideos, das familias das surfactinas, iturinas e fengicinas (Ongena et al.,
2005). Além disso, espécies de Bacillus sdo conhecidas como produtoras muito eficientes de
antibidticos, sendo 4 — 5% de seu genoma, dedicados a sintese de moléculas antibidticas e
compostos antimicrobianos estruturalmente diversos (Stein, 2005). Contudo, as moléculas
envolvidas no processo de antibiose ndo foram caracterizadas nesse estudo, porém, é possivel
que as mesmas facam parte dos grupos supramencionados, ja que os isolados desse estudo,
em sua maioria, pertencem ao género Bacillus.

Naturalmente, apenas a antibiose ndo eleva o isolado ao “status” de um bom agente de
biocontrole, pois outros fendmenos podem ocorrer com a introdu¢do do mesmo, quando
exposto a condi¢cdes ambientais. Isso foi reportado por Romeiro et al. (2005), que ao
confrontarem por antibiose um isolado de Bacillus pumilus contra os patdgenos P. syringae
pv. tomato, X. vesicatoria, Alternaria solani e Corynespora cassiicola, 0 mesmo néo
apresentou efeito inibitorio. Porém quando a bactéria entrou em contato com o sistema
radicular de plantas de tomate, promoveu a inducdo de resisténcia, reduzindo a severidade das
doengas causadas por esses patégenos.

Em casa de vegetacdo, 12 isolados (80% do total) manifestaram efeito controlador
sobre a mancha bacteriana. Desses, cinco isolados (33,3% do total) foram promissores no
controle da doenca, diferindo estatisticamente dos demais. Esse resultado pode ser confirmado
atraves da taxa de progresso da doenca, pois as bacterias que apresentaram as menores taxas
de progresso da doenca apresentaram também as menores AACPSDs (Tabela 3). Cinco
isolados apresentaram as menores AACPSDs, diferindo estatisticamente ndo apenas do
controle negativo, mas também dos demais isolados, sendo considerados os mais eficazes no
controle da mancha bacteriana do tomateiro (Tabela 3).

Corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, Chandrasekaran & Chun
(2016b) verificaram a reducdo de 55% na severidade da mancha bacteriana do tomateiro, em
plantas tratadas com o endéfito B. subtilis CBR05. Nawangsih et al. (2011) estudaram dois
isolados de bactérias endofiticas para biocontrole da murcha bacteriana do tomateiro, em que

os isolados BC4 e BL10 reduziram a severidade da doenca em 33% e 43%, respectivamente.
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Nos ensaios conduzidos por Purnawati et al. (2014), dois isolados endofiticos foram
capazes de reduzir a severidade da murcha bacteriana do tomateiro em condi¢des de casa de
vegetacdo. Mirik et al. (2008) relataram que o desenvolvimento de mancha da folha, causada
por X. vesicatoria, foi reduzida em 11-62% em plantas de pimenta inoculadas com trés
linhagens de Bacillus, em casa de vegetagdo. Em campo, a reducdo da severidade dessa
doenca foi de 38 — 67% em plantas de pimenta inoculadas com Bacillus.

Comparando o nimero de isolados que apresentaram antagonismo in vitro e controle
da severidade da mancha bacteriana in planta, nota-se que trés isolados foram eficazes para 0s
dois parametros avaliados (Ufla - 22, 51 e 47) (Tabela 3). Para o sucesso do controle
biolégico, apenas a antibiose in vitro ndo eleva o microrganismo ao “status” de bom
bioagente, pois apenas 0 antagonismo, ndo garante o controle eficiente da doenca in planta.
Contudo, quando o microrganismo apresenta potencial antagonico e indutor de resisténcia, ele
pode apresentar vantagens adicionais sobre aqueles que se destacaram unicamente em casa de
vegetacdo ou in vitro, como os isolados Ufla — 22, 51 e 47, pois pode exercerer tanto a
antibiose quanto a induc@o de resisténcia em plantas de tomateiro. Esses fendbmenos foram
verificados com o teste de expressdo génica e com a atividade de enzimas de defesa.

Para isso, investigou-se o efeito indutor do isolado Ufla — 22, escolhido por ter
apresentado o melhor resultado no controle da severidade da mancha bacteriana do tomateiro.
Observou-se que esse tratamento foi capaz de induzir respostas de defesa no hospedeiro, pois
esse isolado induziu ao aumento da transcricdo do gene SOD, e proporcionou incrementos na
atividade das enzimas PAL, POX, APX, CAT e SOD, em plantas de tomate posteriormente
inoculadas com X. vesicatoria.

Ap0s o reconhecimento do patégeno pela planta, a explosdo oxidativa com geracgao de
Espécies Ativas de Oxigénio (EAQOSs) é a primeira etapa de resposta de defesa da planta. As
EAOs ocorrem normalmente no metabolismo celular, mas quando acumuladas, tornam-se
toxicas as células. Isso geralmente ocorre em plantas sob estresse, que acabam usando um
complexo sistema de defesa antioxidante composto por antioxidantes ndo enzimaticos e
enzimas de defesa, como a SOD, CAT, POX, glutationa redutase e APX, que sdo usadas para
limpar as EAOs e proteger as células de danos oxidativos (Hossain & Uddin, 2011; Monteiro
etal., 2016).

Nesse trabalho, observou-se que o tratamento com o isolado endofitico Ufla — 22
possui eliciadores que possivelmente disparam respostas de defesa, pois esse tratamento
induziu as plantas de tomateiro a apresentarem maiores niveis na atividade das enzimas

relacionadas a limpeza de radicais livres (POX, APX, CAT e SOD). Essa atividade ocorreu



41

geralmente as 8 hai com X. vesicatoria, sugerindo que a presenca da bactéria endofitica
desencadeia a atividade de enzimas antioxidantes e diminui o acimulo de EAOs, logo no
inicio do processo de infeccdo pelo patégeno. Chandrasekaran & Chun (2016b) verificaram
um aumento significativo nas atividades da SOD, CAT, POX e PPO (polifenol oxidase) em
plantas de tomate tratadas com B. subtilis, 24 h apds a inoculagdo, em comparagdo com
controles ndo inoculados e controles inoculados com X. vesicatoria.

Li et al. (2015), utilizando a bactéria B. amyloliquefaciens LJ02, para controle de
oidio em cucurbitéceas, verificaram o aumento nos niveis da atividade da POX, PPO, PAL e
principalmente da SOD. Isso porque a SOD é uma enzima defensiva chave com a funcdo de
eliminar o anion superdxido (O%). O aumento da atividade dessa enzima faz com que ocorra o
acumulo de H,0,, porém, o H,O, produzido como resultado da elevagao nos niveis da SOD é
convertido em agua e oxigénio, em decorréncia da atividade da CAT e POX (Chandrasekaran
& Chun, 2016b).

Segundo Lanna Filho et al. (2013b), a aplicacdo foliar de espécies endofiticas de
Bacillus induziu o0 aumento nos niveis de POX e PPO, resultando na reducédo da severidade da
mancha bacteriana em tomateiro. Resultados semelhantes foram obtidos por Rajendran et al.
(2006), em plantas de algodoeiro inoculadas com as endofiticas Bacillus e Pseudomonas, as
quais induziram a expressdéo de POX e PPO e reduziram a severidade do crestamento
bacteriano, causado por X. axonopodis pv. malvacearum. Os resultados obtidos por esses
autores apoiam os alcancados no presente trabalho, em que a atividade da POX atingiu altos
niveis as 8 hai, no tratamento com o isolado Ufla — 22 e inoculado com X. vesicatoria, ndo
havendo atividade da enzima nos demais tempos, tanto em plantas controle inoculadas quanto
em plantas controle ndo inoculadas. 1sso pode ser explicado porque niveis mais elevados na
atividade da POX, induzida por espécies bacterianas, protegem as plantas contra a infec¢éo de
patégenos, e podem estar correlacionados com inducdo de resisténcia sistémica, sendo o
aumento da peroxidase, um dos marcadores de resisténcia induzida (Cavalcanti et al. 2006;
Vanitha & Umesha, 2011; Li et al., 2015).

A atividade da APX se manteve alta entre 8 e 16 hai com o patdgeno, nas plantas que
receberam o tratamento com o isolado Ufla — 22. A APX é uma das enzimas que removem o
excesso de H,0,, reduzindo essa molécula a agua e oxigénio, utilizando o ascorbato como
agente redutor (Tang et al., 2006). Isso sugere que 0 aumento significativo da atividade dessa
enzima nos tempos supramencionados foi em funcdo da remoc¢édo do excesso de H,0O, das

células da planta.
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A PAL é uma enzima chave no metabolismo dos fenilpropanoides, que resultara em
compostos como fitoalexinas, compostos fendlicos e lignina, conferindo maior resisténcia a
parede celular das plantas (Raes et al., 2003). Nesse estudo, a atividade da PAL foi elevada as
8 hai com X. vesicatoria somente em plantas que receberam como tratamento o isolado Ufla —
22. Ferraz et al. (2015) investigaram a eficiéncia dos antagonistas Streptomyces setonii
(UFV618), Bacillus cereus (UFV592) e Serratia marcescens (UFV252) como potenciais
indutores de resisténcia em tomateiro contra a mancha bacteriana, em que a atividade da PAL
aumentou 1,4 vezes quando utilizado Streptomyces setonii aos 5 dai, em compara¢do com o
controle. Kurth et al. (2014) observaram que a atividade da PAL aumentou em folhas de
carvalho pedunculadas apés a inoculagdo com Microsphaera alphitoides e Streptomyces sp.
estirpe AcH 505, sendo 0 aumento na atividade dessa enzima ainda mais significativa quando
feita a co-inoculacdo com o fungo e a bacteria.

O estudo da expressdo do gene de defesa SOD, por meio da técnica RT — gPCR,
demonstrou que plantas que receberam o tratamento com a bactéria endofitica Ufla — 22,
seguido de inoculagdo com X. vesicatoria, apresentaram maior expressao deste, as 8 hai. O
aumento na transcri¢cdo do gene SOD serve como indicador que a rota de defesa do estresse
oxidativo foi ativada pela bactéria endofitica Ufla -22, apds desafio com o patégeno. Foi
observado também, que quando a bactéria endofitica ndo estd presente na interacdo, ndo
ocorre a expressdo desse gene de defesa. E importante destacar que o resultado obtido com a
técnica de RT-gPCR foi semelhante aos obtidos na atividade enzimatica da enzima SOD,
comprovando que o gene transcrito foi traduzido em proteina.

Gond et al. (2015) também verificaram a capacidade de bactérias endofiticas em
induzir a expressdo de genes de defesa para evitar a coloniza¢do por Fusarium moniliforme
em milho. Esses autores verificaram uma ligeira expressao do gene SOD em plantas tratadas
com as bacterias endofiticas. Uma possivel explicacdo para esse fendmeno € que, a rapidez
nas mudangas transcricionais apos a inoculacdo pode estar diretamente relacionada com o
reconhecimento de padrdes moleculares ligados ao patogeno, devido a ativacdo dos
mecanismos iniciais de percepcdo e transducdo de sinais apos a inoculacdo, que faz com que
proteinas receptoras das células da planta induzam a expressdo de genes e compostos de
defesa (Guzzo, 2004).

