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RESUMO

O tomateiro comum (Solanum lycopersicum L.) é uma olericola de grande
importancia economica e social, se destacando no Brasil, pelas extensas areas agricolas
cultivadas. O Brasil ¢ o sexto maior produtor de tomate no mundo. No entanto, a
murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
estd entre as doencas de maior importancia e de dificil controle, ndo existindo ainda
medidas adequadas que possam ser recomendadas. Com objetivo de determinar um
controle biologico eficaz, comparado as outras bactérias antagonistas e com
comportamentos semelhantes contra muitos fitopatogenos, foi escolhido o estudo com
bactérias extremofilas facultativas para verificar seu efeito na promocao do crescimento
das plantas de tomate e ao mesmo tempo estudar a supressio da murcha bacteriana.
Foram coletadas diferentes amostras de solos, no municipio de Brazlandia, em Brasilia,
DF, Brasil. Obteve-se um total de trinta e oito isolados os quais foram submetidos aos
testes de temperaturas (45, 55, 65 e 75 °C), pH (3,4, 5,9, 10 e 11) e salinidade (5, 10 e
15 % de NaCl). Onze isolados foram selecionados para caracterizacdo bioquimica e
identificacao baseada nas sequéncias 16S DNAr. Verificou-se que em todas as amostras
de solos determinaram-se quatro grupos de bactérias, sendo que em cada um observou a
presenca de isolados crescendo nas condigdes mais extremas. Dos onze isolados
selecionados, todas as bactérias foram Gram negativa, podendo separd-los em trés
grupos distintos, com base nas reagdes positivas para as caracteristicas bioquimicas: o
primeiro grupo formado, com base no teste oxidacdo/fermentacdo da glicose, obteve-se
sete isolados pertencendo a familia Enterobacteriaceae; o segundo grupo com base no
crescimento em meio King-B, obteve-se dois isolados de Pseudomonas sp.; e o terceiro
grupo ndo relacionados taxonomicamente, com dois isolados, Giesbergeria sp. e
Chryseobacterium sp. Estes onze isolados selecionados ¢ identificados foram avaliados,
em casa de vegetacdo, no estudo da promocao do crescimento das plantas de tomate.
Foram montados trés experimentos: (1) com aplicagdo individual, (2) com combinagao
de dois e (3) com combinagao de trés e com todos isolados simultaneamente, com dois
sistemas organicos, composto (CO) e bokashi (BK). A aplicacao individual dos isolados
mostrou ser mais eficiente na promog¢ao do crescimento das plantas, o isolado UnB
1327, no sistema CO apresentou maiores incrementos para altura, peso matéria fresca e

seca de 233,9%, 55,9% e 24,2%, respectivamente maiores que a testemunha (100%). No
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estudo da supressdao de R. solanacearum, no experimento 1, os isolados UnB 1321 no
sistema BK ¢ UnB 1326 ¢ UnB 1322 no sistema CO, mostraram ser eficientes na
supressdao da bacteriose, destacando-se com 100% de controle. O experimento 2,
mostrou ser mais eficiente na supressao da murcha bacteriana, independendo do tipo de
sistemas avaliados. No experimento 3, no sistema BK, a testemunha diferenciou
significativamente de todos os tratamentos, inclusive da combina¢do UnB 1329 + UnB
1322 + UnB 1330 apresentando 87% e 27%, respectivamente, de plantas mortas. No
sistema CO, houve alta percentagem da doenca em todos os tratamentos, no entanto

nenhum tratamento diferenciou da testemuha que apresentou 60% de plantas mortas.
Palavras chaves: bactérias termofilas, bactérias alcalofilas, bactérias acidoéfilas,

bactérias halofilas, promocdo do crescimento, Solanum lycopersicum, Ralstonia

solanacearum, supressdo de doenca.
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ABSTRACT

The common tomato (Solanum lycopersicum L.) is a crop of great economic
importance and social, standing out in Brazil due to largest agricultural areas cultivated.
Brazil is the sixth largest tomato producer in the world. However, bacterial wilt caused
by the bacterium Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi is one of the most
important and difficult to control disease, with no further appropriate measures as may
be recommended. This work aimed to establish an effective biological control,
compared to other antagonists bacteria and with similar behavior for many plant
pathogens, was chosen the study with facultative extremophiles bacteria for its effect on
promoting growth of tomato plants and the suppression of bacterial wilt. To this end,
several soil samples were collected in the municipality of Brazlandia, near Brasilia,
Federal District, Brazil. A total of 38 isolates were submitted to temperature tests (45,
55, 65 and 75 °C), pH tests (3,4, 5, 9, 10 and 11) and salinity tests (5, 10 and 15 % of
NaCl). Eleven isolates were selected for biochemical characterization and identification
based on the 16S DNAr sequences. It was confirmed that in all the soil samples four
groups of bacteria were categorized, and in each one the presence of isolates growing in
highly extreme conditions was observed. Of the 11 selected isolates, all the bacteria
were Gram-negative, and these could be separated into three distinct groups, based on
their positive reactions to biochemical characteristics. From the first group, based on the
glucose oxidation/fermentation test, we obtained seven isolates belonging to the family
Enterobacteriaceae; from the second group, based on growth in King-B medium, we
obtained two isolates of Pseudomonas sp.; the third, taxonomically unrelated group,
showed two isolates, Giesbergeria sp. and Chryseobacterium sp. These eleven isolates
identified were selected and evaluated in a greenhouse in the study of growth promotion
of tomato plants. Three experiments were carried out: (1) with individual application,
(2) with a combination of two and (3) with a combination of three and all isolates
simultaneously, with both systems, compound (OC) and bokashi (BK). Applying
individual isolate was more efficient in promoting plant growth, the isolate UnB 1327,
on conventional treatment showed more increase for height, fresh and dry weight of
233,9%, 55,9% and 24,2% respectively higher than the control 2 (100%). In the study of
suppression of R. solanacearum, in experiment 1, isolates UnB 1321 in the BK system
and UnB 1326 and UnB 1322 in the CO system were seen to be efficient in the

suppression of bacteriosis, at 100% difference from the control. Experiment 2 was
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efficient in suppressing bacterial wilt, independently of the type of system being
evaluated. In experiment 3, in the BK system, the control was significantly different
from all the treatments, including from the UnB 1329 + UnB 1322 + UnB 1330
combination, presenting 87% and 27% dead plants, respectively. In the CO system,
there was a high percentage of the disease in all treatments, but no treatment differed

from the control, which presented 60% dead plants.

Keywords: thermophilic bacteria, alkaliphilic bacteria, acidophilic bacteria, halophilic
bacteria, growth promotion, Solanum lycopersicum, Ralstonia solanacearum, disease

suppression.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- A Cultura do Tomateiro

O tomateiro comum (Solanum lycopersicum L.), pertencente a familia
Solanaceae, teve como centro de origem a regido Andina, desde o Equador, passando
pela Colombia, Peru, Bolivia, até ao norte do Chile. Porém, a sua domesticagao ocorreu
no México, sendo cultivado e consumido nas mais variadas formas (Alvarenga, 2004a).
E uma espécie cosmopolita, amplamente disseminada no mundo, sendo China, Estados
Unidos e Italia os maiores produtores (Trebeschi, 2008).

O tomateiro € uma cultura olericola de grande importancia econdmica e social,
pela producdo e geracdo de empregos; visto que sdo quase quatro milhdes de hortas
cultivadas com esta espécie (Makishima & Melo, 2004). O Brasil apresenta uma extensa
area agricola € o sexto maior produtor de tomate do mundo (Trebeshi, 2008), com uma
area plantada de 61.025 ha e uma produgdo anual de 3,8 milhdes de toneladas (IBGE,
2009). As técnicas de irrigacdo, o uso intensivo de insumos e a introdu¢do de hibridos
mais produtivos e com menores perdas na pods-colheita foram alguns dos principais
fatores que contribuiram para o aumento da produtividade do tomate nacional, obtendo
um rendimento médio de aproximadamente 58 t/ha (Carvalho & Pagliuca, 2007).
Embora cultivado em todos os estados, os principais produtores sdo Goias (24%), Sao
Paulo (21%), Minas Gerais (18%), Rio de Janeiro (6%) e cada um dos estados como
Bahia, Pernambuco e Parana com (5%), os outros somam (16%) (Chaves, 2006).

O tomateiro ¢ uma planta perene de porte arbustivo, sendo cultivada anualmente;
podendo desenvolver-se de forma rasteira, semi-ereta ou ereta. As plantas se
desenvolvem bem em amplo espectro de latitude, tipos de solos, temperaturas e métodos
de cultivo, sendo o ambiente quente, com boa iluminacdo e drenagem os mais
adequados para o seu cultivo (Alvarenga, 2004a).

O cultivo do tomateiro pode ser realizado pelo sistema tutorado, para as plantas
que apresentam crescimento indeterminado ou semi-determinado, cujos frutos sdo
destinados ao comércio natural, ou seja, mercado para mesa. E o sistema ndo tutorado,
também conhecido como cultivo rasteiro ¢ utilizado para cultivares de crescimento
determinado e a produg¢do ¢ destinada para industrializa¢ao (Makishima & Melo, 2004).

Segundo Peixoto (2003) 70% da produgdo nacional de tomate ¢ destinado ao mercado



fresco, em saladas, e o restante sdao para o processamento de estratos, molhos
(ketchups), sucos e outros derivados.

A producdo de tomates para o consumo in natura no Brasil sofreu grandes
transformagoes tecnoldgicas, nesta ultima década. Dentre elas, a utilizacdo de sementes
hibridas de cultivares que produzem frutos do tipo “longa vida” foi sem divida uma das
mais importantes. O fruto de tomate das cultivares tradicional possui uma vida bem
curta apds a colheita; enquanto que os “longa vida” possui uma vida pd-colheita mais
prolongada, permanecendo firmes por um maior periodo de tempo (Alvarenga, 2004b;
Della Vecchia & Koch, 2000). Didaticamente, as cultivares destinadas ao consumo in
natura podem ser divididas, em cinco grupos: Santa Cruz, Salada ou Caqui, Saladinha,
Saladete ou Italiano, e o Cereja (Alvarenga, 2004b).

A cultura do tomate estd sujeita a diversos problemas fitossanitarios, entre os
quais, as doencas causadas por fungos, virus, nematoides e bactérias. Entre os fungos de
importancia no Brasil destacam-se: Phytophthora infestans (requeima), Alternaria
solani (pinta-preta), Septoria lycopersici (septoriose), Sclerotinia sclerotiorum
(podridao-de-esclerotinia), Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (murcha-de-fusario),
Verticillium dahliae (murcha-de-verticilio), Sclerotium rolfsii (murcha-de-esclerdcio),
Oidium lycopersici e Oidiopsis sicula (oidio) (Lopes et al., 2005b; Kurozawa & Pavan,
2005). Entre os virus ja relatados no Brasil destacam-se: Tomato yellow top virus-
ToYTV (topo-amarelo), Tomato mosaic virus- ToMV (mosaico comum), Tomato
spotted wilt virus- TSWYV ¢ outros virus do género Tospovirus, causam a doenga vira-
cabeca; Potato virus Y-PVY (risca-do-tomateiro ou mosaico Y); virus do género
Begomovirus (mosaico-dourado) (Kurozawa & Pavan, 2005; Nagata et al., 2005). As
espécies de nematoides que causam grandes perdas na tomaticultura no Brasil estdo
Meloidogyne incognita (raga 1, 2, 3 e 4), M. javanica e M. arenaria (Charchar & Lopes,
2005).

Entre as fitobacterioses com maior ocorréncia no Brasil, destacam-se:
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (cancro-bacteriano), Xanthomonas
spp. (mancha-bacteriana), Pseudomonas syringae pv. tomato (pinta-bacteriana),
Erwinia spp. (talo-oco ou podridio-mole), e Ralstonia solanacearum (murcha
bacteriana) (Kurozawa & Pavan, 2005; Lopes & Quezado-Duval, 2005a; Lopes et al.,
2000). Segundo Malavolta Junior & Rodrigues Neto (1991) as fitobactérias sdo fator

limitante a exploracdo economica desta solanacea.



Entre todas as doengas do tomateiro, a murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum ¢ considerada uma das principais doengas, ndo somente no tomateiro,
mas também em outras solandceas em regides tropicais e subtropicais. Ataca centenas
de espécies de plantas de mais de cingiienta familias botanicas (Lopes & Quezado-
Duval 2005a). Entre as principais culturas afetadas estdo as solanaceas: a batata, o
tomate, a berinjela, o fumo e o pimentdo, e ndo solandceas, como amendoim, banana,
feijdo caupi, caju, mamao, gengibre (Guo et al., 2004; Vanitha et al., 2009; Xue et al.,
2009) e eucalipto (Alfenas et al., 2006).

2- Murcha Bacteriana do Tomateiro

No Brasil, a primeira observacdo sobre a ocorréncia da murcha bacteriana foi
feita por Von Parserval em 1922 (Lopes et al., 1993) nas culturas de fumo e batata no
Rio Grande do Sul. A sua distribui¢do ¢ muito ampla, assim como a diversidade de
hospedeiros, sendo dificil determinar a sua origem (Ribeiro, 1993).

Lopes & Quezado-Duval (2005a) relatam que no Brasil, a doenca ¢é fator
limitante a produgdo de tomate de mesa no verdo chuvoso nas regides Sudeste e Centro
Oeste e na maior parte do ano nas regides Norte e Nordeste, impedindo seu plantio em
muitas areas; em outras regides brasileiras sua ocorréncia ¢ comum, principalmente nos

meses mais quentes do ano (Kurozawa & Pavan, 2005).

2.1- Sintomatologia

O primeiro sintoma da doenga ¢ a murcha das folhas na parte superior da planta,
culminando com a murcha geral das plantas. Estas morrem sem que haja destruicao da
clorofila, visto que a evolucdo dos sintomas ¢ rapida, ocasionando a morte da planta
com dois a quatro dias apo6s o aparecimento dos sintomas iniciais (Kurozawa & Pavan,
2005). Tais sintomas sdo mais evidentes no inicio da frutificacdo sob temperatura e alta
umidade (Vale et al., 2004).

A bactéria é capaz de penetrar no hospedeiro por qualquer ferimento, sendo a
penetracdo pela raiz a mais importante. Apos a penetracdo, a bactéria coloniza os vasos
lenhosos, obstruindo-os em grande extensdo, dificultando o fluxo de agua (Kurozawa &

Pavan, 2005); por isto que no inicio da manifestagao dos sintomas os foliolos tornam



murchos, podendo voltar a condicdo normal de turgidez durante a noite ou nas horas
mais frias do dia, dando uma falsa recuperacdo das plantas (Lopes & Quezado-Duval,
2005a).

Na base do caule é comum observar descoloragdo vascular de cor marrom. A
diagnose pode ser confirmada com o “teste do copo”. Corta-se uma por¢ao da base do
caule, apds ter sido bem lavada, ¢ mergulhada em um copo transparente. O teste
positivo quando um fluxo leitoso escorre, apds alguns minutos da extremidade do caule
em direcdo ao fundo do copo (Lopes & Santos, 1994; Lopes et al., 2000; Vale et al.,
2004; Kurosawa & Pavan, 2005; Lopes & Quezado-Duval, 2005a). De acordo com
Lopes & Quezado-Soares (2000) outros sintomas também podem ser observados
quando as condi¢des ambientais ndo sdo favordveis a doengas, como o nanismo da

planta, amarelecimento e epinastia das folhas e a formacdo de raizes adventicias.