Dessa forma, o controle biolégico pode ser uma estratégia viavel para culturas que nao
tém defensivos quimicos registrados ou para 0s quais, 0s produtos registrados ndo sao
eficientes (Shanmugam & Kanoujia, 2011; Ferraz et al., 2014 ). A utilizacdo de resisténcia

induzida por bactérias ndo patogénicas e indutores abidticos para controle de doengas em
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culturas agrondémicas tem aumentado nos ultimos anos (Van Loon, 2007; Nafie et al., 2011;
Ferraz et al., 2014). Nesse contexto, 0 uso de agentes de biocontrole integrados as praticas
convencionais de manejo, podem ser mais eficientes no controle da mancha bacteriana do
tomateiro, reduzindo os custos de producéo para o produtor rural.

Com o presente estudo, foi possivel comprovar que o isolado endofitico Ufla — 22
proporcionou o controle de Xanthomonas vesicatoria em tomateiro por meio da antibiose e

também por inducdo de resisténcia sistémica.
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RESUMO
A pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato) pode causar perdas de até 75% quando

ocorre no inicio do cultivo. Objetivou-se com esse trabalho, avaliar o potencial de biocontrole
e inducéo de resisténcia de bactérias endofiticas, contra a pinta bacteriana do tomateiro,
atraveés de analises bioquimicas e moleculares. Para isso, foram realizados testes de
antagonismo in vitro, avaliacdo da severidade da doenca em casa de vegetacdo, e estudo de
mecanismos de inducdo de resisténcia, através da expressdo do gene de defesa SOD, gene de
patogenicidade hrpL de P. syringae pv. tomato, e atividade de enzimas de defesa da rota dos
fenilpropanoides (PAL e POX) e estresse oxidativo (SOD, APX e CAT). Os isolados Ufla —
22, 285 e 20 apresentaram o0s maiores halos de inibicdo frente a bactéria fitopatogénica in
vitro. Em casa de vegetacdo, oito isolados reduziram a severidade da pinta bacteriana, sendo o
isolado Ufla - 285 o mais eficaz, reduzindo em 56% a severidade da doenca. Este isolado
apresentou um bom efeito antagdnico e, por isso, foi selecionado para as analises molecular e
enzimatica. Observou-se que o isolado Ufla — 285 possui efeito indutor de resisténcia, pois
induziu o aumento da transcricdo do gene de defesa SOD e proporcionou incremento na
atividade das enzimas de defesa PAL, POX, SOD, APX e CAT, em plantas de tomate
inoculadas com P. syringae pv. tomato. Além disso, quando avaliou-se a expressdo do gene
de patogenicidade hrpL, o mesmo foi expresso substancialmente quando o isolado Ufla — 285
ndo estava presente na interacdo. Dessa forma, sugere-se que o uso de bactérias endofiticas
como agentes de controle bioldgico pode ser uma alternativa eficiente para 0 manejo da pinta
bacteriana, pois desempenham papel fundamental na inducdo de resisténcia sistémica do

tomateiro.

PALAVRAS-CHAVE: Pseudomonas syringae pv. tomato, indugdo de resisténcia, controle

bioldgico.
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1 INTRODUCAO

Entre as doencas do tomateiro, a pinta bacteriana causada por Pseudomonas syringae
pv. tomato (Okabe 1933) Young et al. 1978 (Pst) é uma das mais severas. A doenca pode
acarretar perdas de até 75% na produtividade, quando ocorre em plantas jovens e sob
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno, devido a reducdo do tecido foliar e
area fotossintetizante da planta e pela queda prematura de frutos (Yunis et al. 1980; Campos
Silva et al. 2008; Lanna Filho et al. 2013). Além disso, o progresso da doenca € favorecido
por longos periodos de molhamento foliar, temperaturas amenas (15 — 25 °C) e préticas
culturais que permitam a disseminacdo de bactérias entre plantas hospedeiras (Preston, 2000;
Mioranza et al. 2014).

O controle de doengas de etiologia bacteriana é dificil, com limitacbes quanto a
disponibilidade e eficiéncia de produtos quimicos (Campos-Silva et al. 2008). Um dos
principais fatores limitantes, nesse caso, € a toxicidade dos mesmos ao meio ambiente e a
pouca efetividade em condi¢des 6timas ao desenvolvimento da doenca (Hert et al. 2009;
Clemente e Boiteux, 2012). No caso especifico da pinta bacteriana, a recomendacéo tem sido
0 uso de cultivares resistentes que possuem o gene Pto (Clemente e Boiteux, 2012; Andrade
et al. 2013). Em contrapartida, a busca por métodos de controle que apresentem a reducédo do
uso de produtos quimicos, a conscientizacdo da populacdo sobre questbes ambientais e a
reducdo dos custos de producdo, vem se destacando e gerando medidas de seguranca
alimentar, sustentabilidade e economia no manejo fitossanitario (Andrade et al. 2013).

Nesse contexto, o controle biolégico de doencas é uma linha de pesquisa que vem
crescendo, justamente por ser um método natural, que ndo apresenta impactos e nem efeitos
toxicologicos ao homem e ao meio ambiente (Campos Silva et al. 2008). O uso de bactérias
endofiticas como agentes de controle pode ser uma medida eficaz no manejo de manchas
foliares, pois sdo microrganismos que atuam no mesmo habitat de muitas bactérias
fitopatogénicas (Barra et al. 2008; Ryan et al. 2008).

O controle de fitobacterioses por esses microrganismos pode ocorrer diretamente, pela
producdo e liberacdo de compostos bactericidas, como por exemplo, as surfactinas, que séo
eliciadores de resisténcia (Arguelles-Arias et al. 2009; Weyens et al. 2009). Da mesma forma,
a capacidade de ativacdo de mecanismos de prote¢do contra fitopatégenos, como a induc¢éo de
resisténcia sisttmica (ISR), sdo mecanismos de controle biologico altamente eficientes,
desencadeados por esses microrganismos (Silva et al. 2004; Van Loon, 2007). Com isso,

objetivou-se com esse trabalho, avaliar o potencial de biocontrole e inducgdo de resisténcia de
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bactérias endofiticas, contra a pinta bacteriana do tomateiro, através de analises bioquimicas e

moleculares.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem dos microrganismos endofiticos e patogénicos

Os isolados endofiticos e de P. syringae pv. tomato foram obtidos da cole¢do de
isolados bacterianos do Laboratério de Bacteriologia Vegetal, do Departamento de
Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras — UFLA. Para a realizacdo desse estudo,
foram escolhidos 15 isolados endofiticos, que apresentaram potencial de biocontrole em

estudos preliminares (Tabela 1).

TABELA 1. Bactérias endofiticas utilizadas como potenciais agentes de controle

bioldgico da pinta bacteriana do tomateiro.

Origem:/ Ano
Campos Silva et al. (2008)
Campos Silva et al. (2008)/
Lanna Filho et al. (2013)
Campos Silva et al. (2008)

Isolado (bactéria endofitica)

Paenibacillus macerans (Ufla - 37 e 47)

Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 50)

Bacillus pumillus (Ufla - 2, 12, 20, 39 e 51)

Bacillus sphaericus (Ufla - 45)
Bacillus sp. (Ufla - 24)
Bacillus pumillus (Ufla - 6)

Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 22)
Bacillus megaterium (Ufla - 7)
Paenibacillus gordonae (Ufla - 40)

Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 285)

Campos Silva et al. (2008)
Campos Silva et al. (2008)
Campos Silva et al. (2008)/
Lanna Filho et al. (2013)
Campos Silva et al. (2008)
Campos Silva et al. (2008)
Campos Silva et al. (2008)
Medeiros et al. (2011)

2.2 Antagonismo in vitro

O teste de antibiose foi realizado através do método da dupla camada de meio de

cultura em placas de Petri. Para isso, uma camada basica de aproximadamente 6 mL de meio
de cultura so6lido 523, de Kado e Heskett (1970), foi formada nas placas de Petri. As 15
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bactérias endofiticas foram cultivadas em meio 523 liquido, e agitadas em Shaker durante 12
h, a 38 rpm e 28 °C. Posteriormente, 0,5 puL de suspensdo dos isolados foram semeados em
pontos equidistantes na placa, de maneira que cada placa de Petri contemplasse trés isolados
endofiticos e o tratamento controle (dgua destilada e esterilizada). As placas foram incubadas
por 12 h, a 28 °C, tempo suficiente para as coldnias apresentarem crescimento evidente.

ApoOs o crescimento, as colonias foram mortas pela exposicdo a vapores de
cloroférmio durante uma hora, seguido de exposicdo direta a luz ultravioleta (UV) por mais
uma hora. Em seguida, as placas contendo col6nias inativadas de isolados endofiticos,
receberam uma sobre-camada de meio de cultura 523 semi-sélido fundente (45 °C, contendo
agar 0,8%), ao qual foram incorporados 100 pL de suspensdo com Pst. Apds a solidificacdo
da sobre-camada de meio, as placas foram incubadas a 28 °C, por 48 h, e a seguir, avaliadas
quanto a inibicdo ou ndo do crescimento da bactéria fitopatogénica (Vidaver et al. 1972).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes para cada isolado endofitico. Havendo halo de inibicdo, 0 mesmo foi mensurado
em centimetros. Os dados foram analisados estatisticamente no software SISVAR, versédo 5.6
(Ferreira, 2011), submetidos a analise de variancia e, quando significativos pelo teste F, as
médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Esse experimento foi realizado

duas vezes.

2.3 Protecédo de plantas de tomateiro contra a mancha bacteriana

2.3.1 Bacterizagdo das sementes com os isolados endofiticos e obtencdo das mudas de
tomateiro

Os isolados endofiticos foram introduzidos via tratatamento de sementes. Para isso,
sementes de tomate da cultivar suscetivel Santa Clara foram desinfestadas superficialmente,
pelo do método da triplice lavagem (1 minuto em alcool 70%, 3 minutos em hipoclorito de
sadio 2% e trés lavagens em agua destilada e esterilizada) (Pinho et al. 2009). Posteriormente,
aproximadamente 0,3 g de sementes desinfestadas e secas foram adicionadas em copos
plasticos de 20 mL. Culturas bacterianas endofiticas com crescimento de 24 h, foram postas
em suspensdo, através da adicdo de solucdo salina de NaCl 0,85% as col6nias, e posterior
raspagem, com al¢ca de Drigalski, até a obtengdo de uma suspensdo homogénea de células
bacterianas, ajustadas em espectrofotdmetro para ODs4 = 0,5 (~10° ufc mL™ ) (Pinho et al.

2009). Essa suspensdo de células foi adicionada aos copos plasticos, de maneira a cobrir
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completamente as sementes. Como controle negativo utilizou-se sementes imersas em solucédo
salina de NaCl 0,85%. Os copos plasticos foram acomodados em Shaker e agitados por 24 h,
a 38 rpm e 28 °C. Apds a bacterizacdo, foi realizada a semeadura das sementes em bandejas
de poliestireno expandido, contendo mistura de solo, esterco e areia, na proporcao 1:1:1
(v/viv) e cultivadas em casa de vegetacdo com temperatura e umidade parcialmente
controladas (+ 25 °C e UR = 80%). Quando as plantulas apresentaram duas folhas

verdadeiras, foi realizado o transplantio, mantendo uma planta por vaso.
2.3.2 Preparo do inoculo e inoculagdo com Pseudomonas syringae pv. tomato

O preparo do inéculo constou do crescimento prévio de Pst em meio de cultura 523
por 48 h, a 28 °C, e preparo das suspensdes bacterianas em solucdo salina (NaCl 0,85%),
ajustadas para ODss = 0,5 (~108 ufc mL™ ) (Pinho et al. 2009). Aproximadamene 5 mL de
suspensdo de Pst foram atomizadas sobre plantas de tomate apresentando quatro folhas
verdadeiras, mantidas em camara imida, 24 h antes e ap0s a inoculagéo.

Foram realizadas cinco avalia¢des da severidade da doenca a partir do surgimento dos
primeiros sintomas, em quatro folhas verdadeiras de cada planta de tomate, previamente
etiquetadas para manter o mesmo padrdo de avaliagdo. As avaliacbes foram feitas em
intervalos de quatro dias entre uma e outra, utilizando-se a escala diagramatica proposta por
Peretto e Silva (2002).

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, em delineamento experimental de
blocos casualizados (DBC), com trés repeticdes, sendo cada parcela experimental composta
por duas plantas. Para comparar as bactérias endofiticas quanto a reducdo da severidade da
doenca nas plantas, realizou-se o calculo da &rea abaixo da curva de progresso da severidade
da doenga (AACPSD), utilizando-se a formula:

n-1
AACPSD =3= X(Yi+ Yisd)/2 * (Tisr — Ti),

i

Onde:

n é o namero de avaliacdes; Y a severidade da doenca; T o tempo quando da avaliacdo
da doenca; (Y; + Yis) a altura média do retangulo entre os pontos Yi e Yixa. e Ty — Tia
diferenca da base do retangulo entre os pontos Ti.1 e T;.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente no software SISVAR, versdo 5.6

(Ferreira, 2011), em que os valores de AACPSD de cada bactéria endofitica, foram
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submetidos ao teste F na analise de variancia e as médias, quando significativas, agrupadas
pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Foi estimada também a taxa de progresso da doenca (r), determinada pelo parametro b
da equacdo de regressdo (p<0.01). As anélises de regressdo foram realizadas utilizando o

software Excel. Esse experimento foi realizado duas vezes.

2.4 Analises moleculares e bioquimicas da resposta de defesa induzida por bactérias
endofiticas em tomateiro contra a pinta bacteriana

2.4.1 Preparo das plantas e inoculagéo

O tratamento Ufla — 285 (B. amyloliquefaciens) foi selecionado para a realizagao desse
experimento por ser o mais eficaz na reducdo da severidade da pinta bacteriana em casa de
vegetacdo. A verificacdo do seu efeito indutor ocorreu mediante analise de expressdo do gene
de defesa SOD, expressdo do gene de patogenicidade hrpL de P. syringae pv. tomato, e
atividade de enzimas de defesa da planta. Para esse ensaio, foram utilizados trés tratamentos:
T1) Ufla - 285 + Pst; T2) Pst; T3) Sem inoculagéo.

O isolado Ufla - 285 foi crescido em meio 523 por 24 h, a 28 °C, e, posto em
suspensdo, ajustada para ODss = 0,5 (~10® ufc mL™ ) (Pinho et al. 2009). Como controle
negativo, as sementes foram imersas em solucdo salina de NaCl 0,85%. Posteriormente,
procedeu-se a bacterizacdo das sementes Shaker, por 24 h, com agitacdo constante a 38 rpm e
28 °C. ApoOs a bacterizacdo, as sementes foram semeadas em vasos de 3 L, contendo mistura
de solo, esterco e areia, na proporcao 1:1:1 (v/v/v), previamente autoclavados.

Ao apresentarem quatro folhas verdadeiras, as plantas referentes aos tratamentos T1 e
T2 foram inoculadas por aspersdao com aproximadamente 5 mL de suspensdo de Pst, ODsg =
0,5 (~10® ufc mL™ ) (Pinho et al. 2009), e mantidas em cAmara Umida 24 h antes e ap6s a
inoculacdo. Amostras de folhas de tomateiro de cada um dos trés tratamentos foram coletadas
as 0, 8, 16 e 24 horas apoés a inoculacdo (hai) com a fitobactéria.

As folhas coletadas foram armazenadas em sacos plasticos previamente identificados,
rapidamente congelados em nitrogénio liquido, e em seguida, as amostras destinadas a analise
da expressdo génica e atividade enzimatica foram armazenadas em temperatura de -20 °C. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), com trés repeti¢cGes e trés

plantas para cada tempo de coleta.
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2.4.2 Analise da expressao génica por RT-qPCR

Aproximadamente 0,24 g de cada amostra coletada foi macerada em nitrogénio
liquido, e utilizadas para extracdo do RNA total pelo método TRIzol RNA Isolation, seguindo
0 protocolo para tecidos de plantas
(http://afgc.standford.edu/afgc_html/site2Rna.htm#isolation). A integridade do RNA foi
visualizada em gel de agarose 0,7%, corado com GelRed™, e as amostras foram
quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue™ Plus Spectrophotometer. Para assegurar a
qualidade e apenas a presenca de RNA, as amostras foram tratadas com DNASE, com o Kit
TURBO DNA-free™ (Invitrogen), de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante, e
novamente quantificadas. Para a sintese de cDNA, utilizou-se o Kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems'"), seguindo as instrucdes do fabricante. As
amostras foram mantidas em temperatura de -20 °C até o uso.

Os primers para analise da expressdo de genes de defesa da planta utilizados nesse
estudo foram: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase - GAPDH F: 5'-
ACCACAAATTGCCTTGCTCCCTTG-3; GAPDH R: 5'-
ATCAACGGTCTTCTGAGTGGCTGT-3’, utilizado como gene de referencia na
normalizacdo da expressdao génica em tomateiro; e Superdxido dismutase - SOD F: 5'-
CTGGGAATCTATGAAGCCCAACGGA-3'; SOD R: 5'-
CAAATTGTGTTGCTGCAGCTGCCTT-3, utilizado como gene de defesa expresso na rota
de estresse oxidativo da planta, desenhados por Mascia et al. (2010).

Os primers utilizados na expressdo de genes de patogenicidade foram: 16S F: 5°-
CAGCTCGTGTCGTGAGATGT-3’; 16S R: 5’-CACCGGCAGTCTCCTTAGAG-3’,
utilizado como gene de referéncia na normalizacdo da expressdo génica em P. syringae pv.
tomato; e hrpL F: 5- CTCCAGTGCGTGTTTCTTGA-3’; hrpL R: 5’-
AGCTTTCCTGATACGGCTGA-3’, como gene de patogenicidade (Lee et al. 2015).

Para analise da RT-qPCR, utilizou-se 0 modelo ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems), e o sistema de deteccdo foi o SYBR Green. Para cada reacdo foi
utilizado 0,5 pL de cDNA, 0,2 uL de cada primer a 10 uM e 2,5 uL de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), para um volume final de amostra de 5 pL. A amplificagdo
foi conduzida em incubacdes iniciais por 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguidos por
40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, e finalizando com 15 segundos a 95 °C,

com detecc¢do do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. A curva de melting
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foi determinada apds o término dos ciclos de reagdes de cada produto amplificado entre 72 e
95 °C.

Para cada gene em estudo, o experimento foi conduzido a partir de cDNAs obtidos de
trés repetices bioldgicas, com trés replicatas técnicas, sendo os resultados normalizados,
usando os CTs (Ciclo Threshold), obtidos pela expressdo do gene constitutivo de cada analise.
A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo método CT comparativo (Livak e
Schmittgen, 2001).

2.4.3 Analise da atividade de enzimas de defesa da planta

A obtencéo dos extratos enzimticos usados na determinacdo da atividade das enzimas
de defesa PAL (Fenilalanina amonia-liases) e POX (Peroxidase) constou da maceragdo de
amostras do tecido foliar em nitrogénio liquido, em almofariz, até a obtencdo de um po fino.
O po6 obtido foi homogeneizado em tampéo fosfato de s6dio 50 mM (pH 6,5), contendo 1 mM
de fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF), na proporcdo de 1,0 mL de tampdo para 0,2 g de
po obtido, que foi posteriormente centrifugado a 14.000 rpm por 15 min, a 4 °C. O
sobrenadante obtido ap6s a centrifugacéo foi utilizado para as determinacdes enzimaticas.

A atividade da PAL iniciou-se apds a adigdo de 10 pL do extrato enzimatico a uma
mistura de 140 uL de tampao Tris-HCI 25 mM (pH 8,8) e 50 uL de L-fenilalanina 50 mM. A
mistura da reacdo foi incubada a 37°C durante 20 minutos, e posteriormente, a absorbancia
dos derivados do &cido trans-cindmico foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm. O
coeficiente de extincdo molar de 10.000 mM™cm™ (Zucker, 1965), foi utilizado para calcular
a atividade da PAL, que foi expressa em pM min™ mg™ de proteina.

Para a atividade da POX, determinou-se a oxidacdo do guaiacol, de acordo com a
metodologia de Kar & Mishra (1976). Para isso, foram adicionados 5 pL do extrato
enzimatico a mistura contendo 115 pL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 40 uL
de guaiacol 50 Mm e 40 pL de peroxido de hidrogénio 125 mM. Essa mistura foi incubada a
30 °C por 10 minutos, e posteriormente, a absorbancia foi medida a 480 nm em
espectrofotdmetro. Utilizou-se o coeficiente de extingio molar de 2,47 mM™ cm™ para
calcular a atividade da POX (Chance & Maehley, 1955), a qual foi expressa em mM de
tetraguaiacol produzido por min™ mg™* de proteina.

A obtencdo dos extratos enzimaticos usados na determinacdo da atividade da APX
(Ascorbato peroxidase), CAT (Catalase) e SOD (Superdxido dismutase), constou de amostras

de tecido foliar maceradas em nitrogénio liquido em almofariz, até a obtencéo de um pé fino.
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Esse po foi homogeneizado em tampéo fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), contendo 10
mM de EDTA, 200 mM de &cido ascorbico e agua, na propor¢do de 1,0 mL de tampdo para
0,2 g de p6 obtido. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 mina 4 °C, e 0
sobrenadante obtido, utilizado para as determina¢des enzimaticas.

Determinou-se a atividade da APX pelo método de Nakano & Asada (1981), em que
10 uL do extrato enzimatico foram adicionados a uma solug¢do contendo 100 uL de tampao
fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 10 uL de acido ascérbico 10 mM, 10 pL de perdxido
de hidrogénio 2 mM e 70 pL de agua. A atividade enzimatica foi medida pela oxidacdo do
ascorbato a 290 nm, durante 3 min a 25 °C. O coeficiente de extincdo molar de 2,8 mM™ cm™,
foi utilizado para calcular a atividade da APX, expressa em mM min™ mg™ de proteina.

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakmak & Horst (1991),
mediante avaliagdo do decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3 minutos a 25 °C. Para
isso, foram adicionados 10 uL. de extrato enzimatico, contendo 100 uL. de tampao fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0), 80 uL de agua e 10 pL de peroxido de hidrogénio 250 mM. A
atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de H,0; a 240 nm durante 3 min a 25 °C,
O coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™ (Anderson et al., 1995) foi utilizado para
determinar a atividade da CAT, expressa em mM min™ mg™ de proteina.