2.2- Etiologia

A espécie R. solanacearum (Smith, 1896) Yabuuchi et al. 1995 é uma bactéria
Gram negativa, aerdbia, bastonetiforme, medindo 0,5-0,7 a 1,5-2,5 um, que apresenta
um ou mais flagelos polares, pertencente a familia Burkholderiacea, ordem
Burkholderiales, classe Betaproteobacteria, do filo Proteobacteria (Garrity et al., 2005).
Conforme Palleroni (1984) a primeira descri¢do do género como Pseudomonas foi
realizado por Migula em 1894, enquanto Smith, em 1896, a identificou pela primeira
vez como Bacillus solanacearum, sendo reclassificada em 1914, como P. solanacearum
(basindmio: B. solanacearum) (Smith, 1896). Com advento das modernas tecnologias
em métodos de biologia molecular, o género Pseudomonas foi dividido em cinco grupos
de espécies, onde a espécie P. solanacearum, pertencente ao grupo das ndo
fluorescentes foi considerada como pertencente ao grupo Il de homologia de rRNA do
género Pseudomonas (Palleroni et al., 1973). Em 1992, as espécies pertencentes a este
grupo foram transferidas para o género Burkholderia, passando a espécie a ser chamada
de B. solanacearum (Yabuuchi et al., 1992). Trés anos depois, baseados em estudos das
caracteristicas fenotipicas, na analise de lipidio celular e de acidos graxos, e na analise
filogenética da sequéncia de nucleotideos de rDNA 16S e da homologia rRNA-DNA
passou a ser chamada de R. solanacearum (Smith, 1896) (Yabuuchi et al., 1995).

A bactéria R. solanacearum apresenta grande variabilidade genética; nas

subespécies seus isolados sao classificados em cinco racas, de acordo com o grupo de



espécies hospedeiras (Buddenhagen et al. 1962); enquanto que a proposi¢ao biovares de
acordo com as caracteristicas bioquimicas e nutricionais (Hayward, 1964). A raca 1 ¢
patogénica a um amplo nimero de hospedeiras, incluindo fumo, tomateiro e certas
bananeiras diploides (grupo BB ou AA), em regides tropicais e subtropicais. A raca 2
infecta banana (grupo AAA, AAB e ABB), heliconia e alguns hospedeiros perenes,
estando limitada aos tropicos americanos e agora difundida na Asia. A raga 3 ¢é
patogénica a batata e tomate, encontrada nas regides tropicais e subtropicais e também
geranio nos EUA. A raca 4 ¢ patogénica ao gengibre, nas Filipinas e a ra¢a 5 infecta a
amora, difundida na China.

Quanto a capacidade de utilizar e produzir 4cido a partir de agucares (maltose,
lactose e celobiose) e de alcoois (manitol, sorbitol e ducitol), Hayward (1964, 1991)
classificou-a em quatro biovares. A biovar I ndo utiliza e ndo produz 4cido a partir dos
acucares e dos alcoois; a II utiliza e produz acido apenas a partir dos agucares; a III
utiliza e produz acido a partir dos actcares e dos alcoois; a IV utiliza e produz acido a
partir dos alcoois. No Brasil, somente isolados das biovares I e III, ambos pertencentes a
raca 1, foram encontrado infectando o tomateiro sob condi¢des naturais (Lopes &
Quezado-Soares, 2000).

Vérios métodos baseados na analise gendmica tém sido empregados para
avaliagdo da diversidade genética em R. solanacearum, entre os quais destacam-se:
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); anélise do DNA ribossomal e do gene
hrp; RC- PFGE (rare-cutting restriction endonucleases Pulsed-field gel electrophoresis);
AFLP (Amplified Fragment Length Pollymorphism) e rep-PCR (repetitive-PCR) (Smith
et al., 1995; Jaunet & Wang, 1999; Poussier et al., 1999; Martins, 2000; Yu et al., 2003;
Horita & Tsuchiya, 2001; Horita et al., 2005; Costa et al., 2007).

Embora as classificacdes em ragas e biovares tenham sido uteis nos ultimos
anos, tém a inconveniéncia de ndo serem consistentes, uma vez que se baseiam em
caracteristicas fenotipicas (Silveira et al., 2005). Estudos usando homologia de DNA-
DNA revelaram que R. solanacearum ndo ¢ uma espécie Unica € uma nova
classificagdo a nivel molecular se tornou necessaria (Palleroni & Doudoroff, 1971). A
bactéria foi entdo classificada como um complexo especifico, sendo definido por um
grupo de isolados muito proximamente aparentados cujos membros individualmente
podem ser de mais de uma espécie. Este termo foi aplicado primeiramente por Gillings

& Fahy (1994) para refletir a variacdo genotipica e fenotipica da espécie.



Fegan & Prior (2005) propds uma nova classificacao genética baseada em quatro
niveis taxonomicos. Nessa nova proposta o termo “filotipo”, que ¢ identificado por PCR
multiplex baseado na regido ITS (intergenic transcribed sequence) do cromossomo entre
os genes de RNA ribossomal 16S e 23S, s3o usados para designar grupos maiores no
nivel de subespécies. O termo “sequevar”, que € identificado pela anélise de sequéncia
de genes de endoglucanases (enzima que tem um papel importante na patogenicidade da
bactéria), ¢ usado para designar grupos infra-subespecificos. A classificacio em
filotipos se baseia na variacdo do tamanho da sequéncia ITS. O filotipo I ¢ originado da
Asia, o filotipo II nas Américas, o filotipo III na Africa e os pertencentes ao filotipo IV
originados na Indonésia, o que parece ser o centro da diversidade. Assim cada filotipo ¢
composto por um nimero de sequevares. Uma sequevar (Sequence variant) ¢ definida
como um grupo de isolados com a maior conservacdo de sequéncias dentro da regido
génica estudada (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan, 2005).

Ralstonia solanacearum ¢é uma bactéria que apresenta mais de um tipo de
coldnias, sendo virulentas as colOnias brancas, brilhante e consisténcia semifluida;
enquanto as colonias avirulentas apresentam uma coloragdo creme escuro e opaca. A
presenga de mais de uma forma de colonias dificulta a manutengdo e preservacdo da
bactéria, visto que apoOs varias repicagens ocorre a perda da patogenicidade,
permanecendo apenas a avirulenta. Este fato ¢ comprovado por Romeiro (2001) onde
menciona que algumas bactérias apOs sucessivas repicagens, podem permanecer
viaveis, porém perdem a patogenicidade ou viruléncia. Takatsu & Lopes (1997)
mencionam que a forma de preservagao dos isolados de R. solanacearum tém sido um
dos fatores limitantes para estudo e caracterizacao dos isolados dessa bactéria, devido a
instabilidade e perda da viruléncia, em meio de preserva¢do em agua ou liofilizada. Os
mesmos autores sugerem que uma preservacdo segura seria obtida somente em
congeladores a 80 °C negativos ou em nitrogénio liquido.

A questdo da bactéria R. solanacearum apresentar mais de um tipo de coldnia,
foi descrito e observado pela primeira vez por Kelman (1954) quando adicionou cloreto
de trifenil-tetrazolium em meios de cultura, observou que surgiam basicamente trés
tipos de coldnias, sendo as colonias grandes e avermelhadas as avirulentas, as
avermelhadas de estreito bordo branco, moderadamente virulentas e as pequenas de
centro vermelhos, as virulentas. Mais tarde comprovou que as avirulentas ndo tinham

capsula, ao passo que as virulentas eram sempre capsuladas (Romeiro, 2005).



2.3- Epidemiologia

A doenga causa maiores perdas em lavouras de tomate cultivadas sob condigdes
de alta temperatura entre 24 e 35 °C (Kurozawa & Pavan, 2005) e alta umidade do solo
(Vale et al., 2004). Por isso, ¢ limitante na regido norte e¢ parte da regido nordeste do
Brasil, onde essas condi¢des ocorrem com freqiiéncia. Hayward (1991) descreve que a
temperatura ¢ o fator mais importante que afeta a interagdo patdogeno-hospedeiro e que o
aumento da temperatura ambiente para 30-35 °C durante o dia também aumenta a
incidéncia da murcha bacteriana, mas ndo para todas as estirpes do patdgeno. A bactéria
¢ sensivel ao dessecamento, em solos secos, as c€lulas sdo destruidas rapidamente, fato
demonstrado por Hayward (1991) que solos expostos a 43 °C de forma continua, por
varios dias, estavam livres de patogenos.

A alta umidade do solo afeta positivamente a dissemina¢ao, a multiplicacdo ¢ a
colonizagdo por bactéria, com conseqiiente aumento da taxa de progresso da doenga no
campo (Takatsu & Lopes, 1997). Segundo Coelho Netto et al. (2004) em &reas de
varzeas, muitos dos plantios de tomateiros visitados estavam abandonados em
decorréncia da incidéncia da murcha bacteriana.

A bactéria sobrevive no solo por varios anos, associado a restos de cultura e a
rizosfera de inimeras plantas e aderidas as argilas no solo, mesmo na auséncia de planta
hospedeira (Vale et al., 2004). Segundo Granada & Sequeira (1983) R. solanacearum
tem baixa capacidade de sobrevivéncia no solo e as altas popula¢des do patdégeno estido
associadas a infecc¢des sist€émicas ou localizadas em raizes de plantas ndo hospedeiras
ou assintomadticas, como feijao, ervilha, soja, milho e arroz. A presenca da bactéria em
plantas cultivadas ou daninhas pode refletir em maior ou menor densidade de indculo
inicial para a cultura do tomateiro (Lopes & Quezado-Soares, 2000). A primeira
constatacdo da infec¢do da planta daninha Melanthera discoidea por R. solanacearum
foi realizada por Coelho Netto et al. (2001). Segundo Coelho Netto et al. (2004) essa e
outras espécies de plantas daninhas como Solanum nigrum (erva-moura), podem servir
de reservatorio do patogeno, contribuindo para manutengdo da populagdo bacteriana do
solo. De acordo com Takatsu & Lopes (1997) muitas espécies de plantas cultivadas,
como abobrinha, beterraba, caupi, feijoeiro, repolho e ervilha, consideradas como
plantas ndo hospedeiras, podem manter populacdes elevadas de muitas estirpes das
biovares 1 ¢ 3 de R. solanacearum. Os mesmos autores consideram que através dos

métodos de avaliagdo da populacdo radicular dessa bactéria, auxiliados com as técnicas



moleculares de identificagdo de grupos genéticos e de clones como RAPD (Randon
Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified nucleases Pulsed-field gel
eletrophoresis), poderdo ser tecnicamente possiveis fazer a identificacdo segura das
estirpes presentes na area ou regido e identificar e definir as espécies cultivadas e
silvestres hospedeiras e nao hospedeiras daquelas estirpes.

O principal meio de disseminagdo da bactéria a curta distdncia ¢ a dgua de
irrigacdo ou de chuva, que escorre na lavoura carreando o indculo para partes mais
baixas do campo (Lopes & Quezado-Soares, 2000). Outras formas de disseminagdo
podem ser através do contato das raizes, por insetos que visitam a inflorescéncia e
através de ferramentas de corte (Takatsu & Lopes, 1997), ataque de nematdide, solo
aderido aos cal¢ados dos operarios, as patas de animais, aos pneus dos tratores € aos
implementos agricolas (Lopes & Quezado-Soares, 2000; Vale et al., 2004).

Materiais de propagagdo vegetativa como tubérculos, rizomas e mudas sdo os
veiculos mais eficientes de disseminag¢ao da bactéria a longas distancias e para novas
plantacdes (Takatsu & Lopes, 1997). A transmissdo da bactéria através de sementes ja
foi comprovada em tomate (Vanitha et al., 2009; Singh, 1994) e em amendoim (Zhang
et al., 1993), no entanto, ainda ndo foi encontrado relatos dessa bactéria em sementes no
Brasil (Takatsu & Lopes, 1997). Segundo os autores provavelmente a nao comprovagao
até agora se deva em parte ao fato das sementes de solaniceas (tomate, pimentdo,
berinjela e jilo) que sdo comercializadas no Brasil serem produzidas em regides onde a

murcha bacteriana ndo ocorre ou a sua incidéncia é pouco significativa.

2.4- Controle

O controle da murcha bacteriana ¢ dificil devido ao grande circulo de
hospedeiras do patogeno, a complexidade que envolve a sobrevivéncia da bactéria no
solo e a alta variabilidade genética, em termos de patogenicidade e viruléncia (Lopes &
Quezado-Soares, 2000). Nao existem ainda medidas adequadas de controle que possam
ser recomendadas. Contudo algumas medidas gerais podem ser aplicadas, com o intuito
de reduzir a doenca, tais como: rotagao de culturas, preferencialmente com gramineas
como milho, arroz e pastagens, sendo de suma importancia a eliminacdo de plantas
voluntarias e espécies suscetiveis de plantas daninhas, como maria-pretinha (Solanum
americanum), hortelda-do-campo (Marsypianthes chamaedris) e cheirosa (Hyptis

suaveolens) (Quezado-Soares & Lopes, 1994); plantio em areas onde ndo ha historico



de ocorréncia da doenca; isolamento de focos iniciais da doenca; especial cuidado com
a 4gua de irrigagdo; boa sanidade das mudas e das plantas; controle de nematoides e
insetos do solo; evitar plantios em épocas de temperatura e umidade altas; fazer a
solarizagdo do solo (Lopes & Santos, 1994; Kurozawa & Pavan, 2005; Lopes &
Quezado-Soares, 2005).

A solariza¢do ¢ um método de desinfestacdo do solo que foi desenvolvido, em
Israel, por Katan et al. (1976) e vem sendo utilizado em diversos paises incluindo o
Brasil (Katan & De Vay, 1991; Souza, 1994; Ghini & Bettiol, 1995). A técnica consiste
na cobertura do solo imido, com um filme plastico transparente, antes do plantio,
preferencialmente durante o periodo de maior incidéncia de radiacao solar.

A solarizacdo objetiva controlar fitopatdgenos veiculados pelo solo. A cobertura
com o plastico promove aquecimento, especialmente das camadas superficiais do solo,
inibindo ou eliminando organismos. Assim, parte da populagdo de patdogenos ¢ morta
em decorréncia da elevacao da temperatura. Os processos microbianos induzidos pela
solarizagdo contribuem para o controle de doencas, ja que o aquecimento atua também
sobre organismos ndo visados (Katan, 1981). Outros efeitos também podem ser
observados apds o tratamento, como o controle de plantas invasoras (Bettiol et al.,
1994), maior crescimento das plantas, com maior produtividade.

O plantio em 4areas livres do patégeno parece ser uma estratégia eficiente no
controle da bactéria; no entanto pode apresentar algumas limitacdes no que diz respeito
ao alto preco do arrendamento das terras virgens, além das conseqiiéncias ambientais
provocadas pelo desmatamento descontrolado (Takatsu & Lopes, 1997).

O tratamento térmico do solo ¢ realizado por injecdo de vapor com canos
perfurados ou solarizagdo, que tem o inconveniente de requerer que o solo seja mantido
sem cultivo por um tempo mais prolongado, além de ndo eliminar o patégeno alojado
em grandes profundidades; e modificar a microfauna do solo, podendo resultar no
controle biologico (Lopes & Quezado-Soares, 2000). No entanto, Baptista et al. (2006,
2007) estudando o efeito da solarizacdo e biofumigacdo do solo, uma técnica que
consiste em fumigar o solo com brometo de metila, logo apds a solarizagdo por um
periodo de dois, quatro e seis meses, € incorporacao de cama-de-frango nas
concentragdes de 2 e 5%, verificaram que a solarizagdo e biofumigacdo com adicdo de
cama-de-frango, em ambas concentracdes, foram eficientes na redugdo da incidéncia da

murcha bacteriana do tomateiro.



Vale et al. (2004); Lopes & Quezado-Duval (2005a) mencionam que nao
existem cultivares com alta resisténcia a doenga. No melhoramento genético a obtencao
de cultivares resistentes ¢ um trabalho de longo prazo, dispendioso e dificil; além disso
a resisténcia de uma cultivar normalmente ndo ¢ estavel ou duradoura (Hayward,1991).
Em geral as fontes de resisténcia encontradas sdo do tipo poligénico, conferindo
resisténcia horizontal a diversas variantes, porém sofrendo grande influéncia ambiental,
ou seja, ndo se expressam sob condigdes de alta temperatura (Prior, 1994 citado por
Lopes & Quezado-Soares, 2000). A utilizagdo de produtos quimicos pode até ser
considerada uma medida bastante 1til, uma estratégia rapida para o manejo da doenga;
no entanto nenhum produto quimico eficaz estd disponivel para a bactéria R.
solanacearum (Xue et al., 2009) e mesmo que os produtos estivessem sendo
comercializados causariam impactos negativos ao meio ambiente.