Avaliou-se a atividade da SOD através da capacidade da enzima inibir a fotorreducao
do azul de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977), em meio de incubacéo
contendo por 30 uL do extrato foliar, contendo 100 puL de tampao fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,8), 40 pL de metionina 70 mM, 15 pL de azul de p-nitro-tetrazélio (NBT) 1 mM, 2 pL
de EDTA 10 pm, 2 pL de riboflavina 0,2 mM e 11 pL de agua (Del Longo et al., 1993).
Procedeu-se uma incubacgao por 7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de
15 W, e realizou-se a leitura da placa a 560 nm. Uma unidade da SOD correspondeu a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic¢fes do
ensaio.

A proteina total de cada extrato enzimatico foi determinada pelo método colorimétrico
de Bradford (1976), usando-se uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.

Os dados da atividade das enzimas PAL, POX, APX, CAT e SOD foram submetidos a
analise de variancia, e quando significativas pelo teste F, as médias foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o software SISVAR, versdo 5.6 (Ferreira, 2011).
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3 RESULTADOS

Nove isolados endofiticos apresentaram efeito antagbénico significativo sobre o
crescimento in vitro de P. syringae pv. tomato (Tabela 2). Destes, os isolados Ufla - 22, 285 e
20 (Figura 1A e 1B) foram os que apresentaram a maior atividade inibitéria ao patdgeno
desafiante, com halos de inibicdo de 1,22, 1,14 e 0,96 cm, respectivamente, quando

comparados com o tratamento controle (dgua destilada e esterilizada).

TABELA 2. Atividade antag6nica de bactérias endofiticas ao crescimento in

vitro de Pseudomonas syringae pv. tomato.

Antibiose In vitro

Isolado Ufla - Média do Halo de Inibicéo (cm)

B. amyloliquefaciens - 22 1.22 a*
B. amyloliquefaciens - 285 1.14a
B. pumillus - 20 0.96 a

B. pumillus - 51 0.72Db

P. gordonae - 40 0.66 b

P. macerans - 37 0.60 b

B. pumillus - 12 0.58 b
Bacillus sp - 24 0.58 b

P. macerans - 47 0.44b

B. amyloliquefaciens - 50 0.24c
Controle 0,00c

B. pumillus - 6 0,00 c

B. pumillus - 39 0,00 c

B. megaterium - 7 0,00 c

B. pumillus - 2 0,00c

45 0,00 c

CV(%) 29,89

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 1. (A) Inibigdo do crescimento in vitro de P. syringae pv. tomato, pelos
isolados endofiticos Ufla - 20, 22 e 37, comparados ao tratamento
controle (C (-)); (B) Inibicdo do crescimento in vitro de P. syringae
pv. tomato pelo isolado Ufla - 285, e isolados Ufla - 6, 45, e

tratamento controle (C(-)), sem potencial de antagonismo.

Os isolados Ufla - 285, 12, 24, 40, 6, 39, 7 e 2 diferiram estatisticamente dos demais
tratamentos no controle da pinta bacteriana do tomateiro em casa de vegetacao, reduzindo a
severidade da doenca em 56%, 52%, 48%, 47%, 45%, 44%, 43% e 39%, respectivamente,
quando comparados ao controle (100% de doenca) (Tabela 3 e Figura 2). Desses, quatro
isolados (Ufla — 285, 12, 24 e 40) apresentaram também potencial de antagonismo in vitro
(Tabela 3).
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TABELA 3. Isolados endofiticos na severidade da pinta bacteriana em folhas de tomateiro em

casa de vegetacido (Area Abaixo da Curva de Progresso da Severidade da

Doenca - AACPSD), taxa de progresso da doenca no tempo e inibicdo do

crecimento in vitro de Pseudomonas syringae pv. tomato.

Isolado Ufla - AACPSD Taxa de progresso da Halo de
doenca inibicéo
B. amyloliquefaciens - 285 108,42 a* 0,833** +
B. pumillus — 12 118,16 a 1,026 +
Bacillus sp. — 24 126,89 a 1,180 +
P. gordonae — 40 129,19 a 1,013 +
B. pumillus — 6 135,98 a 0,912 -
B. pumillus — 39 138,31 a 0,967 -
B. megaterium - 7 138,56 a 0,910 -
B. pumillus — 2 149,31 a 1,016 -
B. pumillus — 51 173,03 Db 1,249 +
B. amyloliquefaciens — 22 183,10 b 1,348 +
P. macerans — 47 198,68 b 1,435 +
B. amyloliquefaciens - 50 199,23 b 1,403 +
P. macerans — 37 201,19b 1,462 +
B. sphaericus - 45 212,13 b 1,252 -
B. pumillus — 20 216,15 b 1,285 +
Controle 245,07 b 1,721 -
CV (%) 15,30

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05).

** Significancia na analise de regressdo p<0,01.
(+) = Presenca de halo de inibicdo (-) =Auséncia de halo de inibicao.
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FIGURA 2. Severidade da pinta bacteriana, causada por

Pseudomonas syringae pv. tomato, em folhas de
tomate cultivado em casa de vegetacdo,
oriundas de sementes bacterizadas com Solucao
salina de NaCl 0,85% (A) e bacterizadas com o

isolado endofitico Ufla — 285 (B).

Houve aumento na expressdo do gene de defesa SOD nas plantas de tomate
bacterizadas com a bactéria endofitica Ufla — 285, seguida de inoculagdo com P. syringae pv.
tomato (T1), as 8 e 16 hai, em relacdo as plantas controle ndo inoculadas (T3) e inoculadas
apenas com a bactéria fitopatogénica (T2) (Figura 3A).

Na analise dos transcritos do gene de patogenicidade hrpL de P. syringae pv. tomato,
verificou-se que houve o aumento da expressdo do mesmo, as 24 hai, na auséncia da bactéria
endofitica Ufla — 285. J& na presenca da bactéria endofitica Ufla - 285, houve uma menor

expressdo do gene hrpL, quando comparado com plantas inoculadas apenas com Pst.
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FIGURA 3. Expressdo quantitativa relativa por RT-qPCR dos genes
Superdxido dismutase (SOD) (A) e hrpL (B), em plantas
de tomate bacterizadas com o isolado endofitico Ufla —
285, as 0, 8, 16 e 24 horas ap6s a inoculagdo com P.
syringae pv. tomato. A abundancia de transcritos
génicos foi normalizada pela expressdo do gene
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e

16S, respectivamente.

Houve um aumento significativo na atividade enzimatica da PAL nas plantas de

tomate tratadas com o isolado Ufla — 285 as 8 e 16 hai com P. syringae pv. tomato, diferindo
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das plantas pulverizadas apenas com &gua ou inoculadas apenas com a bactéria fitopatogénica
(Figura 4A).

A maior atividade da enzima POX foi verificada em plantas tratadas com o isolado
Ufla — 285 e inoculadas com Pst no momento da inoculacdo e as 16 hai, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Em plantas inoculadas apenas com Pst, as 8 hali,

houve maior atividade enzimatica da POX (Figura 4B).
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FIGURA 4. Atividade de enzimas de defesa: fenilalanina amonia-liase (PAL)
(A) e peroxidase (POX) (B), em plantas de tomate, bacterizadas
ou ndo com o isolado Ufla — 285, as 0, 8, 16 e 24 horas apos a
inoculagdo com a bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato.

Como controle foram utilizadas plantas ndo inoculadas.
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Houve aumento significativo na atividade das enzimas SOD e CAT em plantas de
tomate bacterizadas com o isolado endofitico Ufla — 285 as 0, 8 e 16 hai com Pst, diferindo
dos demais tratamentos (Figura 5A e 5B).

Verificou-se que houve aumento da atividade da APX em plantas de tomate tratadas
com o isolado endofitico Ufla — 285 e inoculadas com Pst, em todos os tempos avaliados. As
24 hai, plantas inoculadas apenas com a bactéria fitopatogénica apresentaram maior atividade
da APX (Figura 5C).
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FIGURA 5. Atividade das enzimas de defesa superdxido dismutasse (SOD)
(A), catalase (CAT) (B) e ascorbato peroxidase (APX) (C), em
plantas de tomate, bacterizadas ou ndo com o isolado Ufla —
285, as 0, 8, 16 e 24 horas apds a inoculacdo com Pseudomonas
syringae pv. tomato. Como controle foram utilizadas plantas

nao inoculadas.

4 DISCUSSAO

O uso de agentes de controle biol6gico de doencas de plantas tem se tornado um meio
vantajoso para os sistemas de producdo agricolas, mostrando-se ecoldgicos, sustentaveis e
economicamente viaveis (Sousa et al. 2009; Chen et al. 2016). Bactérias endofiticas como as
do género Bacillus sp., sdo de grande importancia em programas de controle bioldgico,
devido a capacidade de sintetizar metabdlitos bioativos e a alta capacidade de antagonismo,
resultante de compostos antimicrobianos, o que auxilia no desempenho do hospedeiro e
impede a colonizacdo por organismos patogénicos (Islam et al. 2010; Li et al. 2012; Souza et
al. 2015).

No presente estudo, 67% dos isolados endofiticos estudados apresentaram algum
potencial de antagonismo in vitro. As maiores atividades antagénicas foram obtidas com os
isolados Ufla - 22, 285 e 20, que apresentaram halos de inibicdo de 1,22, 1,14 e 0,96 cm,
respectivamente (Tabela 2). Campos Silva et al. (2008) avaliaram o potencial de 52 isolados
endofiticos em inibir o crescimento de P. syringae pv. tomato, e 23 isolados apresentaram

antagonismo in vitro ao patégeno. Nos estudos realizados por James e Mathew (2015), 31
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bactérias endofiticas de tomateiro apresentaram reagdo antagodnica in vitro contra Ralstonia
solanacearum.

Em sua maioria, estudos in vitro sdo Uteis para identificar possiveis agentes de
controle bioldgico, e para entender os mecanismos pelos quais eles inibem patdgenos (Mejia
et al. 2008). Alguns mecanismos pelos quais 0s antagonistas suprimem o crescimento de
patdgenos sdo a producdo de metabolitos volateis, enzimas liticas e proteinas antagonistas
(James e Mathew, 2015).

Contudo, apenas a capacidade dos microrganismos em inibir a multiplicacdo do
patégeno sob condi¢des in vitro, ndo implica necessariamente a mesma habilidade in vivo,
pois outros mecanismos de controle como a inducdo de resisténcia, podem estar envolvidos
nesse processo (James e Mathew, 2015). Isso foi comprovado por Ran et al. (2005), que
relataram que Pseudomonas fluorescentes apresentaram potencial de antagonismo in vitro,
mas ndo foram eficaz em condi¢gbes de campo na supressdo da murcha bacteriana em
eucalipto.

No presente estudo, quando se comparou a eficacia in vitro e in vivo dos isolados,
observou-se que, os isolados que apresentaram as menores AACPSDs, também apresentaram
atividade antagonica frente ao patdgeno. Isso sugere que esses isolados endofiticos atuam
controlando a doenca por antibiose e podem também estar induzindo a resisténcia da planta, o
que eleva os mesmos, ao “status” de bons agentes de controle biologico.

Quando se avaliou isoladamente a eficacia de bactérias endofiticas no controle da
pinta bacteriana em casa de vegetacdo, observou-se que oito isolados controlaram
eficientemente a doenca, diferindo estatisticamente do controle e dos demais isolados,
apresentando reducgdes na severidade da doenga que variaram de 39% a 56%, quando
comparados ao tratamento controle (100% de doenca). A eficacia desses isolados pode ser
confirmada também atraveés da taxa de progresso da doenca, pois é possivel observar que as
bactérias que apresentaram as menores taxas de progresso da doenca no tempo, apresentaram
também as menores AACPSDs (Tabela 3).

Os resultados obtidos com esse estudo corroboram com os obtidos por Lanna Filho et
al. (2013), que avaliaram a atividade de biocontrole das bactérias endofiticas B. pumilus e B.
amyloliquefaciens sobre P. syringae pv. tomato. Esses autores mostraram que as duas
bactérias endofiticas foram capazes de reduzir drasticamente a populacdo de P. syringae pv.
tomato e o nimero de lesdes em folhas de tomateiro. Da mesma forma, Barretti et al. (2009)
obtiveram resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo, com percentuais de controle

da pinta bacteriana variando entre 11% e 70%. Campos Silva et al. (2008) encontraram nove
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isolados endofiticos eficazes no controle da pinta bacteriana do tomateiro em condicdes de
casa de vegetacdo, com percentual de controle de até 50% de reducdo da doenca, com 0
isolado P. macerans, que também inibiu o crescimento de P. syringae pv. tomato in vitro.

Contudo, para que sejam considerados bons agentes de controle bioldgico de doengas
de plantas, os microrganismos endofiticos precisam ter a capacidade de ativar respostas de
defesa da planta contra o patégeno. Isso ocorre atraves da resisténcia sistémica induzida
(ISR), mediada pela rota do acido jasmdnico (AJ) e etileno (ET). Com isso, a ISR pode ser
ativada por agentes de biocontrole ou por substancias sintetizadas pelos mesmos, as quais
apresentam amplo espectro de acdo contra diversos patdgenos (Pieterse e Van Loon, 2004;
Romeiro et al. 2005; Lanna Filho et al. 2010; Adam et al. 2014).

A fim de verificar o fenbmeno de ISR, avaliou-se a expressé@o do gene de defesa SOD
da planta e 0 gene de patogenicidade hrpL de Pst. A atividade das enzimas de defesa da
planta, PAL, POX, SOD, APX e CAT, também foram determinadas nesse estudo.

O isolado Ufla — 285 foi escolhido para essas avaliagdes, por apresentar o melhor
resultado na reducdo da severidade da pinta bacteriana do tomateiro em casa de vegetacao.
Observou-se que esse tratamento foi capaz de induzir respostas de defesa no hospedeiro.
Plantas que receberam o isolado Ufla — 285 como tratamento tiveram aumento na transcricao
do gene de defesa SOD (Figura 3A), e menor expressdo do gene de patogenicidade hrpL,
quando comparado ao tratamento que recebeu apenas a inoculacdo da bactéria fitopatogénica
P. syringae pv. tomato, as 16 e 24 hai (Figura 3B). Alem disso, esse isolado endofitico
proporcionou um incremento significativo na atividade das enzimas de defesa PAL, POX
(Figuras 4A, B), SOD, CAT e APX (Figuras 5A, B, e C, respectivamente), em plantas de
tomate inoculadas com P. syringae pv. tomato.

Apos o reconhecimento do patdgeno, a explosdo oxidativa é a primeira resposta de
defesa da planta, que constitui a producdo de especies ativas de oxigénio (EAOs), como
peréxido de hidrogénio (H20,), anion superdxido (O2-) e radical hidroxila (OH-), que embora
ocorram normalmente no metabolismo celular, quando acumuladas, sdo tdxicas as células.
Isso geralmente ocorre em plantas sob estresse, que acabam usando um complexo sistema de
defesa composto por antioxidantes ndo enzimaticos e enzimas de defesa, como a SOD, CAT,
POX, glutationa redutase e APX, que sdo usadas para limpar as EAOs e proteger as células de
danos oxidativos (Hossain e Uddin, 2011; Saed-Moucheshi et al. 2014; Monteiro et al. 2016).

Verificou-se com esse estudo, que o isolado Ufla — 285 provavelmente possui
eliciadores que disparam respostas de defesa da planta. Esse fato € comprovado com o

aumento nos niveis das atividades das enzimas POX, SOD, CAT e APX, relacionadas a



73

limpeza de radicais livres. Esse aumento nas atividades enzimaticas comegou no momento da
inoculacéo, se mantendo elevadas as 8 e 16 hai com P. syringae pv. tomato, o que sugere que
a presenca da bactéria endofitica desencadeia a atividade de enzimas antioxidantes e diminui
0 acumulo de EAOs, logo no inicio do processo de infeccdo pelo patdgeno (Figuras 4B,
5A,B,C, respectivamente).

A capacidade de diversas espécies de bactérias endofiticas e rizobactérias em ativar
mecanismos de protecdo fisicos e quimicos da planta contra patégenos ja foi comprovada
(Silva et al. 2004; Van Loon, 2007). Além disso, a inducdo de resisténcia pode ocorrer pelo
efeito “priming” nas células, o que resulta em uma resposta de defesa mais rapida e intensa,
logo apo6s o primeiro contato da planta com o patégeno (Walters; Ratsep; Havis, 2013; Yi;
Yang; Ryu, 2013). Essa resposta rapida pode ocorrer por meio de eliciadores, que sdo capazes
de ativar os mecanismos de defesa vegetal (Burketova et al. 2015). O efeito “priming”
possivelmente ocorreu nesse estudo, pois basicamente todas as respostas, tanto enzimaticas
quanto de expressdo do gene de defesa foram répidas, demonstrando que, embora a
penetracdo da bactéria fitopatogénica ocorra logo apos a inoculagdo, a resposta da planta ao
ataque patogénico, quando na presenca do isolado endofitico Ufla — 285, também € rapida.

Corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, Chandrasekaran e Chun (2016)
verificaram que plantas de tomateiro inoculadas com B. subtilis CBR0O5 apresentaram menor
incidéncia de podriddo mole (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) e tiveram um
aumento significativo nas atividades da SOD, CAT, POX e PPO nas plantas tratadas com esse
isolado ja nas 12 hai. Yadav et al. (2017) também estudaram a atividade antibacteriana de B.
amyloliquefaciens DSBA-11, através da inducdo de enzimas relacionadas a defesa para o
manejo da murcha bacteriana do tomateiro. Plantas tratadas com o bioagente B.
amyloliquefaciens DSBA-11 aumentaram significativamente a atividade da SOD, POX, CAT
e PPO, nas duas cultivares de tomate testadas, quando comparado com plantas inoculadas
apenas com R. solanacearum.

O aumento na atividade da SOD leva ao acimulo de H,O, (Sharma et al. 2012). Ja foi
comprovado que H,O, é um sinalizador chave na resisténcia a patdgenos de plantas (Alscher
et al. 2002; Li et al. 2015; Chandrasekaran e Chun, 2016). Contudo, o excesso de producéao de
H,0, levara a producdo de CAT, APX e POX, que sdo responsaveis por eliminar o acimulo
excessivo de H,0; nas células (Chandrasekaran e Chun, 2016; Yadav et al. 2017).

A atividade da APX em plantas tratadas com a bactéria endofitica Ufla — 285, e
inoculadas com P. syringae pv. tomato, foi elevada em todos os tempos avaliados (Figura

5C). Esses resultados podem ser suportados pelos obtidos por Seo et al. (2012), que avaliaram
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a indugdo de respostas de defesa da bacteria endofitica B. thuringiensis GS1 sobre
Rhizoctonia solani, em plantas de pepino, e verificaram que a atividade da APX aumentou ao
longo do tempo, e foi maior aos 5 dias, em plantas tratadas com a endofitica e inoculadas com
R. solani, do que em plantas inoculadas apenas com R. solani e plantas controle.

Esse aumento na atividade da APX pode estar ocorrendo porque a APX é uma
importante enzima antioxidante que detoxifica o H,O, acumulado nas células das plantas, da
mesma forma que ocorre com o aumento da SOD, CAT e POX nesse estudo. 1sso é suportado
pelo fato que a APX é capaz de reduzir o excesso de H,0; a H,O (4gua), usando o ascorbato
como doador de elétrons nessa reacdo (Shigeoka et al. 2002; Seo et al. 2012).

Nesse estudo, a atividade da PAL foi elevada as 8 e 16 hai, em plantas que receberam
o tratamento com a bactéria endofitica Ufla — 285 e posterior inoculagdo com P. syringae pv.
tomato (Figura 4A). No estudo conduzido por Yadav et al. (2017), a atividade da PAL foi
aumentada continuamente nas duas cultivares de tomate tratadas com B. amyloliquefaciens
DSBA-11, apés a inoculacdo com R. solanacearum. Com base nos resultados obtidos por
Chandrasekaran e Chun (2016), plantas de tomate inoculadas com o bioagente B. subtilis
CBR05 e P. carotovorum subsp. carotovorum, apresentaram aumento nas atividades
enzimaticas sistémicas de PAL e B-1,3-glucanase, e niveis mais altos dos transcritos dos
genes PAL e B-1,3-glucanase nas folhas de tomateiro, quando comparadas com plantas
inoculadas apenas com o patogeno ou plantas controle.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo congruentes também, com os resultados
relatados por Indiragandhi et al. (2008), em que o tratamento de sementes com a rizobactéria
Methylobacterium oryzae CBMB20, induziu as plantas de tomateiro a sintetizar B-1,3-
glucanase, PAL, POX e PPO, quando desafiadas com P. syringae pv. tomato.

O estudo da expressdo de gene de defesa, por meio da técnica de RT-gPCR,
demonstrou que plantas que receberam o tratamento com a bactéria Ufla — 285, e a inoculacéo
com P. syringae pv. tomato, apresentaram maior expressdo do gene Superdxido dismutase
(SOD) as 8 hai, se mantendo elevada as 16 e 24 hai com o patdégeno. O aumento na
transcricdo da SOD serve como indicador da ativacdo da rota de defesa contra o estresse
oxidativo, pela bactéria endofitica Ufla -285, quando da inoculagdo do patdgeno (Figura 3A).

Observou-se também, que quando a bactéria endofitica ndo estd presente na interacéo,
a expressdo do gene SOD é relativamente baixa as 8 hai. E importante destacar que o
resultado obtido com a técnica de RT-gPCR foi semelhante aos obtidos na atividade
enziméatica da SOD, comprovando que a presenc¢a do isolado Ufla — 285 induz a ISR na

planta, contra o ataque da bactéria fitopatogénica. Esse resultado pode ser suportado devido a
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acdo detoxificadora da SOD, que atua eliminando os efeitos nocivos causados por EAOSs,
oriundas do processo de explosdo oxidativa na planta (Soares e Machado, 2007).

Resultados semelhantes foram obtidos por Gond et al. (2015), em que a presenca da
bactéria endofitica B. subtilis induziu a expressdo do gene SOD em plantas de milho
inoculadas com Fusarium moniliforme. Cabanas et al. (2014) relataram em seu estudo a
expressdo de genes envolvidos na biossintese de hormonios vegetais e fenilpropandides,
estresse oxidativo e metabolismo de Ca’+. A expressdo desses genes implicou em respostas
sistémicas de defesa induzida em folhas de plantas de oliva, na interacdo com a endofitica
Pseudomonas fluorescens PICF7.