O controle bioldgico é um tema que precisa ser mais explorado. E uma das
estratégias mais promissoras para reduzir a incidéncia da doenga e as perdas na
produtividade causada pela bactéria; além de ser um manejo que ndo dependerd de
produtos quimicos de alto risco para o meio ambiente (Vanitha et al., 2009; Xue et al.,
2009).

Varios trabalhos tém sido conduzidos “in vitro” e “in vivo” com éxitos parciais
no biocontrole da murcha bacteriana do tomate. Lido (1989) estudando o isolado PP22
de Pseudomonas putida verificou que o mesmo inibiu o crescimento de um largo
espectro de bactérias fitopatogénicas em meio de cultura, dentre os quais um isolado de
P. solanacearum. Mariano (1989) citado por Peixoto (1997) com trabalhos “in vivo”
visando a obten¢ao de biocontroladores da murcha bacteriana das solanaceas, estudou
os isolados P2 e SDR2 de P. fluorescens e C21 de P. marginalis foram aplicados a
plantas de tomate com 21 dias de idades cultivadas em solo natural e esterilizado dois
dias antes, simultaneamente ¢ dois dias apds a inoculagdo com P. solanacearum. O
isolado P2 foi indicado como melhor antagonista, embora reduzindo a severidade da
doenca em apenas 20,3%. A aplicacdo simultanea revelou-se como melhor método de
aplicag¢ao do antagonista.

Além dos trabalhos mencionados anteriormente, o controle bioldgico de R.
solanacearum ja foi estudado com bactérias endofiticas (Barreti et al., 2008; Ramesh et
al., 2009); rizobactérias (Guo et al., 2004) cujas propriedades atrativas do seu uso ¢ o
nicho ecoldgico semelhante ao do patdégeno e actinomicetos (Moura & Romeiro, 1999;

2000) que apresentam fontes de antibidticos. Portanto, seria interessante estudar outros
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microrganismos pouco explorados na fitopatologia, como o uso de bactérias
“extremofilas”, que poderiam ser, aparentemente, mais facies de ser selecionados e
estudados quanto a sobrevivéncia, a colonizacdo, e quem sabe num futuro préoximo, o

desenvolvimento de formulagdes € modo de aplicagdo em campos comerciais.

3- Bactérias Extremofilas

A capacidade de adaptacdo a alteracdes ambientais ¢ uma das caracteristicas
mais impressionantes da vida na terra. Desde o inicio do século XXI, ja era conhecido
que o sistema solar e a terra, aparentemente indspitos, compreendiam ambientes
extremos, e surpreendentemente ¢ que estes ambientes poderiam ser habitados por
organismos (Rothschild & Mancinelli, 2001).

O termo “extremofilo” foi usado pela primeira vez por MacElroy em 1974, para
designar organismos que proliferam em ambientes extremos (Santos et al., 2001). O
“ambiente extremo” ¢ um termo relativo, ja que pode ser extremo para uns organismos,
porém, pode ser essencial para a sobrevivéncia de outros. Os extremofilos se
desenvolvem em condigdes que poderiam ser letais a maioria de outros organismos e
muitos ndo podem sobreviver nos ambientes considerados normais.

Os ambientes extremos incluem aqueles com temperaturas elevadas (> 45~121
°C) sdo denominados de termofilos (> 45 °C) ou hiperterméfilos (> 80 °C) (Rainey &
Oren, 2006; Ramirez et al., 2006). No entanto, Pacheco & Allain (2009) consideram os
termofilos com crescimento (> 40 °C) e os hipertermo6filos (> 80 °C). Os ambientes com
temperaturas baixas (-2~20 °C) estdo os microrganismos conhecidos como
psicrotroficos (Rainey & Oren, 2006; Ramirez et al., 2006); alta salinidade (NaCl 2-5M)
estdo os organismos denominados de haldfilos (Ramirez et al., 2006). Segundo os
autores, estes microrganismos podem ser divididos em relagdo a concentracao de NaCl:
em fracos (0,5- 10%), moderados (10-20%) ¢ os extremos (> 20%). Entretanto, ha uma
controvérsia no que diz respeito aos extremos, pois Litchfield et al. (2006) preferem
considerar os microrganismos hal6filos extremos aqueles com crescimento em
concentragoes elevadas de sal, aproximadamente 10% de NaCl. Os ambientes com pH
elevados (pH > 8,0) estdo os microrganismos alcalofilos (Rainey & Oren, 2006;
Ramirez et al., 2006); alta acidez (pH < 4,0) (Ramirez et al., 2006), alta pressao

atmosférica no fundo do mar (0,1 MPa a cada 10 metros), alta radiagdo gama (até 5 a 8
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kGy) ou ultravioleta com comprimento de onda (400-500 nm). Os organismos que
crescem nestes trés ultimos ambientes sdo denominados de acidofilos, barofilos € os
radiofilos, respectivamente (Rainey & Oren, 2006).

Os microrganismos alcalofilos podem ser divididos em dois grupos fisiologicos:
os alcalofilos e os haloalcalofilos. O primeiro estdo os microrganismos que apresentam
crescimento em pH > 9,0 podendo crescer ou ndo, em baixa concentragdo de NaCl,
sendo isolados principalmente de ambientes neutros, algumas vezes de solos &cidos,
excrementos (Horikoshi, 2004), de sedimentos marinhos e do lengol freatico com alta
concentragdo de Ca * (Grant, 2006). No segundo grupo, estdo os microrganismos que
crescem em pH > 9,0 sdo encontrados em lagos e desertos com alta taxa de NaCl
(Horikoshi, 2004; Grant, 2006; Rainey & Oren, 20006).

Esses microrganismos tém despertado grandes interesses nas industrias, devido
as suas enzimas, catalizadores bioldgicos capazes de acelerar as reagdes quimicas da
célula. Nas industrias, as enzimas participam da producdo de edulcorantes, papel,
sinteses de detergente, na elaboracdo de paes e vinhos, no tratamento de residuos,
extragdo de petroleo, na obtengdo de biochips para identificacio de pessoas e
diagnésticos de tratamentos (Van Den Burg, 2003), e aplicagdo da biotecnologia,
através da enzima taq polimerase, amplamente utilizada na industria para a tecnologia
de PCR (Polymerase Chain Reaction).

A extremofilia ndo constitui uma caracteristica filogenética, embora muitos dos
exemplos tivessem ocorrido frequentemente nos dominios procariotas (Bactérias e
Archaea). O Reino Bacteria (Eubacteria) abriga as bactérias verdadeiras que possuem
em sua parede celular polimero insoluvel (peptidioglicana) de composi¢cdo quimica e
estrutura que variam de espécie para espécie. O Reino Archaea a parede celular ¢
variavel, ndo contém acido muramico (peptidioglicana), a membrana posui lipidios
ramificados, com ligacao éter. Todas as condigdes mais extremas que podem ocorrer
tendem a pertencer ao Dominio Archaea, como os hiperterméfilos com temperaturas
otimas de crescimento superior a 80 °C, os halofilos e os acidéfilos mais extremos
(Woese et al., 1990; Rainey & Oren, 20006).

Vérios sao os ambientes encontrados para os microrganismos de temperaturas
elevadas. Dentre eles destacam-se as fontes termais vulcanicas terrestres (Stetter,1999;
Rothschild & Mancinelli, 2001) que sdo caracterizadas pela baixa salinidade (0,1 - 0,5%
NaCl), pH variando de 0,5 a 9,0 e temperatura variando de 80 a 100 °C dependendo da

altitude. Localizadas em Krisuvik, Hveragerthi, Kerlingafjoll (Islandia), Yellowstone
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National Park (EUA), White Island (Nova Zelandia), Peninsula Kamchatka (Russia),
Hokkaido (Japao) e Pisciarelli Solfatara, Naples (Italia) (Huber et al. 2000). As fontes
termais submarinas (fumarolas hidrotermais) (Blochl et al., 1997; Miroshnichenko &
Bonch-Osmolovskaya, 2006), localizadas na Bacia de Guaymas (California, cerca de
2000 m de profundidade), no East Pacific Rise (2500 m) e no Mid Atlantic Ridge (entre
3000 e 4000 m), com temperatura chegando a 350 °C (Huber et al. 2000).

Outros exemplos de ambientes comumente encontrados para o0s
microorganismos termoéfilos estdo as pilhas de carvao (Rainey & Oren, 2006), e os
compostos em fermentagdo; podendo este ultimo, apresentar formas diversificadas de
isolamento. Beffa et al. (1996) isolaram bactérias de compostos termoéfilos, em sistema
de compostagem ao ar livre, de residuos de jardim, em diferentes tempos de
compostagem (0, 4, 6, 10 e 115 dias), e verificaram que o maior nimero de bactérias
formadoras de esporos foram encontradas com 4 dias (60 - 65 °C) (10° - 10'° ufc/g);
enquanto que as bactérias ndo formadoras de esporos (Thermus sp.) apresentaram maior
crescimento com 10 dias (67 - 78 °C) (10° - 10° ufc/g). J4 Watanabe et al. (2007)
conseguiram isolar Thermobacillus composti sp. nov., de um reator de compostagem,
de uso doméstico, com crescimento 6timo em 50 °C. Enquanto que, Venugopalan et al.
(2008) conseguiram isolar Bacillus sp. diretamente de amostras de residuos domésticos
em fermentacao, com crescimento em 60 °C.

Quanto ao ambiente dos microorganismos haléfilos, a maioria encontra-se em
regides quentes e secas, como os lagos salinos (Oren et al., 1995; Castillo et al., 2006;
Jakobsen et al., 2006), as minas de sal (Denner et al., 1994), as salinas (Ihara et al.,
1997), os solos (Kobayashi et al., 1992; Ramirez et al., 2006), e os alimentos salgados
(Ramirez et al., 2006). Castillo et al. (2006) isolaram uma arqueobactéria Halovivax
asiaticus sp. nov., do Lago Ejinor, na Mongdlia (China), apresentando crescimento
numa faixa de 15 a 25% de NaCl.

Segundo Jones et al. (1998), os lagos sddicos sdo caracterizados pela presenga
de alta concentragdo de carbonato de sddio, formados pela alta taxa de evaporaciao da
bacia, e também associados a escassez de Mg®" ¢ Ca’’, na agua. Exemplos desses
ambientes, ¢ o caso do Lago Van (Turquia) onde varios isolados bacterianos
apresentaram crescimento em pH 9,0 e em meios de cultura suplementados com 2 e 5%
de NaCl (Berber & Yenidiinya, 2005); no Lago Wadi, El-Natrun (Egito) crescimento
em pH 8 - 11 e 15% de NaCl (Ibrahim et al., 2007); e no Lago Lonar (india) verificaram

que dos 31 isolados identificados, 22 apresentaram crescimento 6timo em pH 9 -10, e
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somente 4 apresentaram crescimento em pH 11-12 e 14 cresceram em meio com 0,86 M
(5%) de NaCl (Joshi et al., 2008).

J& os microorganismos acidofilos sdo facilmente encontrados em ambientes
acidos que surgem naturalmente de atividades geoquimicas, como podem ser a
producao de gases sulfurosos, de origens vulcanicas (Schleper et al., 1995). Segundo os
autores, nesses ambientes, localizados no norte do Japdo foi possivel isolar duas
espécies de Picrophilus sp. com crescimento em pH proximo de 0. Outros lugares sdo as
escorias das minas, como por exemplo, o “Iron Mountain Mine” na Califérnia do Norte,
que isolou Ferroplasma acidarmanus com crescimento em meio com pH 0,5 a 1,0
(Druschel et al., 2004). Também ¢ possivel criar ambientes acidos devido a propria
atividade metabdlica dos microorganismos, no Rio Tinto (Gonzélez-Toril et al., 2006).

Outros microorganismos que se adaptam bem as condi¢des extremas sao 0s
psicrotroficos que podem crescer em uma faixa de < 0° C a < 20 °C. Os principais
ambientes habitados por estes microorganismos estdo as regides polares, montanhas
altas, glaciares, nas profundidades dos oceanos, nos sistemas subterrdneos baixos e nas
superficies de plantas e de animais que vivem em ambientes frios, onde a temperatura
nunca excede os 5 °C (Ramirez et al., 2006). Os ambientes comumente encontrados
para os baroéfilos ou piezofilos estdo as profundidades marinhas, nos Oceanos; e para os
radiofilos estdo os ambientes marinhos expostos a radiagdo solar (Rainey & Oren,
2006), sendo estes trés ultimos grupos de microorganismos, com menos importancia
para o nosso estudo.

Os microrganismos extremofilos como ja foram mencionados anteriormente, sao
de suma importancia para estudos com aplicacdo nas industrias € na biotecnologia,
mostrando uma realidade que nos permite imaginar uma extensa area de aplica¢des que
ainda podem ser explorados. Como exemplo, o estudo da supressdo de fitopatogenos
veiculados pelo solo, como controle bioldgico.

A aplicabilidade destes microrganismos no controle de doencas de plantas ¢
bastante escasso. No entanto, tém-se o conhecimento que durante o processo de
compostagem dos residuos organicos, ha uma predominancia de bactérias termofilas. A
compostagem pode ser definida como a decomposicdo dos residuos organicos sob
condi¢des controladas (Hoitink & Fahy, 1986). De acordo com Hoitink & Fahy, (1986);
Hoitink et al. (1997), o processo de compostagem por microorganismos aerobios pode
ser dividido em trés fases: (1) sendo a fase inicial (com 1 a 2 dias), neste periodo a

temperatura se eleva (40 a 50° C) e rapidamente os componentes degradaveis sao
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decompostos; (2) a temperatura se eleva mais ainda (55 a 70° C), podendo durar meses,
as substincias celulosica biodegradaveis sdo destruidas, pelos microorganismos
termofilos e (3) secagem ou estabilizagdo, ¢ o periodo em que ocorre um declinio da
temperatura, a taxa de decomposi¢do diminui, € 0os microorganismos mesofilos
recolonizam os compostos, sendo esta fase de grande importadncia na supressdo do
patdgeno e/ou doenca. Segundo Nakasaki et al. (1985) as bactérias termofilicas
particularmente Bacillus spp. dominam o inicio da fase de compostagem com alta
atividade, enquanto que os actinomicetos termofilicos podem predominar depois.