O resultado para andlise dos transcritos do gene de patogenicidade hrpL, de P.
syringae pv. tomato, mostrou o aumento da expressdo de hrpL, em todos os tempos avaliados,
quando a bactéria endofitica Ufla — 285, esteve ausente na interacdo (Figura 3B). De acordo
com Lee et al. (2015), a cluster de patogenicidade hrp, € um dos principais fatores de
viruléncia da bactéria fitopatogénica P. syringae, pois o hrp é o responsavel por desativar o
sistema de defesa da planta durante a invasdo bacteriana. Além disso, a indugéo de hrpL em
P. syringae requer duas proteinas especificas, HrpS e HrpR, que sdo altamente homologas e
formam um heterodimero, crucial para a ativacdo transcricional da hrpL (Xiao et al. 1994;
Grimm et al. 1995; Hutcheson et al. 2001; Lee et al. 2015). Baseado nos relatos obtidos por
esses autores, os resultados obtidos com a expressdo de hrpL do presente estudo indicam que,
provavelmente a bactéria fitopatogénica foi capaz de desativar os mecanismos de defesa do
tomateiro na auséncia da bactéria endofitica. Além disso, quando a bactéria endofitica esteve
presente na interagdo, ocorreu menor expressio do gene de patogenicidade hrpL,
provavelmente devido ao efeito antagbnico da bactéria endofitica Ufla — 285, que
possivelmente reduziu a populacdo de P. syringae pv. tomato nas folhas de tomate inoculadas,
indicando que esse isolado endofitico, além de indutor de resisténcia, também atua por
antagonismo direto do patogeno.

Assim, com base no presente estudo, pode-se afirmar que a acumulacdo de enzimas e a
expressao de genes de defesa da planta parecem ser um dos mecanismos de controle bioldgico
induzidos pelo isolado Ufla — 285, podendo desempenhar um papel fundamental na defesa
contra a infeccdo por Pseudomonas syringae pv. tomato. Esses resultados sugerem tambem
que a expressdo de genes e atividade de enzimas antioxidantes mediadas por esse isolado
endofitico, desempenham papel fundamental na inducdo de resisténcia sistémica contra a

pinta bacteriana do tomateiro.
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RESUMO
Bactérias endofiticas promovem o crescimento de plantas por meio da solubilizacdo de

nutrientes, sintese de fitohormonios e fornecimento de vitaminas. Nesse estudo objetivou-se
avaliar o potencial de promoc&o de crescimento de tomateiro por bactérias endofiticas. Os
isolados foram avaliados quanto a capacidade estimular a germinagdo, aumentar o vigor de
sementes, promover o crescimento de plantulas e plantas de tomate, produzir acido indol
acético e solubilizar fosfato inorgénico. O teste de germinacgdo visou determinar a qualidade
fisiologica de sementes, através do vigor e germinagdo de sementes de tomate submetidas a
tratamentos com bactérias endofiticas. Além disso, foram mensurados o comprimento da raiz
principal e o desenvolvimento da parte aérea das plantulas. Em condi¢Ges de casa de
vegetacdo foram avaliados a altura de plantas, nimero de folhas, peso da massa fresca e seca
da raiz e parte aérea. Testes in vitro foram desenvolvidos visando avaliar a capacidade dos
isolados em produzir AlA e solubilizar fosfato inorganico. Dos 15 isolados testados, quatro
apresentaram indices de vigor, acima de 60%, e quatro isolados, germinagdo acima de 80%.
Para incremento no crescimento de plantulas, 67% dos isolados aumentaram o comprimento
das raizes e 53% foram eficazes na elongacdo da parte aérea. Em casa de vegetacdo, trés
isolados se destacaram como potenciais promotores de crescimento, aumentando a altura de
plantulas em até 125%, quando comparados com o tratamento controle. A avaliagdo
qualitativa da producdo de AIA indicou que apenas os isolados Ufla - 2 e 6 sdo capazes de
utilizar o triptofano como precursor de AIA, e nenhuma bactéria endofitica foi capaz de
solubilizar fosfato inorganico. Dessa forma, pode-se concluir que os isolados endofiticos

apresentam potencial de promogao de crescimento de plantas de tomate.

PALAVRAS-CHAVE: germinagdo, acido indol acético, sementes.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios do século XXI é produzir alimentos de qualidade, mantendo
a alta produtividade de culturas. Para isso, estratégias como o uso de fertilizantes quimicos,
adubos e pesticidas sdo estabelecidas frequentemente por produtores. Essas abordagens
costumam apresentar bons resultados no que diz respeito a produtividade, mas causam
impactos negativos no ambiente, como a lixiviacdo do nitrato para as aguas subterraneas,
escoamento superficial do fésforo e nitrogénio, e eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos
(Camargo; Alonso, 2006; Abbamondi et al., 2016).

Em contrapartida, a busca por métodos mais ecoldgicos, que primem pela
sustentabilidade ambiental e ganhos de produtividade, vem se destacando na agricultura nos
altimos anos. A integragdo de métodos alternativos e mais ecolégicos (como o uso de
microrganismos benéficos) com os métodos convencionais (fertilizantes quimicos, adubos e
pesticidas), sdo alguns esforcos consideraveis quando se busca por sustentabilidade, reducao
dos impactos ambientais gerados pela agricultura convencional, reducao de custos e aumento
dos lucros com a lavoura (Farrar; Bryant; Cope-Selby, 2014).

Bactérias endofiticas sdo microrganismos capazes de promover o crescimento de
plantas, potencializando o aumento da producdo de maneira sustentavel (Silva et al., 2012;
Hidayati et al., 2014; Rangjaroen et al., 2015). Os principais mecanismos de promocdo de
crescimento desencadeado por esses microrganismos sdao a producdo de fitohormonios, como
o0 acido indol acético - AIA (Piromyou et al., 2011; Arun; Gopinath; Sharma, 2012), acido
abscisico, giberélico e citocininas (Feng; Shen; Song, 2006), fixacdo de nitrogénio,
solubilizagdo de fosfato, producdo de ions de aménio (Nigris et al., 2013), mineralizacdo de
fosfato orgéanico (Jha; Kumar, 2007), fornecimento de vitaminas essenciais, aumento da
captacdo e solubilizacdo de minerais, regulacdo estomatica, modificacdo da morfologia
radicular e producdo de sider6foros (Ryan et al., 2008). Porém, esses mecanismos terdo
sucesso, somente se as bactérias endofiticas conseguirem se estabelecer, colonizar, se
multiplicar e superar os impedimentos fisicos e quimicos impostos pelo hospedeiro.

A associagdo benéfica de plantas com bactérias endofiticas desempenha papel
fundamental na seguranca agricola e alimentar, além de contribuir para o equilibrio ambiental
(Mendes; Garbeva; Raaijmakers, 2013). Baseado nisso, varios estudos tém sido
desenvolvidos com essa tematica, visando demonstrar o potencial desses microrganismos na

promocao de crescimento de plantas.
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Bactérias promotoras de crescimento vegetal, como as dos géneros Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Enterobacter e Agrobacterium, produzem compostos indolicos (AlA),
que quando sintetizados e secretados pela bactéria, agem como horménios de crescimento
vegetal e induzem o aumento das raizes e folhas das plantas (Babalola, 2010; Hayat et al.,
2010; Yuan et al., 2010). Tariq et al. (2014) estudaram o comportamento in vitro de plantas de
ervilha (Pisum sativum L.), e observaram que seis isolados de bactérias endofiticas foram
capazes de produzir AlA, dois fixaram nitrogénio e nove solubilizaram fésforo inorganico,
contribuindo dessa forma, para o crescimento de plantulas de ervilha. Ji; Gururani; Chun
(2014) tambeém estudaram a promocdo de crescimento de plantas de arroz, induzida por
bactérias endofiticas. Esses autores observaram que alguns isolados foram capazes de
produzir auxina, sideréforos e solubilizar fosfato, bem como proporcionaram maior
crescimento das plantas e acréscimo no peso seco.

Dessa forma, o estudo desses agentes seria agronomicamente relevante para fins de
desenvolvimento de biofertilizantes, o que seria uma alternativa aos fertilizantes quimicos
utilizados em grande escala em todo mundo. Com isso, objetivou-se com esse estudo,
investigar o potencial de isolados bacterianos endofiticos em melhorar a qualidade fisioldgica
de sementes de tomateiro e promover o crescimento de plantas, em condicdes laboratoriais e

de casa de vegetacao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem dos microrganismos endofiticos

Os isolados endofiticos foram obtidos da colecdo de isolados bacterianos do
Laboratério de Bacteriologia Vegetal, do Departamento de Fitopatologia, da Universidade
Federal de Lavras — UFLA. Foram selecionados para o presente estudo, 15 isolados
endofiticos, que apresentaram potencial de controle bioldgico em trabalhos preliminares
(Tabela 1).
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TABELA 1. Bacterias endofiticas utilizadas como potenciais promotoras de

crescimento de plantas de tomate.

Isolado (bactéria endofitica) Origem:/ Ano
Paenibacillus macerans (Ufla - 37 e 47) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 50) Campos Silva et al. (2008)/

Lanna Filho et al. (2013)
Bacillus pumillus (Ufla - 2, 12, 20, 39 e 51) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus sphaericus (Ufla - 45) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus sp. (Ufla - 24) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus pumillus (Ufla - 6) Campos Silva et al. (2008)/

Lanna Filho et al. (2013)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 22) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus megaterium (Ufla - 7) Campos Silva et al. (2008)
Paenibacillus gordonae (Ufla - 40) Campos Silva et al. (2008)
Bacillus amyloliquefaciens (Ufla - 285) Medeiros et al. (2011)

2.2 Bacterizagao de sementes como método de introducdo dos agentes endofiticos

Para a realizacdo do teste padrdo de germinacdo (TPG) e para o teste de promogao de
crescimento em casa de vegetacao, as bactérias endofiticas foram introduzidas, via tratamento
de sementes, pelo método de bacterizacao.

Sementes de tomate da cultivar Santa Clara, foram desinfestadas superficialmente
através do método da triplice lavagem (Pinho et al., 2009). Para o preparo das suspensdes
bacterianas, foram utilizadas culturas bacterianas, crescidas em meio 523 solido de Kado &
Heskett (1970), com crescimento de 24 h, a 28 °C. Adicionou-se a essas col6nias, solugdo
salina de NaCl 0,85%, e realizou-se a raspagem do crescimento bacteriano, com alca de
Drigalski, até a obtencdo de uma suspensdo homogénea de células, ajustadas em
espectrofotdmetro para ODs4 = 0,5 (~10° ufc mL™ ) (Pinho et al. 2009). Posteriormente, as
sementes foram imersas nas respectivas suspensoes de isolados endofiticos, e bacterizadas por
24 horas em Shaker, a 38 rpm e 28 °C. Como controle negativo, as sementes foram imersas

em solucéo salina de NaCl 0,85%.
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2.3 Teste padréo de germinacao e crescimento de plantulas de tomateiro

Apo6s o periodo de bacterizacdo de sementes, foram conduzidos testes de vigor
(primeira contagem da germinacgdo), germinacdo (segunda contagem da germinacao), e
tamanho de plantulas de tomate, visando caracterizar o lote de sementes e avaliar o potencial
dos isolados bacterianos em melhorar a qualidade fisiologica das sementes e estimular o
crescimento de plantulas.

A metodologia utilizada seguiu os padrdes recomendados pelas Regras de Analises de
Sementes (RAS) (Brasil, 2009). No teste de germinagdo foram utilizadas oito repeticGes
compostas por 50 sementes cada, distribuidas em papel Germitest umedecido com agua
destilada esterilizada, na proporcédo de 2,5 vezes o peso do papel. Apds a montagem dos rolos
de papel, os mesmos foram acondicionados em temperatura de 25 £ 5 °C, sob fotoperiodo de
12 h, em camara de crescimento tipo BOD.

A avaliacdo do vigor de sementes constituiu-se do registro de plantulas normais
verificadas na primeira contagem do teste de germinacdo, realizada aos cinco dias apos a
semeadura em papel Germitest, conforme os padrbes da RAS (Brasil, 2009). Aos 14 dias, foi
avaliado o total de plantulas normais, seguindo os padrdes estabelecidos pela RAS. Os
percentuais de plantulas normais de cada repeticdo foram computados para avaliacdo da
germinacdo. Em paralelo a avaliagdo do teste de germinacdo, foi verificado também o
comprimento da raiz e parte aérea de plantulas de tomateiro, aos 14 dias ap6s a semeadura em
papel Germitest.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os dados, expressos em
percentagem de vigor e germinacdo. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
no software SISVAR, versdo 5.6 (Ferreira, 2011), em que os dados foram submetidos a
analise de varidncia e, quando significativos pelo teste F, as médias foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott (p<0.05).

2.4 Promocéo de crescimento em casa de vegetacao

As bactérias endofiticas foram testadas também quanto a capacidade em promover o
crescimento de plantas de tomate, em casa de vegetacdo. Para isso, sementes da cultivar Santa
Clara foram bacterizadas com as suspensdes de cada um dos 15 isolados endofiticos, e

também com solucéo salina de NaCl 0,85%, utilizada como controle.
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As sementes que receberam os tratamentos com os isolados endofiticos e o tratamento
controle, foram semeadas diretamente em vasos de 3 L, a 1 cm de profundidade, contendo
mistura de solo, esterco e areia, na propor¢do 1:1:1 (v/vlv), e cultivadas em casa de
vegetacdo. Aos 40 dias apds a germinacdo foram avaliados os seguintes parametros: altura
(cm), namero de folhas, namero de foliolos, peso da matéria fresca da raiz (g), peso da
matéria fresca da parte aérea (g), peso da matéria seca da raiz (g) e peso da matéria seca da
parte aérea (g) (Barretti; Souza; Pozza, 2008 — com adaptacdes). Para avaliar a matéria seca,
as plantas foram secas em estufa a 65 °C = 5 °C, durante sete dias.

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados (DBC),
com trés repeticbes. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente no software
SISVAR, versdo 5.6 (Ferreira, 2011), submetidos a analise de variancia e, quando

significativos pelo teste F, as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (»<0.05).

2.5 Producéo de acido indol acético (AlA)

A producdo de AIA foi determinada seguindo a metodologia de Bric; Bostock;
Silverstone (1991), adaptada por Cattelan (1999). Para isso, os isolados endofiticos foram
crescidos em meio GNA sélido (20 g caldo nutriente, 5 g glicose, 20 g de &gar, 1000 mL &gua
destilada — pH 6,8), por 24 h, a 28 °C. Ap0s o crescimento, as colénias foram postas em
suspensdo em solucédo salina de NaCl 0,85% e ajustadas em espectrofotdmetro para ODs4o =
0,5 (~10% ufc mL™ ) (Pinho et al., 2009). Depois de ajustadas as absorbancias, 0,5 pL de
suspensdo de cada bactéria endofitica foi repicada na forma de gota para placas de Petri,
contendo meio de cultura Tripticaseina de soja (TSA 1/10), enriquecido com 5mM de L-
triptofano.

Cada gota de 0,5 pL de isolado endofitico foi coberta por uma membrana de
nitrocelulose (25 mm) e posteriormente as placas foram incubadas a 28 °C, por 24 h, para
crescimento das culturas bacterianas. Apo6s o periodo de crescimento, as membranas foram
removidas e saturadas com solugdo Salkowski (1 mL de solugdo FeCls;.6H,0 0,5M; 50 mL
HCIO, 35%) (Gordon; Weber, 1951). As membranas saturadas com solugdo Salkowski,
foram posicionadas novamente sobre 0s respectivos crescimentos bacterianos, e as placas,
mantidas em temperatura ambiente, por um periodo de 2 h. Como controle negativo foi
utilizada membrana de nitrocelulose imersa apenas em solucdo Salkowski. A analise foi

qualitativa, e os isolados que produziram pigmento avermelhado na membrana, foram
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considerados positivos na producdo de AIA. Para cada isolado, foram realizadas cinco

repeticoes.

2.6 Solubilizag&o de fosfato inorganico

A avaliacdo da capacidade das bactérias endofiticas em solubilizar fosfato inorgénico,
in vitro, foi realizada seguindo a metodologia descrita por Santos et al. (2012). Para isso, as
bactérias foram crescidas em meio GNA solido, por 24 h, a 28 °C e postas em suspensao, com
solucdo salina de NaCl 0,85%. As suspensdes bacterianas foram padronizadas em
espectrofotometro para ODss = 0,5 (10% ufc mL™ ) (Pinho et al., 2009), e posteriormente,
repicadas por pontos equidistantes, 0,5 pL de suspensdo de cada bactéria endofitica na forma
de gota, em placas de Petri contendo meio de cultura solido Fosfato de célcio bibasico, que
contém fosfato insoltvel (10g/L glicose; 5 g/L de NH4CI; 1 g/L de MgSO4.7H20; 4 ¢/L de
CaHPO4; 15 g/L de Agar; pH 7,2). As culturas foram incubadas a 28°C, por 15 dias em
camara de crescimento tipo BOD. A analise foi qualitativa, sendo considerado a formacéao de
area clara (halo translicido) ao redor das colonias, resultado positivo para solubilizacdo

fosfato. O experimento foi composto por cinco repeti¢des.

3 RESULTADOS

Todos os isolados endofiticos testados propiciaram indices de vigor superiores ao
tratamento controle. Os isolados Ufla - 37, 285, 6 e 51 foram 0s que proporcionaram 0S
indices mais significativos (67%, 67%, 67% e 61%, respectivamente), sendo estatisticamente
superiores aos demais isolados e tratamento controle, que proporcionou apenas 1% de vigor
de sementes de tomate (Tabela 2). Os isolados Ufla - 37, 12, 40 e 45 apresentaram indices de
germinagdo acima de 80%, sendo substancialmente superiores ao tratamento controle, que
propiciou apenas 29% de germinacao das sementes (Tabela 2). Além disso, os isolados Ufla -
285, 20, 6, 12, 51, 24, 22, 39, 47, 2, 7 e 50 também propiciaram melhores indices de

germinacédo de sementes de tomate quando comparados com o tratamento controle (Tabela 2).
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TABELA 2. Vigor (%) e germinacao (%) de sementes de tomate, em resposta a introducao
de isolados bacterianos endofiticos.

Isolado Ufla Vigor (%) Germinacao (%)
P. macerans - 37 67 a* 83 a*
B. amyloliquefaciens - 285 67 a 79a
B. pumillus - 20 50b 75a
B. pumillus - 6 67 a 79a
B. pumillus - 12 47 Db 82a
B. pumillus - 51 62 a 78 a
P. macerans - 47 47 b 70b
P. gordonae - 40 54 b 83a
B. sphaericus - 45 48 b 8la
Bacillus sp. - 24 34b 74 a
B. pumillus - 2 441 69 b
B. megaterium - 7 41D 68 b
B. amyloliquefaciens - 22 46 b 77a
B. amyloliquefaciens - 50 50b 61b
B. pumillus - 39 43 b 72 Db
Controle lc 29 ¢
CV (%) 18,16 9,46

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

No ensaio de crescimento de plantulas de tomate, que visou avaliar a capacidade dos
isolados endofiticos em promover o aumento do crescimento da raiz e elongagdo da parte
aérea, 10 isolados (67% do total) foram eficazes em aumentar o comprimento da raiz (Figura
1), e oito (53% do total), eficazes em aumentar o comprimento da parte aérea (Figura 1),
quando comparados com o tratamento controle (sementes bacterizadas com solugéo salina de
NaCl 0,85%). Além disso, 53% dos isolados foram eficazes no aumento dos dois parametros
avaliados (Figura 1). Destes, o isolado 37 foi 0 mais promissor para 0s dois parametros, pois
apresentou incremento de 7,42 cm no comprimento da raiz, e de 2,51 cm no comprimento da

parte aérea, quando comparado com o controle.
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FIGURA 1. Isolados bacterianos endofiticos na promog¢do do crescimento
das raizes e parte aérea de plantulas de tomate. Tratamento
controle: Solucdo salina (NaCl 0,85%). As colunas representam as
médias e as barras verticais representam o erro padrdo das médias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo

grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Onze isolados aumentaram significativamente a altura de plantas em casa de
vegetacdo. Desses, trés isolados (Ufla — 37, 285 e 47) se destacaram como mais eficazes,
diferindo estatisticamente dos demais isolados bacterianos, e controle. O isolado Ufla — 37
promoveu aumento de 11,33 cm (125% de incremento), na altura de plantas de tomate. Nao
houve diferenca estatistica entre os isolados endofiticos e o tratamento controle, quando se
avaliou o numero de folhas das plantas. Treze isolados foram eficientes em aumentar o
numero de foliolos das plantas de tomate aos 40 dias de idade (Tabela 3).

Sete isolados foram eficazes em aumentar o peso da matéria fresca da parte aérea, e
onze, promoveram incrementos no peso da matéria fresca da raiz. Desses, o0 isolado Ufla — 40
se destacou como 0 mais eficaz em aumentar o peso da matéria fresca dos dois parametros
(parte aérea e raiz), com incrementos de 160 e 154%, respectivamente, quando comparado
com o tratamento controle (100% de crescimento) (Tabela 3).

Seis isolados endofiticos aumentaram o peso da matéria seca da parte aérea. O isolado
Ufla — 285 foi o mais eficaz, promovendo incrementos de 173% quando comparado ao

tratamento controle. Além disso, sete isolados aumentaram o peso da matéria seca da raiz,
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sendo o isolado Ufla — 40 o mais promissor, com incrementos de 135%, quando comparado

com o tratamento controle (Tabela 3).

TABELA 3. Promocdo de crescimento de plantas de tomateiro por bactérias endofiticas
em casa de vegetagdo. Pardmetros avaliados: Altura (cm), nimero de folhas,
namero de foliolos, massa fresca da parte aérea e raiz (MF PA, MF R),
massa seca da parte aérea e raiz (MS PA, MF R).

Promocao de crescimento
Isolado  Altura N°de N° de MF PA MFR MSPA MSR
Ufla (cm) folhas  foliolos (9) (9) (9) (9)
37 55,96 a* 8,5a* 83,77a* 6396a* 11,14a* 496b* 0,67 b*
285 5417a 83a 77,27a 6158a 1221a 647a 080D
47 5400a 80a 6867b 56,15b 1186a 500b 0,69b
40 52,70b 80a 8050a 70,26a 1292a 6,21a 097a

7 52,28b 83a 79,17a 63,80a 8,76 b 6,11a 0,88a
12 52,28b 7,7a 73,00a 47,07b 1165a 496b 087a
6 5220b 7,7a 8327a 56,61b 9,97 b 498b 0,63b

24 5193b 8,7a 68,77b 6923a 1192a 497b 0,74b
50 51,62b 78a 7867a 6227a 11,48a 559a 09a
20 51,33b 82a 80,27a 51,09b 10,35b 456b 0,74b
45 5090b 80a 7550a 56,77b 12,73a 555a 095a
2 4745c 80a 7850a 5484b 11,71a 528b 089a
22 4738c 8,2a 78,00a 58,69b 9,86 b 476b 067D
39 47,08c 85a 8250a 6932a 1261a 565a 08la
51 4490c 80a 76,27a 6253b 1096a 4,77b 077D
Controle 44,63c 75a 59,00c 43,77b 8,04 b 3,73b  0,72b
CV (%) 3,52 6,39 5,99 10,97 14,71 13,47 9,27
*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott (»p<0,05).