Neste contexto, estudar bactérias extremofilas em solos agricolas seria uma
alternativa viavel; visto que nos solos dos cerrados pode ocorrer baixa fertilidade, com
baixo pH devido a altas concentragdes de aluminio, ferro, manganés e baixos teores de
fosforo, calcio e magnésio (Oliveira et al. 2005) podendo encontrar uma populagdo de
microrganismos mais adaptados a esta condi¢ao. Outra vantagem se deve ao fato de que
nestes ambientes de solos agricolas, muitas culturas foram previamente cultivadas em
solos incorporados com residuos organicos, cujos efeitos benéficos podem ser
observados na melhoria das caracteristicas fisico-quimicas do solo, na melhoria das
condi¢des nutricionais e além de atuarem na supressdo de doengas causadas pelos
fitopatdgenos. Assim, na incorporacao dos residuos organicos apds o processo de
compostagem uma populacdo de microrganismos termofilos pode permanecer nestes
solos agricolas sob condigdes normais para bactérias mesoéfilas. Devido a esta
caracteristica foi usado no presente trabalho o termo ‘“bactérias extremofilas
facultativas”

Dessa forma seria interessante o estudo destas bactérias na supressdo de
Ralstonia solanacearum e possiveis efeitos na promogdo do crescimento em plantas de
tomate; visto que podem ser mais faceis de isolarem por apresentar crescimento em
condigdes extremas de temperatura, pH e salinidade diferentes de muitas bactérias
endofiticas, rhizobactérias, actinomicetos e outros que apresentam estas caracteristicas
de comportamento semelhantes a muitos fitopatdogenos. Estudos futuros também podem
ser direcionados a estas bactérias para compreender melhor o efeito do tratamento dos
solos através da solarizacdo, que ja tem mostrado resultados promissores no controle de

muitas doengas por fitopatogenos do solo e melhoria no crescimento das plantas.
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OBJETIVOS

(1) Isolar e identificar bactérias extremofilas facultativas, em diferentes tipos de solos

cultivados e ndo cultivados;

(2) Determinar diferentes grupos de bactérias que se adaptam em condi¢des extremas

de temperatura, pH e salinidade;

(3) Estudar o efeito das bactérias extremofilas facultativas na promogao do crescimento
das plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.), em casa de vegetagdo, com

aplicacdo individual dos isolados e em combinagdes;

(4) Estudar o efeito das bactérias extremofilas facultativas na supressdo da murcha
bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, em testes in vitro e in vivo, sendo

este ultimo com aplicagdo indivual dos isolados e em combinagdes.
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CAPITULO 1

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS EXTREMOFILAS
FACULTATIVAS EM DIFERENTES TIPOS DE SOLOS

RESUMO

Até o momento pouco estudo tem sido realizado no Brasil a respeito de bactérias
extremofilas facultativas, em solos agricolas. Com o objetivo de estudar diferentes
grupos de bactérias que se adaptam as condigdes extremas de temperatura, pH e
salinidade e a identificacdo destes isolados, foram coletadas diferentes amostras de
solos, no municipio de Brazlandia, em Brasilia, DF, Brasil. Obteve-se um total de trinta
e oito isolados os quais foram submetidos aos testes de temperaturas (45, 55, 65 e 75
°C), pH (3, 4, 5,9, 10 e 11) e salinidade (5, 10 e 15 % de NaCl). Onze isolados foram
selecionados para caracterizagdo bioquimica e identificagdo baseada nas sequéncias 16S
DNAr. Verificou-se que em todas as amostras de solos determinaram-se quatro grupos
de bactérias, sendo que em cada um observou a presenca de isolados crescendo nas
condicdes mais extremas. Dos onze isolados selecionados, todas as bactérias foram
Gram negativa, podendo separd-los em trés grupos distintos, com base nas reagdes
positivas para as caracteristicas bioquimicas: o primeiro grupo formado, com base no
teste de oxidacao/fermentacao da glicose, obteve-se sete isolados pertencendo a familia
Enterobacteriaceae; o segundo grupo com base no crescimento em meio King-B,
obteve-se dois isolados de Pseudomonas sp.; e o terceiro grupo ndo relacionados
taxonomicamente, com dois isolados, Giesbergeria sp. ¢ Chryseobacterium sp. O
presente trabalho, pioneiro em solos agricolas, contribui para que estudos posteriores

possam ser direcionados para o comportamento destas em diferentes patossistemas.

Palavras-chave: isolamento, microbiologia do solo, bactérias temofilas, bactérias

alcalofilas, bactérias acidofilas, bactérias halofilas, 16S DNATr.
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CHAPTER 1

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF FACULTATIVE EXTREMOPHILE
BACTERIA IN SEVERAL TYPES OF SOIL

ABSTRACT

Until now there have been few studies in Brazil involving facultative
extremophile bacteria in agricultural soils. This work aimed to study several groups of
bacteria that adapt themselves to extreme conditions of temperature, pH and salinity and
to identify these isolates. To this end, several soil samples were collected in the
municipality of Brazlandia, near Brasilia, Federal District, Brazil. A total of 38 isolates
were submitted to temperature tests (45, 55, 65 and 75 °C), pH tests (3, 4, 5, 9, 10 and
11) and salinity tests (5, 10 and 15 % of NaCl). Eleven isolates were selected for
biochemical characterization and identification based on the 16S DNAr sequences. It
was confirmed that in all the soil samples four groups of bacteria were categorized, and
in each one the presence of isolates growing in highly extreme conditions was observed.
Of the 11 selected isolates, all the bacteria were Gram-negative, and these could be
separated into three distinct groups, based on their positive reactions to biochemical
characteristics. From the first group, based on the glucose oxidation/fermentation test,
we obtained seven isolates belonging to the family Enterobacteriaceae; from the second
group, based on growth in King-B medium, we obtained two isolates of Pseudomonas
sp.; the third, taxonomically unrelated group, showed two isolates, Giesbergeria sp. and
Chryseobacterium sp. The current work, unprecedented in agricultural soils, will pave
the way for future studies to examine the behavior of these bacteria in different

pathosystems.

Key words: isolation, soil microbiology, thermophilic bacteria, alkalophilic bacteria,

acidophilic bacteria, halophilic bacteria, 16S DNAr.
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1-INTRODUCAO

Sabe-se que o solo é composto de trés fases sendo em sua maior quantidade de
fase solida (50%), incluindo os materiais minerais e matéria organica; fase liquida
(25%) ocupado por agua e a fase gasosa (25%) preenchidos por gases O,, CO,, N e
vapor de dgua. A matéria organica do solo, embora em menor propor¢ado (4%) (Neves,
2006) ¢ um dos componentes de extrema importancia para a ecologia microbiana do
solo (Hoper & Alabouvette, 1996; Hoitink & Boehm, 1999).

Os microrganismos do solo podem desempenhar diferentes atividades, como:
decomposi¢cdo de matéria organica, producdo de humus, ciclagem de nutrientes e
energia (incluindo a fixacdo de nitrogénio atmosférico), produ¢do de compostos
complexos contribuindo para agregacdo do solo, decomposicdo de xenobidticos e
controle biologico de pragas e doengas, proporcionando assim, condi¢des ideais para
uma biodiversidade extremamente elevada (Siqueira, 1993; Moreira & Siqueira, 2006).

A decomposicao dos residuos culturais depende da natureza e da quantidade do
material vegetal, da fertilidade do solo, do grau de fracionamento do residuo, além das
condi¢des climaticas, representadas principalmente pelo regime de chuvas e pela
temperatura, que influenciam a atividade microbiana do solo (Bertol et al., 2004).

De acordo com Souto et al. (2008) uma flora variada de bactérias e fungos pode
realizar a degradacdo completa de material organico, mas em pratica eles raramente
agem sozinhos. Isto é confirmado por Persson (1980) citado por Moreira & Siqueira
(2006) em seu trabalho mostrando que fungos e bactérias sdo responsaveis por 96% da
respiracdo total do solo, enquanto a fauna contribui com apenas 4%. Beare et al. (1990)
verificaram que a quantidade total de C respirado foi de 7,5 Mg/ ha (750 g/ m?) em 182
dias sendo as bactérias responsaveis por 63% de carbono respirado, enquanto os fungos
e protozoarios apenas 25%, atingindo 88% da respiragdo total.

As bactérias do solo constituem o grupo mais numeroso ¢ de maior importancia,
pois além de promoverem doengas em plantas e animais, s30 responsaveis por inimeras
transformagoes relacionadas com a fertilidade do solo. Normalmente a populagdo
bacteriana no solo ¢ estimada entre 10° ¢ 10’ unidades formadoras de coldnias por
grama de solo (ufc/g), variando bastante com o solo, com o manejo € com o método
usado na avaliacdo (Branddo, 1992). Os actinomicetos entre estes, Streptomyces ¢ o
mais amplamente distribuido, e o seu nicho primario ¢ o solo, com uma populagao

variando de 10 a 107 ufc/g de solo, com maior ocorréncia de esporos do que de hifas
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vegetativas (Lechevalier, 1981). Os actinomicetos também representam uma grande
parte da microbiota da rizosfera e suas interacdes t€m sido largamente estudadas para a
fixagdo biologica do nitrogénio (Liu & Tang, 1996). Os fungos sdo encontrados no solo
com variagdo entre 10* a 10° ufc/g de solo (Alexander, 1977) e ocorrem em maior
quantidade nas camadas superficiais dos solos, em funcdao do alto teor de matéria
organica e maior aeracao (Malavolta, 1980).

Existem varios fatores fisicos e quimicos que podem influenciar os
microrganismos, como por exemplo: as praticas de manejo que promovem alteracdo na
abundancia de organismos ¢ diversidade de espécies, ocorrendo alteragdes das proprias
caracteristicas do solo (Socarras, 1998 citado por Cruz et al., 2007). Segundo Vargas et
al. (2004), o preparo freqiiente do solo, pode ocasionar rompimento fisico das hifas,
prejudicando a populagdo fungica. Outros fatores como substrato organico, nutrientes e
minerais, pH do solo, umidade e temperatura, mencionados anteriormente, também
podem influenciar no tipo de microrganismos presentes no solo. Allison & Killham
(1988) constataram aumento da populacdo fliingica ap6s a incorporagdo de palha de
cevada e uma menor imobilizagdo do N. Palhas de cereais sdo decompostas
principalmente por fungos, cuja relacdo C:N ¢ mais elevada do que bactérias e
actinomicetos (Wheatley et al., 1990; Garcia & Rice, 1994). Dessa forma, a populacao
bacteriana pode ser favorecida simplesmente pelo aumento da disponibilidade de
nitrogénio, que conseqiientemente reduzirdo a relacdo C:N da biomassa microbiana
(Vargas et al.,, 2004). Segundo Moreira & Siqueira (2006) os fungos sdo mais
adaptados em solos cujo pH ¢ menor que 5,0; enquanto que as bactérias, incluindo os
actinomicetos estdo em solos com pH entre 6 e 8§, por serem ambos competidores
eficientes.

O método classico de estudo da comunidade bacteriana ¢ baseado na
caracterizacdo fenotipica e genotipica de organismos isolados e cultivados em
laboratério. No entanto, tem sido demonstrado que organismos cultivados representam
apenas uma pequena fracdo da diversidade de espécies em comunidades microbianas.
Para transpor as dificuldades e limitacdes associadas com as técnicas de cultivo
tradicionais, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos para acessar
diretamente o genoma desses organismos e também esforcos para cultiva-los sobre
condigdes de laboratério. Metagendmica ¢ um novo campo de investigacdo que utiliza
ferramentas da Biologia Molecular para investigar a ecologia procariotica global assim

como para acessar o vasto potencial biotecnologico oculto com o mundo procariotico.

30



Basicamente, metagendmica compreende isolamento do DNA ambiental total ¢ a
producdo e triagem de bibliotecas metagendmicas (Rondon et al., 2000) através do
sequenciamento do gene 16S rDNA.

Os segmentos 16S rDNA podem ser considerados excelentes marcadores
moleculares, uma vez que abrigam caracteristicas conservadas em todos os genomas de
bactérias durante a evolucdo (Atlas & Bartha, 1998). As primeiras pesquisas com essa
metodologia no Brasil foram relatadas por Borneman & Triplett (1997) que analisaram
a diversidade de bactérias do solo da Amazonia em varios ambientes. Silveira et al.
(2006) estimaram a diversidade bacteriana, através da técnica metagendmica, em solos
brasileiros de duas areas: uma com floresta nativa e outra adjacente com arboreto de
eucaliptos. As andlises filogenéticas revelaram diferencas entre os tipos de solos e alta
diversidade em ambas as comunidades. No solo de arboreto de Eucalyptus spp. foi
encontrado maior diversidade bacteriana em comparagdo com solo da area de floresta
nativa.

Como vimos a decomposi¢ao da matéria organica resulta em varios beneficios
para o solo, gerando uma microbiota bem diversificada em diferentes condigdes fisico-
quimicas. No entanto, pouco se conhece sobre a presenca de bactérias “extremofilas”
em solos cultivados e nao cultivados. Bactérias extremofilas sdo aquelas bactérias que
desenvolvem em condi¢des extremas de temperatura sendo denominadas de termofilas
(> 45°C) (Rainey & Oren, 2006; Ramirez et al., 2006), hipertermofilas (> 80°C)
(Godfroy et al., 2006) e psicrofilas (-2 ~20°C) (Ramirez et al., 2006), pH temos as
acidofilas (pH < 4,0) (Ramirez et al., 2006) e as alcal6filas (pH > 8,0) (Rainey & Oren,
2006; Ramirez et al., 2006) e quanto a salinidade temos as bactérias denominadas de
haléfilas (NaCl~10%) (Litchfield et al., 2006).

Em solos ndo cultivados, somente com a vegetagao nativa da regido do Cariri, no
Estado da Paraiba, Gorlach-Lira & Coutinho (2007) isolaram bactérias mesofilas e
termofilas do solo da caatinga e da rizosfera de Aristida adscensionis L. e verificaram
que ndo houve diferengas significativas na densidade populacional de ambas as
amostras; entretanto, o numero de bactérias mesoéfilas (43 isolados) foram superiores ao
numero de bactérias termofilas (34). Segundo Gorlach-Lira & Coutinho (2007), deste
nimero nem todas foram chamadas de termoéfilas, somente 85,3% as que apresentaram
T min > 30 °C ¢ T max > 55 °C, as demais consideradas termotolerantes, com base na
classificagdo de Sonnleitner’s (1983). A maioria das bactérias termofilas ou

hipertermofilas tem sido isolada de fontes termais vulcanicas terrestres (Stetter, 1999;
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Rothschild & Mancinelli, 2001), fontes termais submarinas (Blochl et al., 1997;
Miroshnichenko & Bonch-Osmolovskaya, 2006), e em compostos em fermentacdo
(Beffa et al., 1996; Watanabe et al., 2007; Niisawa et al., 2008; Venugopalan et al.,
2008).

As bactérias halofilas e alcaldfilas podem ser encontradas em um mesmo
ambiente, visto que as condi¢des propicias para ambos os tipos de bactérias sdo em
geral regides quentes e secas, com ampla faixa de concentragcdo de NaCl; ou podem
ocorrer casos em que a mesma espécie sobrevive em condigdes extremas de salinidade e
pH elevado. Ibrahim et al. (2007) coletaram amostras de solo e de dgua, no lago sédio
do Wadi El-Natrun, no norte do Egito e verificaram a presenga de bactéria halofila e
alcalofila, identificada como Bacillus halodurans, com crescimento em meio
suplementado com 15% de NaCl e pH na faixa de 8-11, respectivamente. Outros
ambientes onde se encontram as bactérias halofilas sdo as minas de sal (Denner et al.,
1994), as salinas (Thara et al., 1997), os solos (Kobayashi et al., 1992; Ramirez et al.,
20006), e os alimentos salgados (Ramirez et al., 2006). Os ambientes para as bactérias
alcalofilas sdo os lagos sodios com alta concentragdo de carbonato de sddio (Jones et al.,
1998).

As bactérias acidofilas sdo facilmente encontradas em ambientes acidos que
ocorrem producdo de gases sulfurosos, de origens vulcanicas (Schleper et al., 1995) e
escorias de minas (Druschel et al., 2004), sendo também encontradas em solos do
cerrado. Solos 4cidos representam sério problema para o desenvolvimento das plantas e
estabelecimento de uma simbiose eficiente. De acordo com Andrew (1962), a influéncia
da acidez do solo pode ser desdobrada nos efeitos da concentragdo de ions H, nas
deficiéncias de calcio e molibdénio e na toxidez de aluminio e manganés. Os efeitos da
acidez na fixacdo simbidtica sdo extremamente complexos e manifestam-se
essencialmente através da influéncia sobre a propria bactéria ou sobre a planta. A
tolerancia a acidez e ao aluminio nocivo vem sendo bem estudada, com trabalhos
mostrando a eficiéncia de estirpes selecionadas para condicdes de acidez e alto teor de
aluminio (Franco et al., 1994; Stamford et al., 1997).

Como vimos héd poucos relatos de bactérias extremofilas em solos agricolas,
sendo interessante estudar o seu comportamento em diferentes tipos de solos, bem como
a influéncia destas no manejo de diversas culturas. O objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar bactérias extremofilas facultativas, termo usado para representar bactérias

capazes de crescer tanto em condigdes mais extremas, quanto em condigcdes mais
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proximas da neutralidade, em difrentes tipos de solos e determinar os principais grupos

de bactérias que se adaptam em condic¢des extremas de temperatura, pH e salinidade.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Localizacdo da area e a coleta do material

As amostras de solos foram coletadas em fevereiro de 2007, no Centro de
Produgdo de Agricultura Natural MOA, localizada no municipio de Brazlandia a 45 km
de Brasilia-DF. A maior parte do material coletado procedera de solos cultivados com:
cenoura (Daucus carota), pimentdo (Capsicum annuum), milho (Zea mays), crotalaria
(Crotalaria juncea) e maracuja (Passiflora edulis) sendo que neste ultimo foram
amostradas duas areas, uma tratada com matéria organica (MO) e outra sem matéria
organica. Uma menor parte do material coletado correspondeu a solos ndo cultivados
como: cerrado, composto organico e composto bioativo (Bokashi). As caracteristicas
quimicas dos solos estdo representadas na (Tabela 1.1). Os ensaios foram conduzidos no
laboratorio de Fitopatologia da Universidade de Brasilia, durante o periodo de fevereiro
a novembro de 2007. As amostras de solos foram dos 20 c¢m iniciais, acondicionadas em

sacos plasticos, e mantidas em camara fria a 4 °C até a etapa do isolamento.
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Tabela 1.1- Caracterizagdo quimica dos solos cultivados (SC) e solos ndo cultivados (SNC).

pH em
Solos MO* Al CatMg P K
CaCl2
Cultivados (SC)
(g/dm’) (1;2,5) (c mol/dm?) (mg/dm’)
Com cultivo! 51,00 5,40 0,00 6,10 31,70 115,00
Crotalaria 33,00 4,60 0,10 2,70 1,20 35,00
Maracuja s/ MO 31,00 4,60 0,10 2,20 4,30 21,00
Maracuja ¢/ MO 40,00 4,40 0,10 1,90 1,20 37,00
Solos Nao Cultivados (SNC)
Comp. Organico 234,00 7,14 . . 18,76 5,80
(g/kg) (g/kg) (g/kg)
Bokashi 220,00 7,60 3 3 18,00 4,20
(g/kg) (g/kg) (g/kg)
Cerrado 23,00 3,46 2,40 0,70 0,72 22,00

*MO- Matéria Organica
1-cenoura, pimentdo ¢ milho
- resultados ndo amostrados

2.2 - Isolamento, purificacdo e manutencéo de bactérias extremofilas facultativas

Foram preparados nove frascos com 100 mL de meio liquido 523 (Kado &
Heskett, 1970), um para cada amostra de solo. Em cada um deles foram acrescentados 5
g do solo correspondente, posteriormente agitados e colocados na incubadora a 28 °C,
por 48 h. Apos estes procedimentos foram retirados 50 pl do meio liquido e distribuidos
em placas de 90 mm &, com meio solido 523, mantidos na mesma temperatura e
tempos anteriores. Foram realizadas varias repicagens até a obten¢do de isolados puros,
0s quais se mantiveram preservados em tubos com tampas de roscas, com 10 mL de

agua destilada estéril a temperatura ambiente. Para preservacdo em longo prazo, os
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isolados foram mantidos em glicerol 50% a -20 °C. Em cada amostra de solo foram

determinados diferentes isolados bacterianos.

2.3- Determinacéo dos grupos de bactérias em condicdes extremas de temperatura,
pH e salinidade

Na determinagdo de diferentes grupos de bactérias realizaram-se os seguintes
testes: para bactérias termofilas foram testadas as temperaturas de 45, 55, 65 ¢ 75 °C;
acidofilas em pH 3, 4 e 5; alcaldfilas em pH 9, 10 e 11 e halofilas nas concentracdes de
NaCl de 5, 10 e 15%. Cada isolado cultivado, previamente em placas de Petri, em meio
523 (s6lido) com 24 h foi retirada com alga de platina, uma pequena quantidade de
colonia bacteriana, adicionado em tubos com 10 mL de meio 523 (liquido) os quais
estavam inicialmente armazenados em geladeira a 5°C.

Ap6s a inoculagdo de cada tubo, estes foram agitados até a completa dissolucao
da colonia e imediatamente conduzidos ao espectrofotometro (A = 550 nm) para leitura
inicial do crescimento bacteriano. Em seguida estes tubos foram levados a estufa com a
temperatura ajustada para cada teste (para o grupo das termofilas). O ajuste da
temperatura da estufa foi realizado semanalmente, correspondendo a cada temperatura
testada. Nos demais grupos de bactérias estudados, apds as leituras iniciais, todos
isolados foram mantidos a 28 °C por 72 h. Apos este periodo de armazenamento na
estufa foram realizadas leituras finais para verificacdo do crescimento bacteriano. Em

cada teste realizado, para confirma¢ao dos dados foram submetidos a duas repetigdes.

2.4 - Selecéo dos isolados para estudos posteriores

Foram selecionados 11 isolados que apresentaram maiores crescimento
bacteriano (A = 550 nm), com base nas caracteristicas em comum: temperatura de 45 °C,
pH 4 e 10, salinidade NaCl 5 e 10%. Os isolados selecionados foram utilizados para
estudos posteriores, em casa de vegetacdo, visando a promocdo do crescimento das
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢ controle da murcha bacteriana do

tomateiro (Ralstonia solanacearum).
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2.5 - Identificagdo dos isolados

2.5.1- Caracterizacao bioguimica e morfologica

A partir do isolamento e preservacdo em tubos com 4gua, todos os isolados
foram submetidos aos seguintes testes bioquimicos, que sdo normalmente utilizados
para bactérias fitopatogénicas: oxidagdo/fermentacao da glicose; catalase; oxidase; teste
para produgdo de pigmento fluorescente (meio King - B); teste com a utilizacdo de
asparagina como fonte de carbono e energia e teste para verificagdo da produgdo de
endosporos; todos os testes foram realizados segundo as metodologias de Mariano et al.
(2005). Além desses testes bioquimicos, também foram observadas as caracteristicas
morfoldgicas, quanto a pigmentacdo, o tamanho, a consisténcia, as bordas e a forma;
juntamente com a coloracdo de Gram, todas as caracteristicas visualizadas no

microscopio otico.

2.5.2- Sequenciamento e filogenia dos isolados baseada em sequéncias do gene 16S

DNAr

Onze isolados selecionados conforme o item 2.4, foram enviados a empresa In
Vitro Palm Consultoria, Estudo e Desenvolvimento Bioldégico LTDA, situada em
Piracicaba- SP, para identificacdo dos isolados ao nivel de género. A identificagdo foi
realizada com base nas sequéncias do gene 16S ribossomal (16S DNAr). Esse gene ¢ o
mais amplamente utilizado, sendo considerado uma das mais importantes moléculas
para o estudo de filogenia e ecologia microbiana (Lows et al., 1999). O sequenciamento
desse gene permite a identificacdo de microrganismos no nivel de género e
possivelmente no nivel de espécie, como também pode permitir correlagdes entre o
genotipo e o ambiente estudado (Cheneby et al., 2000).

A partir da cultura solida de 11 isolados foi realizada a extracdo de DNA
utilizando o Wizard DNA extraction kit (Promega, Madinson, USA), seguindo as
indicagdes do fabricante. O DNA extraido foi utilizado para a amplificagdo do gene 16S
ribossomal (16S DNAr) em reagdo de amplificagdo com os primers R1387 (5’ - CGG
TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG - 3’) e PO27F (5’- GAG AGT TTG ATC CTG
GCT CAG - ‘3’). As reacdes foram realizadas em volume de 50 uL, contendo 3,75 mM
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de MgCl,, 0,2 mM de cada dANTP, 0,2 uM de cada primer, 2,5 U de Taqg DNA
polimerase, tampao 1X e 1 uL. de DNA molde (0,5 a 10 ng). A PCR foi realizada em
termociclador (PTC 200, MJ Research), programado para realizar uma desnaturacao
inicial de 4 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 °C; 1 min a 62,5 °C; 1 min a
72 °C, e uma extensdo final de 7 min a 72 °C. O produto de PCR foi analisado em gel de
agarose 1,0% a 3 V.cm™, juntamente com o marcador de peso molecular DNA Ladder
para a observacdao de um fragmento de aproximadamente 1400 pb. Apds a eletroforese,
o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio e fotodocumentado em luz ultra-
violeta.

O produto de PCR gerado pela amplificagdo com os primers P027 ¢ R1387 foi
purificado com o PCR purification PowerClean™ DNA Clean-Up Kit (MoBio
Laboratories, EUA) e submetidos a seqiienciamento. Esta etapa foi realizada por meio
do sequenciamento utilizando trés iniciadores distintos [R1387, XXX e 530R (5’ - CCG
CGG CKG CTG GCA C - 3)], dando origem a fragmentos de diferentes regides do
gene alvo. As sequéncias obtidas foram avaliadas quanto a sua qualidade no site
Ribosomal Data Project (RDP - http://rdp.cme.msu.edu/), onde o pipeline disponivel
fez a avaliacdo da qualidade de cada base seqlienciada dando origem aos fragmentos
sequenciados confidveis em cada amostra. Estes fragmentos foram unidos com base na
sobreposi¢dao de extremidades, realizada no programa DNABaser, o que deu origem ao
contig usado na analise filogenética dos isolados obtidos neste estudo.

As sequéncias obtidas para cada isolado foram submetidas & comparagao por
similaridade por BlastN contra a base de dados do GenBank (Altschul et al., 1990) e
por meio de classificagdo taxondmica no banco de dados do RDP. As sequéncias
presentes nestes bancos de dados que mostraram similaridade com as sequéncias obtidas
dos isolados foram utilizadas para a andlise da filogenia dos grupos bacterianos
isolados. Os alinhamentos e a filogenia foram realizados no programa MEGA versao
3.1, onde apos o alinhamento, as sequéncias tiveram suas similaridades determinada
pelo método de Kimura-2, e a arvore filogenética foi calculada pela metodologia de
neighbour-joinning (Kumar et al., 2004). A confiabilidade de cada agrupamento
observado na arvore foi dada pelo teste bootstrap, baseado em 100 permutagdes

aleatorias.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Isolamentos de bactérias extremofilas facultativas

De todas as amostras de solos foram obtidos um total de 38 isolados bacterianos
diferentes, sendo que em algumas amostras de solos foi possivel obter mais isolados do
que em outras amostras. Assim, nas amostras de solos com cenoura (Daucus carota)
obtiveram-se 9 isolados com caracteristicas morfologicas (coloragdo, formato,
pigmentacao) diferentes; pimentdao (Capsicum annuum) 2 isolados; milho (Zea mays) 6
isolados; crotalaria (Crotalaria juncea) 4 isolados; maracuja (Passiflora edulis) area
tratada com MO, 3 isolados e drea sem MO com 5 isolados; amostra de solo do cerrado
com um uUnico isolado; composto organico com 3 isolados e finalmente composto

bioativo (Bokashi) com 5 isolados (Tabela 1.2).

38



Tabela 1.2- Isolados bacterianos utilizados no estudo.

Isolados Sigla Tipos de Solos
UnB 1321 BK 8 Bokashi

UnB 1322 CE 10 SC**

UnB 1323 BK 5 Bokashi

UnB 1324 CD2 Cerrado- SNC

UnB 1325 M2 SC

UnB 1326 PI2 SC

UnB 1327 CR2 SC

UnB 1328 BK 6 Bokashi

UnB 1329 CE3 SC

UnB 1330 BK 1 Bokashi

UnB 1331 CO2 Composto Orgénico
UnB 1332 CE 1 SC

UnB 1333 CE2 SC

UnB 1334 CES5 SC

UnB 1335 CE6 SC

UnB 1336 CE 8.2 SC

UnB 1337 CE9.1 SC

UnB 1338 CE9.2 SC

UnB 1339 BK 4 Bokashi

UnB 1340 CO3 Composto Orgéanico
UnB 1341 CO4 Composto Orgénico
UnB 1342 Ma s/ MO 1.1 SC

UnB 1343 Ma s/ MO 1.2 SC

UnB 1344 Ma s/ MO 3 SC

UnB 1345 Ma s/ MO 4 SC

UnB 1346 Ma s/ MO 5 SC

UnB 1347 MI 1 SC

UnB 1348 MI 3 SC

UnB 1349 MI 4 SC

UnB 1350 MI 5 SC

UnB 1351 MI 6 SC

UnB 1352 Ma ¢/ MO 2 SC

UnB 1353 Ma ¢/ MO 3 SC

UnB 1354 Ma ¢/ MO 4 SC

UnB 1355 PI 1 SC

UnB 1356 CR 1 SC

UnB 1357 CR3 SC

UnB 1358 CR 4 SC

* SNC- Solo Nao Cultivado; ** SC- Solo Cultivado
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3.2- Determinacao dos grupos de bactérias em condicGes extremas de temperatura,
pH e salinidade

No grupo das termofilas, em solos cultivados, observou-se que mais da metade
dos isolados cresceram a 45 °C; e em temperaturas mais elevadas observou-se, mesmo
que em pequenas percentagens, 13,8% de isolados crescendo nestas condigdes (Figura
1.1A). No grupo das acidéfilas ndo houve isolados que cresceram em pH 3, entretanto,
37,9% dos isolados cresceram em pH 4 (Figura 1.1B). Para valores superiores a este ndo
sdo consideradas extremofilas, visto que a maioria tende a crescer em condi¢des
proximas a neutralidade. No grupo das alcalofilas 96,6% e 93,1% dos isolados
cresceram em condigdes de pH 9 e 10, respectivamente; no entanto em valores
superiores a estes nao foi possivel verifcar crescimento (Figura 1.1C). Ja no grupo das
haléfilas mais da metade dos isolados cresceram em 10% de NaCl e 17,2% dos isolados
cresceram em condi¢des mais extremas de salinidade (Figura 1.1D).

No grupo das termofilas, em solos ndo cultivados, verificou-se que 88,9% dos
isolados cresceram em temperaturas de 45 °C e 22,2 % em 75 °C (Figura 1.2A). No
grupo das acidofilas ja foi possivel observar que 33,3% dos isolados cresceram em
condi¢des mais extremas de pH e 66,7% em pH 4, em valores superiores a este 100%
dos isolados cresceram nestas condi¢des, o0 mesmo fato ocorrido em solos cultivados
(Figura 1.2B). No grupo das alcaldfilas observou-se que os isolados bacterianos
cresceram em todas as condi¢cdes de pH avaliados, principalmente em pH 11, com
11,1% de isolados crescendo nestas condi¢des (Figura 1.2C). J4 no grupo das halofilas
também foi possivel verificar que os isolados cresceram em todas as condigdes,

inclusive em alta concentragio de sal NaCl 15%, (Figura 1.2D).
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Figura 1.1- Percentagem de isolados com crescimento bacteriano, obtidos de amostras de solos cultivados, em diferentes condi¢des de: (A)

temperatura, (B ¢ C) pH e (D) NaCl.
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Figura 1.2- Percentagem de isolados com crescimento bacteriano, obtidos de amostras de solos ndo cultivados, em diferentes condigdes de:
(A) temperatura, (B e C) pH e (D) NaClL
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3.3- Isolados selecionados para estudos posteriores

Os isolados obtidos para estudos posteriores foram selecionados principalmente
nas caracteristicas em comum de temperatura 45 °C, pH 10 e NaCl 5%, visto que nestas
condi¢des ocorreram Otimo crescimento na maioria das amostras de solos estudadas.
Nas condi¢gdes mais extremas verificou-se que alguns isolados ndo cresceram, por isto
que a selecdo foi mais direcionada para estas trés primeiras caracteristicas. Os isolados
selecionados foram: UnB 1327 (CR2), UnB 1329 (CE3), UnB 1331 (CO2), UnB 1324
(CD2), UnB 1321 (BKS), UnB 1323 (BKS5), UnB 1322 (CE10), UnB 1325 (M12), UnB
1330 (BK1), UnB 1328 (BK6) e UnB 1326 (PI2) (Tabela 1.3).

43



Tabela 1.3- Isolados selecionados em relagdo ao crescimento bacteriano, com base nas

caracteristicas em comum de temperatura, pH e salinidade.