Na avaliacdo qualitativa da producdo de &cido indol acético, apenas os isolados Ufla
— 2 e 6, foram capazes de utilizar o triptofano como precursor de AlA (Figura 2). Contudo,
nenhum isolado endofitico foi capaz de solubilizar fosfato inorganico, indicando que esse ndo

é um mecanismo pelo qual promovem o crescimento de plantas.
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FIGURA 2. Anélise qualitativa da producéo de Acido
Indo Acético (AlA) pelos isolados Ufla
— 2 e 6. Isolado Ufla — 7 ndo produziu
AlA nas condicdes in vitro. Circulos em
preto indicam os isolados capazes de
usar o triptofano como precursor de
AlA.

4 DISCUSSAO

Microrganismos promotores de crescimento apresentam a capacidade de se associar a
diferentes espécies de plantas, e com isso, reprogramam o crescimento de seus hospedeiros,
melhorando a fisiologia e a sinalizacdo fitohormonal da planta, durante o ataque de
fitopatdgenos (Kloepper; Ryu; Zhang, 2004; Rosenblueth; Martinez-Romero, 2006). Além
disso, sdo também conhecidos por auxiliar os hospedeiros na defesa contra estresses fisico-
quimicos, como salinidade, osmoético e metais pesados (Kang; Radhakrishnan; Lee, 2015;
Choudhary et al., 2016).

Frequentemente, espécies pertencentes ao género Bacillus sp., sdo conhecidas pelo
potencial de promoc¢édo de crescimento de plantas, capazes de aumentar substancialmente o
crescimento e a produtividade de diversas culturas. Devido a suas propriedades como
biofertilizadores e biocontroladores naturais, podem ser considerados substitutos parciais para
fertilizantes e pesticidas (Gajbhiye et al., 2010; Qiao et al., 2014; Shahzad et al., 2017).
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Foi demonstrado neste estudo que bactérias endofiticas podem agir positivamente no
desenvolvimento de plantas de tomate, como fitoestimuladoras do crescimento vegetal, tal
qual reportado para outras culturas (Jasim et al., 2014; Ji; Gururani; Chun, 2014; Rangjaroen
etal., 2015).

Os dados obtidos no TPG revelaram que, quatro isolados promoveram em sementes de
tomate, indices de vigor acima de 60% (isolados Ufla — 37, 285, 6 e 51) e 10 isolados o0s
maiores indices de germinacgdo, diferindo estatiscamente quando comparados com o
tratamento controle (Tabela 2). Verificou-se que as bactérias endofiticas tiveram resultados
positivos para vigor e germinacdo. Esses resultados sdo congruentes com o0s obtidos por
Piccinin et al. (2015), em que o uso de doses de nitrogénio, conjugadas a inoculacdo com
Azospirillum brasilense, resultaram em acréscimos no vigor e ganhos satisfatérios na
qualidade fisiologica das sementes de trigo, de modo que a inoculagdo com bactérias
endofiticas pode acarretar em sementes com maior qualidade. Lee et al. (2006) verificaram
que a inoculacdo das sementes com bactérias diazotroficas favoreceu a germinacao e o indice
de velocidade de germinacdo de sementes de arroz. Araujo et al. (2010) verificaram que
sementes de arroz inoculadas com rizobactérias também apresentaram aumento no vigor e
germinacéo.

Estudos demonstram que as bactérias endofiticas podem promover o crescimento da
planta através da producdo de fitohormonios, producdo de sideroforos, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, ou a atividade enzimatica (Berg; Hallmann, 2006), bem
como fornecer vitaminas essenciais para as plantas, aumentar a captacdo e solubilizacdo de
minerais e modificacdo da morfologia radicular (Ryan et al., 2008).

No ensaio de crescimento de raiz e parte aérea de plantulas de tomateiro, 10 isolados
tiveram acgdo positiva sobre o crescimento da raiz (Figura 1) e oito, na elongagdo da parte
aérea (Figura 1). J& € conhecido que o estimulo positivo para o crescimento de plantas por
bactérias pode ocorrer pela sintese de giberelinas, acido latico e succinico e producédo de AlA,
resultando no aumento tanto da raiz quanto da parte aérea da plantula (Holl et al., 1988;
Yoshikawa, 1993; Glick, 2012). Notadamente, os 10 isolados que estimularam o crescimento
da raiz e os oito, que estimularam o aumento da parte aérea, possivelmente podem ter
produzido algumas dessas substancias, possibilitando o aumento ou regulacdo positiva dos
fitohormdnios enddgenos.

O isolado Ufla — 37 se destacou por ser 0 mais eficaz em promover o crescimento da
raiz e da parte aérea, com incrementos de 7,42 cm no comprimento da raiz e 2,51 cm de

aumento na parte aerea. Esse fenbmeno pode estar relacionado com a sintese de giberelina e
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auxina, que estimulam o crescimento da parte aérea e da raiz de plantas, respectivamente
(Glick, 1995; Bottini; Cassan; Piccoli, 2004; Jones et al., 2007; Kang et al., 2014).

Corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, Kang et al. (2014)
constataram 0 aumento substancial da parte aérea, da massa fresca e clorofila, de plantas de
arroz, estimulados pela sintese de giberelina quando inoculadas com a bactéria Leifsonia soli
SE134. Ja Zamioudis et al. (2013), verificaram que trés bactérias endofiticas isoladas de
mudas de Arabidopsis, foram capazes de estimular a producdo de biomassa vegetal,
ocorrendo acréscimos de até 3,9 vezes na producao de massa fresca das mudas, em condicGes
in vitro.

Shahzad et al. (2017), confirmaram o efeito promotor de crescimento de Bacillus
amyloliquefaciens RWL-1, que foi capaz de produzir uma gama de metabdlitos secundarios,
fitohormdnios como giberelinas, e acidos organicos, 0s quais promovem 0 crescimento de
plantas e melhoria de estresses bidticos e abidticos, podendo ainda melhorar a resisténcia ao
estresse a seca, de salinidade e temperatura, além da resisténcia contra ataques de
fitopatogenos.

Em casa de vegetacdo, onze isolados se destacaram como bons promotores de
crescimento de plantas de tomateiro. De maneira geral, os isolados Ufla — 37, 285 e 47,
proporcionaram acréscimos significativos na altura das plantas, possivelmente porque
desencadearam mecanismos que potencializaram a absor¢do de nutrientes e/ou sintese de
fitohormdnios. Plantas de tomate inoculadas com esses trés isolados apresentaram altura de
55,96 cm, 54,17 cm e 54 cm, respectivamente. Com relacdo ao nimero de folhas, ndo houve
diferenca estatistica entre os isolados endofiticos e o tratamento controle. Porém 13 isolados
foram altamente eficientes em aumentar o nimero de foliolos de plantas de tomateiro aos 40
dias de idade (Tabela 3).

Para 0 peso da matéria fresca da raiz e parte aérea, o isolado Ufla — 40 foi o mais
eficaz, promovendo incrementos de 154 e 160%, respectivamente, quando comparados ao
controle (100% de crescimento). O isolado Ufla — 285 foi o mais eficaz para o peso da
matéria seca da parte aérea, com incrementos de 173% quando comparado ao tratamento
controle. Ja ao avaliar-se a matéria seca da raiz, novamente o isolado Ufla — 40 foi o mais
promissor, apresentando incrementos de 135% (Tabela 3).

De maneira semelhante, Barretti et al. (2009), avaliaram o crescimento de plantas de
tomateiro induzido por bactéria endofiticas. No estudo conduzido por esses autores, o isolado
UFV — E13 proporcionou aumento de 15,16% nas plantas tratadas. Shahzad et al. (2017),

verificaram o crescimento de plantas de tomate, induzido pela bactéria endofitica Bacillus
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amyloliquefaciens RWL-1, e observaram que esse isolado maximizou o comprimento da parte
aérea (28,23%), comprimento da raiz (149,14%), peso fresco e seco (168,68% e 175,47%) e
teor de clorofila (27,62%), quando comparado ao controle.

Em estudo de Paz et al. (2012) o isolado endofitico EUCB 13 apresentou aumento do
comprimento da parte aérea de eucalipto, porém a maior atividade ocorreu no sistema
radicular, que teve aumento de até 24,8% no comprimento da raiz principal. Ji; Gururani e
Chun, (2014), trataram sementes de arroz com bactérias endofiticas diazotroficas e
observaram o aumento da altura das plantas e maior peso seco, além de efeitos antagdnicos
contra fungos patogénicos. Esses autores verificaram que 10 isolados produziram auxina, seis
apresentaram alta producéo de sideréforos e quatro isolados, solubilizaram fosfato.

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento por
bacterias endofiticas do presente estudo, realizou-se o teste de producgéo de acido indol acetico
e solubilizacdo de fosfato organico. As avaliacGes qualitativas mostraram apenas os isolados
Ufla — 2 e 6 como potenciais na utilizacdo de triptofano (Figura 2), e nenhum isolado eficaz
na solubilizagdo de fosfato inorganico. Em trabalho semelhante, Devi et al. (2017) verificaram
que o isolado endofitico Pseudomonas aeruginosa AL2-14B, apresentou atributos
estimuladores do crescimento de plantas de Achyranthes aspera L, incluindo liberacdo de
sideroforos, AIA, solubilizacdo de fosfato inorgénico, juntamente com atividades de
nitrogenase, amonificacdo e protease.

De acordo com Strobel (2003), microrganismos endofiticos produzem diversos
compostos bioativos e enzimas para sobreviver na planta hospedeira. Suas atividades
metabdlicas aumentam o crescimento e o desenvolvimento de plantas, através da producéo de
reguladores de crescimento, fixacdo de N, sintese de deaminase do é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), solubilizacdo de fosfato e/ou mecanismo indireto de
resisténcia a doencas, através da producdo de metabdlitos ou sideréforos antimicrobianos que
inibem microorganismos patogénicos (Sun et al., 2009; Ji et al., 2014; Abbamondi et al.,
2016; Khan et al., 2016).

Possiveis mecanismos envolvidos na promocao de crescimento desse estudo, além da
producdo de AlA, podem ser producao de sideroforos, fixacdo de nitrogénio e a producédo de
outros fitohormonios, como giberelinas, citocininas, e acido abscisico, que desempenham

papel fundamental no crescimento vegetal.



100

5 CONCLUSOES

De maneira geral, os isolados Ufla - 37, 285, 6 e 51 propiciaram os melhores indices
de vigor de sementes e os isolados Ufla - 37, 12, 40 e 45, os melhores indices de germinacao.
Onze isolados se destacaram em promover o crescimento de plantas em casa de vegetacdo. Os
isolados Ufla — 2 e 6 foram capazes utilizar o triptofano como precursor de AIA e nenhum

isolado solubilizou fosfato inorganico.
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