Ordem Isolados Sigla Temp. NacCl pH pH 4 NaCl
45 °C 5% 10 10%

1 unB 1327 CR2 2,12* 3,82 3,56 2,01 0,00
2 unB 1329 CE3 0,92 3,86 3,89 0,04 0,97
3 unB 1331 CO2 1,77 3,93 3,76 0,04 0,00
4 unB 1324 CD2 1,44 2,20 3,84 1,81 0,18
5 unB 1321 BK8 2,05 1,98 3,68 0,07 1,18
6 unB 1323 BK5 2,01 1,67 3,88 0,09 0,97
7 uUnB 1322 CE10 1,05 1,17 3,83 1,88 0,41
8 unB 1325 MI2 1,83 1,79 1,50 1,30 0,50
9 unB 1330 BK1 1,10 1,41 3,86 0,02 0,00
10 UnB 1355 PI1 0,58 3,69 1,67 0,05 0,06
11 unB 1328 BK6 0,23 1,77 3,86 0,07 0,00
12 unB 1326 P12 0,78 1,78 1,61 1,65 0,09
13 UnB 1341 CO4 0,00 1,44 3,85 0,09 0,18
14 UnB 1339 BK4 0,38 0,15 3,85 0,01 1,14
15 UnB 1346 Ma s/ MO5 0,80 0,46 3,89 0,03 0,08
16 UnB 1335 CE6 0,00 1,44 3,72 0,03 0,04
17 UnB 1333 CE2 0,00 1,22 1,90 1,54 0,21
18 UnB 1343 Ma s/ MO1.2 0,49 1,68 1,93 0,07 0,18
19 UnB 1336  CES8.2 0,00 0,45 3,85 0,05 0,00
20 UnB 1357 CR3 0,00 1,60 1,98 0,60 0,03
21 UnB 1334 CES 0,00 1,62 2,25 0,03 0,00
22 UnB 1352 Ma ¢/ MO2 0,14 1,59 1,52 0,58 0,00
23 UnB 1350 MI5 0,51 1,02 1,85 0,03 0,00
24 UnB 1353 Ma ¢/ MO3 0,92 0,35 1,43 0,00 0,58
25 UnB 1337 CE9.1 0,00 0,57 2,24 0,28 0,12
26 UnB 1345 Ma s/ MO4 0,00 0,57 2,24 0,13 0,12
27 UnB 1358 CR4 0,52 1,76 0,38 0,00 0,38
28 UnB 1354 Ma ¢/ MO4 1,01 1,53 0,07 0,00 0,18
29 UnB 1340 CO3 0,49 1,88 0,01 0,25 0,00
30 UnB 1349 MIl4 0,00 1,58 0,12 0,03 0,84
31 UnB 1351 MiI6 0,22 1,33 0,41 0,02 0,46
32 UnB 1332 CEl 0,00 1,27 0,21 0,02 0,83
33 UnB 1348 MI3 0,41 1,81 0,00 0,00 0,00
34 UnB 1342 Ma s/ MO1.1 0,00 0,58 1,54 0,05 0,00
35 UnB 1347 MIl 0,00 1,43 0,44 0,06 0,00
36 UnB 1344 Ma s/ MO3 0,03 0,64 1,03 0,02 0,19
37 UnB 1356 CR1 0,00 0,29 0,33 0,01 0,00
38 UnB 1338 CE9.2 0,00 0,21 0,00 0,02 0,00

* Qs valores significam crescimento bacteriano medidos na absorbancia de 550 nm.
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3.4- Caracterizacao bioquimica e morfologica

Com base em alguns testes bioquimicos e morfoldgicos, realizados
normalmente para bactérias fitopatogé€nicas; verificou-se que todos os isolados obtidos
de diferentes amostras de solos, nenhum isolado apresentou reagdo positiva para a
producdo de endosporos, ou seja, ndo ha isolados bacterianos formadores de esporos
(Tabela 1.4).

No teste O/F, 34,21% dos isolados apresentaram metabolismo fermentativo
(Tabela 1.4), indicando a caracteristica anaerobica facultativa, ou seja, a utilizacdo de
glicose na auséncia ou presenga de oxigénio. Bactérias fermentativas produzem reagao
acida, na auséncia de oxigénio, indicando uma coloragdo amarela do meio.

Para os testes de coloragao de Gram, asparagina e catalase, observou-se que
mais da metade dos isolados 63,16%, 71,06% e 84,84%, respectivamente, apresentaram
reacdo positiva a estes testes. No entanto, nos testes de King-B e oxidase, somente dois
isolados (UnB 1329 e UnB 1328) e cinco isolados (UnB 1329, 1331, 1330, 1328 ¢
1357), respectivamente, mostraram esta mesma reagao (Tabela 1.4).

No teste King-B, embora os isolados confirmassem a producdo de pigmentos
fluorescentes, o isolado UnB 1329 mostrou uma pigmentacdo mais forte, com mais
brilho comparado ao isolado UnB 1328; ao mesmo tempo em que as caracteristicas
morfoldgicas das colonias foram bastante diferentes, o isolado UnB 1329 apresentou
uma coloragdo da coldnia creme; enquanto que o isolado UnB 1328 mostrou uma
coloragdo marrom-esverdeada, com um odor caracteristico, confirmando que sao
espécies distintas.

Quanto a coloracao das colonias dos demais isolados, a maioria apresentou uma
coloragdo creme, sendo que alguns mostraram pigmentacao rosa, UnB 1322 e 1333,
colonias alaranjadas como UnB 1331, 1334, 1347 e 1356; amarela UnB 1336, 1348 ¢
1342; branca UnB 1349 e 1351 (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4- Caracterizac¢do bioquimica e morfoldgica dos isolados obtidos de condigdes extremas.

Isolados Sigla O/F Gram King-B Asparag. Catalase Oxidase Prod. Color. col6nia Células
Endosp.
UnB 1327 CR2 F - - + + - - Creme clara B*
UnB 1329 CE3 (0] - + + + + - Creme B
UnB 1331 CcO2 (0] - - - + + - Alaranjada B
UnB 1324 CD2 F - - + + - - Creme clara C/B
UnB 1321 BKS F - - + + - - Creme C/B
UnB 1323 BKS F - - + + - - Creme C/B
UnB 1322 CE10 F - - + + - - Creme/rosa C
UnB 1325 MI2 F - - + + - - Creme clara B
UnB 1330 BK1 (0] - - + + + - Creme E
UnB 1355 PI1 F - - + + - - Creme C
UnB 1328 BK6 F - + + + + - Marrom/verde B
UnB 1326 P12 F - - + + - - Creme clara B
UnB 1341 CO4 F - - + + - - Creme C/B
UnB 1339 BK4 (0] - - + + - - Creme clara C/B
UnB 1346 Ma s/ MOS (0] + - + + - - Creme/ branca B
UnB 1335 CE6 (0] + - + + - - Creme clara C
UnB 1333 CE2 F - - + + - - Creme / rosa C
UnB 1343 Ma s/ MO1.2 F - - + + - - Creme C
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Continuagao...

UnB 1336 CES8.2 (0] - - + + - Amarela B
UnB 1357 CR3 (0] - - + + + Creme clara B
UnB 1334 CE5 (0] - - - + - Alaranjada B
UnB 1352 Ma ¢/ MO2 F - - + + - Creme B
UnB 1350 MIS (0] + - - + - Creme/ cinza B
UnB 1353 Ma ¢/ MO3 (0] + - + + - Creme B
UnB 1337 CE9.1 (¢} + - - - - Creme clara C
UnB 1345 Ma s/ MO4 (0] + - + + - Creme clara C
UnB 1358 CR4 (0] + - + + - Creme B
UnB 1354 Ma ¢/ MO4 o + - + + - Creme B
UnB 1340 CO3 (¢} + - - - - Creme clara C
UnB 1349 MI4 (0] + - - - - Branca B
UnB 1351 Ml6 (0] + - + + - Branca B
UnB 1332 CEl (0] + - - + - Creme escura B
UnB 1348 MI3 (0] + - - + - Amarela B
UnB 1342 Ma s/ MOL1.1 (¢} - - - - - Amarela B
UnB 1347 MI1 (0] - - - + - Alaranjada B
UnB 1344 Ma s/ MO3 (0] - - - - - Creme/amarela B
UnB 1356 CR1 (0] - - + + - Alaranjada C/B
UnB 1338 CE9.2 (0] + - + + - Creme clara C
*C-Cocos; B- Bastonetes; E- Espiraladas; sinal (+): positivo; sinal (-): negativo; Oxidativo (F) Fermentativo
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3.5- Sequenciamento e filogenia dos isolados baseada em sequéncias do gene 16S
DNAr

Os dados obtidos no presente estudo possibilitaram tanto a diferenciacdo entre os
distintos isolados, bem como deram base para a inferéncia filogenética dos grupos
obtidos.

Analisando os dados dos testes bioquimicos por meio da aplicagdo da Anélise de
Componentes Principais (PCA), foi possivel observar a formacdo de trés grupos
distintos, separados principalmente pelos testes de oxidagdo/fermentagdo de glicose,

oxidase e pela capacidade em gerar colonias no meio de cultura King-B (Figura 1.3).

o UnB 1331 UnB 1330
—
| Outras
(Flavobacteria e Belaproteobacteria)
Oxidase
12.9
nB 1326 UnB 132
GJFF Ung 1321'..”15 1323
UnB 1324 UNB 1325
- UnB 1322 Pseudomonasspp.
Enterobacteriaceae NKing-B
D. UnB 1329 | jng 1328
v

15 | 87.1 | 15

Parimetros Isolados

—_—

Figura 1.3- Analise de Componentes Principais (PCA) baseado nos perfis
bioquimicos dos isolados analisados. Os valores indicam a percentagem da
variancia explicada nos eixos.
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Relacionando tais resultados com os dados de sequenciamento, podemos
concluir que dois destes grupos sdo também consistentes filogeneticamente. Os isolados
que se desenvolvem em meio King-B (isolados UnB 1328 e UnB 1329) sdo afiliados
taxonomicamente ao género Pseudomonas. Outro grupo formado foi alocado dentro da
familia Enterobacteriaceae, onde estdo os isolados (UnB 1326, 1327, 1321, 1323, 1324,
1325 e 1322). Na PCA estes isolados mostraram ser positivos para a fermentacdo de
glicose, mostrando a robustez dos dados e a congruéncia entre as andlises genotipicas e
fenotipicas dos isolados analisados. O terceiro grupo observado na analise bioquimica
mostrou a presenga de dois isolados ndo relacionados taxonomicamente, sendo o
isolado UnB 1330 e UnB 1331 similares bioquimicamente, mas classificados dentro dos
grupos das Betaproteobacterias (isolado UnB 1330, afiliado ao género Giesbergeria) e
Bacteroidetes (isolado UnB 1331, afiliado ao género Chryseobacterium).

Ainda analisando a filogenia dos isolados mais especificamente, temos que
dentro do género Pseudomonas, o isolado UnB 1328 mostrou maior similaridade com
P. aeruginosa, enquanto que o isolado UnB 1329 teve como melhor alocagdo
filogenética a espécie P. monteilli. Dentro das Enterobacteriaceac subgrupos
taxondmicos formados, sendo os isolados UnB 1321, 1323, 1324 e 1322 afiliados ao
género Enterobacter, e os isolados UnB 1326, 1327 e 1325 associados ao género
Klebsiella (Figura 1.4).
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Figura 1.4- Filogenia dos isolados analisados no presente estudo. A filogenia é baseada na
sequéncia parcial, sendo o alinhamento feito em 1377 pares de base do gene 16S DNAr. As
sequéncias dos isolados foram avaliadas em relagdo a similaridade com as sequéncias
presentes em banco de dados e foram correlacionadas com base no agrupamento por
Neighbor-joining. Sequéncias de cianobactérias foram utilizadas como grupo externo, para
enraizamento da arvore filogenética. Os valores de bootstrap também sdo apresentados,

sendo calculados por 1000 subamostragens no grupo de sequéncias.
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4-DISCUSSAO

Na determinacdo dos grupos de bactérias, verificou-se que em todas as amostras
de solos ndo cultivados, nenhum dos isolados cresceram na condi¢do de temperatura a
55 °C, no entanto apresentaram melhores crescimentos a 45 °C e 75 °C. Isto explica o
nome dado ao trabalho de Bactérias Extremofilas Facultativas, visto que estas sdo
capazes de crescerem tanto em ambientes amenos de temperatura, pH e salinidade
propicias as bactérias mesoéfilas, quanto em condi¢des mais extremas. Ha, no entanto
algumas bactérias que podem ser chamadas de “Bactérias Extremofilas Obrigatorias”,
que estdo presentes somente em ambientes extremos, como ¢ o caso da Pyrolobus
fumarii, isolada de fumarolas hidrotermais em Mid Atlantic Ridge, a qual ndo foi capaz
de crescer em temperatura abaixo de 90 °C (Blochl et al., 1997).

Em todas as amostras de solos, determinaram-se quatros grupos de bactérias
extremofilas facultativas, verificando-se que muitas delas cresceram em condigdes de
elevada temperatura (> 45 °C), ambientes acidos (pH 3 e 4), ambientes muito alcalinos
(pH 9 e 10) e altas concentracdes de sal (10 e 15% de NaCl), fato ndo comumente
encontrado para as bactérias fitopatogénicas do solo. Normalmente as bactérias que
causam danos as plantas apresentam as seguintes condi¢des ideais para o seu
crescimento: temperaturas variando entre 25 e 40 °C (bactérias mesofilas), sendo que
temperaturas muito altas podem provocar o dessecamento de células bacterianas
(Bedendo, 1995); pH atingindo valores proximo a neutralidade 6,5 a 7,5 e a ndo
tolerdncia em concentragdo de sal > 5% de NaCl. Segundo Nascimento et al. (2005) a
bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris pv. viticola decresceu a partir de 3,0%
de NaCl, com concentragdo letal de 6,0%. Segundo os autores altas concentragdes de
NaCl tornam o ambiente hipertonico, devido a perda de agua da célula, através da
membrana plasmatica, com conseqiiente inibi¢do do crescimento. Cavalcanti et al.
(2005) também verificaram auséncia de crescimento de Acidovorax avenae subsp.
citrulli nas concentrac¢des de 6 ¢ 7% de NaCl.

No grupo das termofilas, em todas as amostras de solos observou-se que em
temperaturas mais elevadas ha uma menor percentagem de isolados bacterianos
crescendo nestas condi¢cdes, comparados a temperatura de 45 °C. Estes dados
corroboram com Gorlach-Lira & Coutinho (2007) que verificaram em seus trabalhos
um menor nimero de isolados bacterianos crescendo em temperaturas > 65 °C. Isto

mostra que mesmo em pequenas percentagens, ¢ possivel encontrar bactérias termofilas
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facultativas em diferentes tipos de solos relacionados a agricultura, sendo necessarios
mais estudos em outras faixas de temperaturas.

A maioria dos isolados bacterianos apresentaram bom crescimento em pH 9,0 e
10, pertencendo ao grupo das alcalofilas. Este dado confirma a descricdo de Horikoshi
(1999, 2004) que considera bactérias alcalofilas as que crescem em pH > 9,0 com um
otimo crescimento proximo de pH 10. O pH 6timo para crescimento representa o pH
externo 2 membrana plasmadtica, assim o pH interno das bactérias ¢ diferente do pH
externo, sendo que, internamente, o seu valor oscila entre 7 ¢ 9. Segundo Horikoshi
(1999, 2004) e Ramirez et al. (2006) a parede celular das bactérias pode desempenhar
papel fundamental na protecdo da célula neste ambiente, pois constituem polimeros
acidos que funcionam como uma matriz carregada negativamente os quais podem
reduzir a densidade da carga na superficie celular através da adsor¢@o de ions sodio e
hidrogénio e expulsando os ions de hidroxido, como conseqiiéncia ajuda as células a
crescerem em ambientes alcalinos. Putnam (1995) citado por Estrela & Pécora (1997)
mostram que o pH intracelular pode influenciar diferentes processos celulares, como:
metabolismo celular; ativagdo do crescimento e proliferagdo celular; condutibilidade e
transporte através da membrana; e volume celular isosmotico.

Nas amostras de solos nao cultivados, observou-se uma pequena percentagem de
isolados em pH mais extremos (pH 3), fato ndo ocorrido nas amostras de solos
cultivados, provavelmente devido as amostras de composto organico e bokashi, onde
foram encontrados estes isolados (dados ndo mostrados) ha um maior periodo de
decomposi¢do dos materiais constituintes desta amostra. Entretanto, foi possivel
encontrar isolados com um bom crescimento em pH 4 em todas as amostras de solos.

No grupo das halofilas foi possivel encontrar isolados, embora em pequenas
percentagens, em 15% de NaCl. Segundo Ramirez et al. (2006) os microrganismos
halofilos extremos sobrevivem em concentragdes elevadas de sal > 20%, concentragdes
> 10 a 20% sdo considerados halofilos moderados. Entretanto, no que diz respeito a
adaptacdo dessas bactérias em diferentes ambientes, Santos et al. (2001) e Ramirez et al.
(2006), verificaram que ha mecanismos diferentes de adaptacdo para as halofilas
moderadas e extremas. Segundo os autores, as halofilas extremas acumulam no
citoplasma ions inorganicos (K', Na’, Cl) em concentragdes elevadas para
contrabalancearem a pressdo osmotica externa e manterem a integridade celular.
Enquanto, que as halofilas moderadas as estratégias de osmoadaptagdo sdo mais

flexiveis, acumulam solutos compativeis (aminoacidos, acucares, glicina, betaina,
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ectoina e hidroxiectoina) e compostos organicos de baixo peso molecular que mantém o
equilibrio osmético sem interferir no metabolismo celular.

No estudo do sequenciamento e filogenia dos isolados, observou-se a formacao
de dois filos distintos, sendo que a maioria dos isolados pertenciam ao filo
Proteobacteria, classe Betaproteobacteria ¢ Gammaproteobacteria e apenas um isolado
ao filo Bacteroidetes, classe Flavobacteria. Com base nos testes bioquimicos de
oxidacdo/ fermentacdo da glicose, oxidase e pela capacidade em formar colonias em
meio King-B, esses filos foram agrupados em trés grupos distintos, sendo que dois deles
mostraram que os isolados estdo relacionados taxonomicamente, enquanto que o outro
grupo os isolados pertencem a filos completamente distintos.

De acordo com Pereira et al. (2006) estudando a diversidade de comunidades
microbianas em solos cultivados e sob floresta, verificou-se que o filo Proteobacteria
mostrou ser o maior ¢ mais variado grupo de bactérias cultivadas, apresentando uma
grande morfologia e diversidade metabdlica. Quirino et al. (2009) em seus trabalhos da
diversidade microbiana baseada no gene 16S rDNA, em solos de uma area do cerrado
(stricto sensu) e uma area do cerrado convertida em pastagem, observaram-se o grupo
mais abundante de bactérias identificados no solo do cerrado stricto sensu foi o-
Proteobacteria, enquanto no cerrado convertido em pastagens, os Actinobacteria foram
mais abundantes. Outros estudos também tém observado a presenga de ambos os filos
em muitos ambientes diferentes (Borneman et al., 1996; Borneman & Triplett, 1997,
Hugenholtz et al., 1998; Smit et al., 2001).

Na classe Gammaproteobacteria observou-se que os isolados estavam alocados
em duas familias distintas, sendo que os isolados (UnB 1321, 1322, 1323, 1324, 1325,
1326 e 1327) que apresentaram metabolismo fermentativo ao teste O/F, pertencem a
familia Enterobacteriaceae, enquanto que os isolados (UnB 1328 e 1329) que
apresentaram desenvolvimento em meio King-B sdo afiliados taxonomicamente a
familia Pseudomonadaceae. Na classe Betaproteobacteria apenas o isolado UnB 1330
agrupado na familia Comamonadaceae e o isolado UnB 1331 pertencendo ao filo
Bacteroidetes, classe Flavobacteria, os dois ultimos isolados apresentaram reagao
positiva ao teste de oxidase.

Verificou-se que todos isolados submetidos ao sequenciamento ndo foram
possiveis identificar em nivel de espécies, visto que sdo isolados obtidos de diferentes
amostras de solos, a maioria ndo sdo cultivaveis e ainda ndo caracterizados, sendo

possivel a identificagdo apenas em nivel de género. Os isolados UnB 1321, 1322, 1323
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e 1324 estdo afiliados ao género Enterobacter, sendo que o isolado UnB 1321
apresentou uma maior semelhanga com a espécie E. aerogenes; enquanto que os
isolados UnB 1325, 1326 ¢ 1327 estao associados ao género Klebsiella, provavelmente
mais relacionada a espécie K. variicola, ndo sendo conhecida a sua patogenicidade em
plantas (Rosenblueth et al., 2004). Os isolados UnB 1328 ¢ 1329 pertencem ao género
Pseudomonas, sendo que o primeiro apresenta uma maior similaridade com P.
aeruginosa e o segundo com P. monteilii. Os isolados alocados em um terceiro grupo
com base no teste de oxidase, UnB 1330 pertecem ao género Giesbergeria, mais
relacionada a espécie G. sinuosa (basindmio Aquaspirillum sinuosum Hylemon et al.,
1973) e o isolado UnB 1331 ao género Chryseobacterium, maior similaridade com a C.
gleum (basinémio Flavobacterium gleum Vandamme et al., 1994).

A maioria das espécies apresentadas anteriormente, como provaveis espécies dos
isolados identificados sdo bactérias ndo fitopatogénicas, com excecdo da P. aeruginosa
que além de infectar insetos e nematoides, também causam sérios danos as raizes de
Arabidopsis e manjericdo doce (Ocimum basilicum) (Walker et al., 2004). As demais
espécies foram isoladas de diferentes habitats, sendo mais comumente encontradas em
fontes clinicas (Vandamme et al., 1994; Elomari et al., 1997; Grabovich et al., 2006).

Com bases nos resultados da identifica¢dao, observou-se que mesmo que alguns
isolados apresentassem similaridade com algumas espécies fitopatogénicas, as mesmas
ndo sdo capazes de crescerem em condi¢des extremas, como mostradas no presente
trabalho. E importante ressaltar que mesmo que tenham sido encontrados varios géneros
desses isolados, em solos agricolas, até entdo ndo havia conhecimento dos mesmos
adaptando condi¢des mais extremas, sendo necessdrios mais conhecimentos do
comportamento dessas bactérias no desenvolvimento das plantas e possivelmente um

efeito supressivo de fitopatogenos.

5-CONCLUSOES

Solos cultivados e ndo cultivados podem-se determinar diferentes grupos de
bactérias extremofilas e que dentro destes grupos € possivel encontrar varios isolados
que se adaptam em condi¢des mais extremas de temperatura, pH e salinidade.

No estudo do sequenciamento e filogenia dos isolados determinou-se os isolados

apenas em nivel de género, sdo eles: Enterobacter spp. (UnB 1321, 1322, 1323 ¢ 1324)
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Klebsiella spp. (UnB 1325, 1326 ¢ 1327) ¢ Pseudomonas spp. (UnB 1328 ¢ 1329)
classe Gammaproteobacteria; Giesbergeria sp. (UnB 1330) classe Commamonadaceae,
todos pertencendo ao filo Proteobacteria e o género Chryseobacterium sp. (UnB 1331)
classe Flavobacteriaceae, filo Bacteroidetes, sendo que nenhum desses géneros ha

relatos de serem bactérias extremofilas.
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CAPITULO 2

BACTERIAS EXTREMOFILAS FACULTATIVAS: EFEITO NA PROMOCAO
DO CRESCIMENTO DE PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

RESUMO

Bactérias extremofilas facultativas foram obtidas de diferentes amostras de solos
e submetidas as condi¢des extremas de temperatura, pH e salinidade, e avaliadas na
promocao do crescimento de plantas de tomate, em casa de vegetacdo. Foram realizados
trés experimentos, sendo que em cada um deles, com dois sistemas organicos:
Composto Organico (CO) e Bokashi (BK), com delineamento inteiramente casualizado.
A quantidade de tratamentos variou conforme o tipo de experimento, mas mantendo em
todos 1 testemunha (ndo tratada) e 3 repetigdes. Assim, no experimento 1, com
aplicacdo individual, 11 tratamentos (isolados), no experimento 2 (combinagdo de dois
isolados) com 12 tratamentos € no experimento 3 (combinacdo de trés e com todos
simultaneamente) com 4 tratamentos. A inocula¢do dos isolados foi antes do transplante
utilizando 100 mL de suspensdo/bandeja (para os experim. 1 e 2) e 150 mL (experim. 3)
na concentra¢io de 6 x10° UFC/mL. A avaliacio foi feita medindo a altura das plantas,
iniciando aos 7 dias ap6s o transplante (DAT) para experim. 1 e aos 14 DAT para os
experim. 2 ¢ 3. Em todos os experimentos foram avaliados o peso da matéria fresca
(PMF) e seca (PMS). No experimento 1, os isolados UnB 1327 (Klebsiella sp.) e UnB
1324 (Enterobacter sp.) em ambos os sistemas organicos, foram mais eficientes
mostrando maiores incrementos na altura (ALT), PMF e PMS em relagao a testemunha.
Nos experimentos 2 e 3, a mistura de isolados ndo proporcionou maiores efeitos nos
parametros avaliados, quando comparado com experimento 1, provavelmente por nio
ter ocorrido competi¢do entre os isolados. Estudos posteriores deverdo ser realizados
para compreender melhor o papel dessas bactérias no desenvolvimento das plantas de

tomate.

Palavras-chave: bactérias termofilas, bactérias alcalofilas, bactérias acidoéfilas,

bactérias halofilas, promogao do crescimento, Solanum lycopersicum.
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CHAPTER 2

FACULTATIVE EXTREMOPHILE BACTERIA: EFFECT ON GROWTH
PROMOTION IN TOMATO PLANTS (Solanum lycopersicum L.)

ABSTRACT

Facultative extremophile bacteria were obtained from several soil samples and
submitted to extreme conditions of temperature, pH and salinity, then being evaluated in
growth promotion in tomato plants under greenhouse conditions. Three experiments
were carried out, each one involving two organic systems, Organic Compost (CO) and
Bokashi (BK), in an entirely randomized design. The number of treatments varied
depending on the type of experiment, but all used 1 control (untreated) and 3
repetitions. There were, therefore, in experiment 1, with individual application, 11
treatments (isolates); in experiment 2 (combination of two isolates) 12 treatments; and
in experiment 3 (combination of three and with all simultaneously) 4 treatments.
Inoculation of the isolates took place before transplant using 100 mL of suspension/tray
(for experiments 1 and 2) and 150 mL (experiment 3) at a concentration of 6 x10®
UFC/mL. Evaluation was done by measuring the height of the plants, starting at 7 days
after transplant (DAT) for experiment 1 and at 14 DAT for experiments 2 and 3. In all
the experiments the mass of fresh material (FMM) and dry material (DMM) was
measured. In both organic systems of experiment 1, isolates UnB 1327 (Klebsiella sp.)
and UnB 1324 (Enterobacter sp.) were most efficient, showing greater increase in
height (HEI), FMM and DMM than the control. In experiments 2 and 3, the mixture of
isolates did not have a greater effect on the evaluated parameters, compared with
experiment 1, probably because no competition took place between isolates. Further
studies should be carried out to better understand the role of these bacteria in the

development of tomato plants.

Key words: thermophilic bacteria, alkalophilic bacteria, acidophilic bacteria, halophilic

bacteria, growth promotion, Solanum lycopersicum.
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1- INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.), originario da América do Sul, ¢ cultivado
em quase todo o mundo, e sua produgdo global duplicou nos tltimos 20 anos. Um dos
principais fatores para a expansao da cultura € o crescimento do consumo. Entre 1985 ¢
2005, a produgao mundial per capita de tomate cresceu cerca de 36%, passando de 14
kg por pessoa por ano para 19 kg. De acordo com os dados da Organizagdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO/ONU). Recentemente, a demanda por
tomate foi reforgada pela busca de alimentos mais saudaveis, favorecendo também o
crescimento da venda do produto fresco. O tomate ¢ um alimento funcional devido aos
altos teores de vitaminas A e C, além de ser rico em licopeno, substincia que ajuda na
prevencao de canceres relacionados ao aparelho digestivo (Carvalho & Pagliuca, 2007).

Atualmente, a busca por aumento na producdo das culturas tem sido o alvo de
muitos pesquisadores, melhoristas e produtores. Com o desenvolvimento de uma
agricultura mais moderna, buscando novos conhecimentos e mais tecnologias, varios
pesticidas estdo no mercado, em decorréncia do aumento da 4rea cultivada e,
conseqiientemente do controle de doengas, pragas e plantas daninhas. Embora o uso
desses pesticidas tenha contribuido para aumentar a produtividade das culturas, por
outro lado tém gerado sérios problemas ao meio ambiente. Assim, o grande desafio da
agricultura mundial ¢ aumentar a producdo das culturas e a0 mesmo tempo diminuir a
poluicdo ambiental. Nesse contexto a possibilidade de incorporar as praticas
agrondmicas rotineiras, juntamente com a aplicacdo de microrganismos inoculantes,
conhecidos como biofertilizantes, surge como uma alternativa viavel para conseguir
atingir esse objetivo.

De acordo com Vessey (2003) os biofertilizantes sdo substancias que contém
microrganismos vivos que, quando aplicadas as sementes, as superficies das plantas ou
no solo, colonizam a rizosfera e, ou interior das plantas e promovem o crescimento,
aumentando a disponibilidade de nutrientes primarios para planta hospedeira. Segundo
o autor enquadram no conceito as PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria),
conhecidas como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR). De
acordo com Bashan (1998) citado por Silveira (2001) foi proposto uma nova
terminologia para melhor classificar essas bactérias, sendo que o termo rizobactérias
seria substituido por bactérias, uma vez que nem todas as bactérias colonizam a raiz,

surgindo duas denominagdes: “biocontrol plant growth-promoting bacteria- biocontrol
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PGPB” (bactérias promotoras de crescimento de plantas biocontroladoras) e “plant
growth-promoting bacteria-PGPB” (bactérias promotoras de crescimento de plantas); no
entanto essa terminologia ndo vem sendo utilizada.

Para que uma rizobactéria seja considerada uma verdadeira PGPR, deve ser
capaz de colonizar o sistema radicular da planta. Estas se nutrem de exsudatos
radiculares, como 4cidos orgénicos, aclcares e aminodcidos, € encontram-se no
rizoplano, nichos ecoldgicos, onde se estabelecem e protegem do antagonismo da
microbiota circunvizinha (Romeiro, 2007).

Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de plantas ¢ podem
ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As bactérias promotoras de
crescimento de plantas fazem parte da populagdo residente das plantas como epifitas ou
endofiticas e ndo sdo fitopatogénicas (Mariano et al., 2004). Hallmann et al. (1997),
conceitua bactérias epifiticas as encontradas na superficie de orgdos vegetais,
sobrevivendo em locais protegidos utilizando exsudatos e nutrientes. Enquanto que as
bactérias endofiticas podem ser isoladas de tecidos vegetais desinfestados ou extraidas
de dentro da planta; sendo que ambas ndo causam prejuizo visivel a8 mesma.

Os principais efeitos observados na promog¢ao de crescimento das plantas sdao
aumento da taxa de germinacao, aumento do nimero de folhas e area foliar, crescimento
de tubérculos e do caule, aumento de flores e aumento do rendimento (Silveira, 2001).
Segundo Romeiro (2007), o pardmetro mais comum de se avaliar no campo ¢ a
produtividade; enquanto que nos ensaios em casa de vegetagdo atém-se parametros
tipicos, como aumento do poder germinativo e tempo para germinacao das sementes,
altura da planta, nimero de folhas, exame dos tratamentos para deteccdo de sintomas de
caréncia nutricional, drea foliar, tempo para floragdo e frutificagcdo, pesos da matéria
seca ou fresca, teores de clorofila e composi¢do quimica da planta.

Bactérias endofiticas promovendo crescimento de plantas ja foi observado em
diversas culturas, como: beterraba (Shi et al., 2009), arroz (Mano & Morisaki, 2008),
tomate (Pillay & Nowak, 1997; Nejad & Johnson, 2000; Barreti et al., 2008), alface
(Gomes et al., 2003), algodao ( Musson et al., 1995) e também em planta ornamental,
como heliconia (Santos et al., 2005). Ja as PGPR’s ha um maior nimero de relatos,
envolvendo desde espécies florestais (Pereira et al., 2008), plantas citricas (Freitas &
Vildoso, 2004), grandes culturas, como feijao (Mendonga, 2006), trigo (Saubidet et al.,
2002), arroz (Alam et al., 2001), cana-de-actcar (Mirza et al., 2001), milho ( Pandey et

al., 1998) e soja (Dashti et al., 1997), e algumas olericulturas como pepino (Lucon et al.,

67



2008), tomate e espinafre (Adesemoye et al., 2008), batata (Frommel et al., 1991) e
outros mais.

Lucy et al. (2004) dividem os possiveis efeitos benéficos de PGPR’s para plantas
em diretos e indiretos. Quanto aos mecanismos direto incluem a solubilizagdo de
fosfatos, fixacdo de N para o uso em plantas, a fixagdo de ferro como usinas de
siderdforos, producdo de hormdnios vegetais, como auxinas, citocininas e giberilinas e
reducdo dos niveis de etileno. Mariano et al. (2004) sdo mais detalhados em organizar
os efeitos indiretos quando a planta esta sendo infectada por um patogeno, e as bactérias
promotoras de crescimento de plantas atuam como agentes de controle biologico através
da producao de acido cianidrico, bacteriocinas e antibioticos, competicdo por espago,
Fe™ e outros nutrientes, parasitismo, indugfo de resisténcia e prote¢io cruzada.

Assim como as PGPR’s e as bactérias endofiticas que tém proporcionado varios
beneficios, seria interessante o conhecimento de outros microrganismos capazes de
promoverem o crescimento das plantas, como as bactérias extremofilas que proliferam
numa variedade de ambientes caracterizados por extremos de temperatura, pH,
salinidade e outros mais. Essas bactérias sdo comumente encontradas em ambientes,
aparentemente inOspitos a outros microrganismos adaptados a um ambiente mais
ameno. Segundo Ramirez et al. (2006), estas bactérias podem ser encontradas em fontes
termais vulcanicas terrestres, fumarolas hidrotermais, compostos em fermentacao,
regides polares, fundos dos oceanos, em lagos com alta concentragdo de sal, nas salinas,
alimentos salgados, ambientes acidos que ocorrem producdo de gases sulfurosos, de
origem vulcanicas, lagos sodios, com alta concentragao de carbonato de sodio, e outros
mais.

Trabalhos envolvendo estas bactérias ja foram estudados por varios autores, com
isolamento em diferentes ambientes: Scheleper et al. (1995) bactérias acidofilas de
origens vulcanicas em pH proximo de 0; Jakobsen et al. (2006) bactérias halofilas de
regides quentes e secas, como os lagos salinos; Miroshnichenko & Bonch-
Osmolovskaya (2006) bactérias termoéfilas e hipertermofilas de fontes termais
submarinas; Watanabe et al. (2007) bactéria termofila com crescimento a 50 °C, de um
reator de compostagem de uso doméstico; Joshi et al. (2008) bactérias alcalofilas em
lagos com alta concentragdo de carbonato de sodio, com crescimento em pH variando
de 9-12. No entanto, pouco se conhece a respeito dessas bactérias na agricultura. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi estudar bactérias extremofilas facultativas, com efeito

na promogao do crescimento das plantas de tomate, em casa de vegetagao.
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2 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, da Estagdo
Experimental de Biologia e no Laboratério de Fitopatologia, ambos pertencentes a
Universidade de Brasilia (UnB), no periodo de agosto de 2008 a agosto de 2009.

Os isolados bacterianos utilizados no presente estudo foram obtidos de amostras
de solos coletadas no Centro de Produ¢do de Agricultura Natural MOA, localizada no
municipio de Brazlandia, DF, testados em condi¢des extremas de temperatura, pH e
salinidade (como visto no capitulo 1) e enviados para a empresa In Vitro Palm
Consultoria, Estudo e Desenvolvimento Biologico LTDA, situada em Piracicaba- SP,
para identificacdo dos isolados a nivel de género. A origem dos isolados, assim como a

sua identificagdo estdo apresentados na (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Tsolados bacterianos, de condi¢des extremas, utilizados no presente estudo.

Isolados Familia Género
UnB 1321 Enterobacteriaceae Enterobacter sp.
UnB 1322 Enterobacteriaceae Enterobacter sp.
UnB 1323 Enterobacteriaceae Enterobacter sp.
UnB 1324 Enterobacteriaceae Enterobacter sp.
UnB 1325 Enterobacteriaceae Klebsiella sp.
UnB 1326 Enterobacteriaceae Klebsiella sp.
UnB 1327 Enterobacteriaceae Klebsiella sp.
UnB 1328 Pseudomonadaceae Pseudomonas sp.
UnB 1329 Pseudomonadaceae Pseudomonas sp.
UnB 1330 Comamonadaceae Giesbergeria sp.
UnB 1331 Flavobacteriaceae Chryseobacterium sp.

Foram realizados trés experimentos para estudar o efeito dos isolados
individuais e combinado, na promog¢do do crescimento das plantas de tomate. Todos os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo, e o plantio foi realizado com
sementes de tomate da cv. Santa Cruz Kada Gigante, considerada suscetivel, em

bandejas de isopor com 200 células, contendo o substrato Plantmax ®.
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2.1 - Preparo das bandejas

Para cada experimento foram estudados dois tipos de sistemas organicos: um
com Composto Organico (CO) e o outro com Bokashi (BK). Preparou-se bandejas de
polietileno, nas quais foram colocadas 4,5 L de solo da Estagdo Experimental de
Biologia da UnB (Latossolo Vermelho- LV) e mais os CO e BK na quantidade de 2,0 e

0,5%, respectivamente.

2.2 - Experimento 1- Efeito individual dos isolados bacterianos na altura das

plantas de tomate.

Este experimento foi realizado do dia 08 de agosto a 30 de setembro de 2008. O
objetivo foi avaliar o efeito de cada isolado, na promogao do crescimento das plantas de
tomate, em dois sistemas organicos. Para cada sistema estudado CO e BK, foi realizado
o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com onze tratamentos que foram os
isolados, uma testemunha, com trés repeti¢des.

Apos o preparo das bandejas, conforme o item 2.1 foi realizado a inoculagao dos
isolados bacterianos, que haviam crescidos em meio sélido 523 (Kado & Heskett, 1970)
com 48 horas. Preparou-se 100 mL de suspensdo na concentragdo bacteriana
determinada pela medida da absorbancia a 550 nm (Abs. = 0,7 a 0,8), que refere-se a
concentracio de 6 x 10° UFC/mL em espectrofotdmetro digital UV-1203 (Shimazu
Corporation) (Mariano & Silveira, 2005) que foi a concentragdo da suspensdo
bacteriana utilizada no experimento.

Os isolados foram inoculados nas bandejas que continham solo (LV) juntamente
com o sistema organico (CO/BK) previamente esterilizado. Apds a inoculagdo dos
isolados prosseguiu-se com a etapa do transplante das mudas de tomate que foi
realizada entre 15 e 20 dias apds a germinagdo (DAG) dependendo das condigdes
climaticas (temperatura e luminosidade), quando estas apresentavam de 3 a 5 folhas
definitivas, transplantando dez mudas em cada bandejas.

As avaliagdes foram realizadas semanalmente, com 7, 14, 21 e 28 dias apds o
transplante (DAT), medindo a altura de cada planta desde a base até a ultima brotacao.

Os dados gerados foram submetidos a andlise de variancia, no programa ASSISTAT
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versao 7.5 beta (2008) (Silva, 2009). As variaveis, cujos efeitos de tratamentos foram

significativos, foram submetidas ao teste Duncan a 5% de probabilidade.

2.3 - Experimento 2- Efeito combinado de dois isolados bacterianos na altura das
plantas de tomate.

O experimento foi realizado do dia 02 de junho a 28 de julho de 2009. O
objetivo foi avaliar o efeito da combinagdo de dois isolados, na promogdo do
crescimento das plantas de tomate, em dois sistemas organicos. A combinagdo dos
isolados bacterianos foi com base nos resultados do experimento 1. Assim cada letra
representando diferencas significativas, com base no teste de agrupamento de Scott-
Knott aos 28 DAT, foi atribuida uma escala de crescimento variando de 6timo a ruim.
Como em ambos os sistemas CO e BK, as médias foram diferentes, as combina¢des dos
isolados também nao foram as mesmas. Sendo assim, no sistema CO foi realizado sete
diferentes combinagoes: 1- OO (crescimento 6timo + 6timo), 2- OB (6timo + bom), 3-
BB (bom + bom), 4- BI (bom + intermediario), 5- II (intermediario + intermedidrio), 6-
IR (intermediario + ruim) e 7- OR (6timo + ruim), dessas combinagdes obteve-se doze
combinagdes de isolados: 1- UnB 1327 + UnB 1324 (00), 2- UnB 1327 + UnB 1330
(OB), 3- UnB 1324 + UnB 1323 (OB), 4- UnB 1330 + UnB 1329 (BB), 5- UnB 1323 +
UnB 1322 (BI), 6- UnB 1329 + UnB 1321 (BI), 7- UnB 1322 + UnB 1325 (II), 8- UnB
1321 + UnB 1331 (II), 9- UnB 1325 + UnB 1328 (II), 10- UnB 1331 + UnB 1326 (IR),
11- UnB 1328 + UnB 1326 (IR) e 12- UnB 1327 + UnB 1326 (OR). J4 no sistema BK
as sete diferentes combinacdes foram: 1- OB (6timo + bom), 2- BB (bom + bom), 3- BI
(bom + intermediario), 4- Il (intermedidrio + intermediario), 5- IR (intermedidrio +
ruim), 6- RR (ruim + ruim) e 7- OR (6timo + ruim) dessa forma resultou nas seguintes
combinagdes de isolados: 1- UnB 1327 + UnB 1324 (OB), 2- UnB 1327 + UnB 1321
(OB), 3- UnB 1324 + UnB 1328 (BB), 4- UnB 1321 + UnB 1326 (BB), 5- UnB 1328 +
UnB 1329 (BI), 6- UnB 1326 + UnB 1330 (BI), 7- UnB 1329 + UnB 1322 (II), 8- UnB
1330 + UnB 1323 (II), 9- UnB 1322 + UnB 1331 (IR), 10- UnB 1323 + UnB 1325 (IR),
11- UnB 1325 + UnB 1331 (RR) e 12- UnB 1327 + UnB 1331 (OR).

Para cada sistema estudado CO e BK foram realizados o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com doze tratamentos que foram as combinagdes dos isolados, mais

uma testemunha, sendo Test. (LV + CO ou BK), com trés repetigoes.
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Todos os procedimentos do preparo das bandejas estdo descritos no item 2.1.
Apoés esta etapa foi realizada a inoculagdo dos isolados bacterianos, a suspensdo
preparada para a combinagdo de dois foi de 100 mL, sendo 50 mL para cada isolado.
Toda a parte de inoculagdo, transplante das mudas de tomate e avaliacdo, foram
semelhantes a metodologia do experimento 1, sendo que a primeira avaliagdo iniciou-se
aos 14 DAT.

Os dados gerados foram submetidos a andlise de varidncia, no programa
ASSISTAT versao 7.5 beta (2008) (Silva 2009). As médias entre os tratamentos foram
realizadas pelo teste t, a 5% de probabilidade.

2.4 - Experimento 3- Efeito combinado de trés e com todos os isolados bacterianos

na altura das plantas de tomate.

O experimento foi realizado do dia 25 de junho a 25 de agosto de 2009. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da combinacdo de trés isolados e com todos os
onze isolados inoculados simultaneamente, para verificar a promog¢ao do crescimento
das plantas de tomate, em dois sistemas organicos. A combinacao de trés isolados foi
realizada com base nos resultados do experimento 1. Assim formaram-se trés
combinagdes diferentes, com trés isolados sendo: 1- com maiores médias, 2- com
médias intermediarias e 3- com menores médias; para ambos os sistemas CO e BK.
Com base nesta descri¢ao foi possivel formar a seguinte combinagao de isolados, para o
sistema CO: 1- UnB 1327 + UnB 1324 + UnB 1330, 2- UnB 1322 + UnB 1321 + UnB
1325 e 3- UnB 1331 + UnB 1326 + UnB 1328; e para o sistema BK: 1- UnB 1327 +
UnB 1324 + UnB 1321; 2- UnB 1329 + UnB 1322 + UnB 1330 ¢ 3- UnB 1331 + UnB
1325 + UnB 1323.

Para cada sistema estudado CO e BK foram realizados o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos que foram a combinagdo de
trés isolados e mais uma combinacao de onze isolados simultaneamente, mais uma
testemunha, sendo Test. (LV + CO ou BK), com trés repetigoes.

Todos os procedimentos do preparo das bandejas estdo descritos no item 2.1. A
inoculacdo dos isolados bacterianos, foi feita a partir da suspensdo preparada de 150
mL, sendo 50 mL para cada isolado; enquanto que no tratamento com todos os isolados

foi usado 165 mL/ bandeja, ou seja, 15 mL para cada isolado. Toda a parte de
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inoculagdo, transplante das mudas de tomate e avaliacdo, foram semelhantes a
metodologia do experimento 1, sendo que a primeira avaliagdo iniciou-se aos 14 DAT.
A andlise estatistica foi semelhante ao experimento 2, usando o teste t a 5% de

probabilidade.

2.5 - Determinacdes da matéria fresca e seca das plantas de tomate

Ao término das avaliagdes da altura, em cada experimento, foram coletadas
cinco plantas/ bandeja aleatoriamente, de cada repeti¢ao, em seguida lavadas em agua
corrente e submetidas a pesagem para a determinacdo do peso fresco. Posteriormente,
foram acondicionadas em saco de papel separadamente, para perder a umidade, depois
levados a estufa (70 °C) por 72 horas para determinagao do peso seco, sendo pesadas em

balanca digital.

2.6 - Bioensaio de solubilizacéo de fosfatos com os isolados bacterianos providos de

condigOes extremas

Muitos microrganismos no solo possuem a capacidade de mineralizar fosfatos
organicos ¢ solubilizar fosfatos inorganicos permitindo a liberacdo do fosforo
assimilavel pelas plantas. Assim o objetivo deste ensaio foi verificar quais isolados
bacterianos, obtidos de condi¢des extremas sdo solubilizadores de fosfato. Em placas de
Petri de 90 mm &, com meio de cultura contendo fosfato insolivel CaHPO, (Cattelan,
1999, adaptado de Katznelson & Bose, 1959), os isolados bacterianos foram repicados,
em pontos eqiiidistantes, e posteriormente incubados a 28 - 30 °C. No decorrer do
periodo de incubagdo por sete dias, verificaram-se as colonias formaram halo claro ao
seu redor. Segundo Kang et al. (2002) a solubilizagdo de fosfato em meio solido pode
ser avaliada pela formacdo de um halo transparente ao redor da colonia, em contraste
com meio opaco. Todos os trinta e oito isolados (apresentados no capitulo 1) foram

testados, e para cada um foram feitas duas repeti¢des.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Experimento 1- Efeito individual dos isolados bacterianos na altura das

plantas de tomate.

Estudando o efeito dos isolados aplicados individualmente, em ambos os
sistemas organicos composto (CO) e bokashi (BK), verificou-se que a maioria destes
diferiram significativamente da testemunha, em todas as avaliagdes. Isto mostra que os
isolados bacterianos que cresceram em condigcdes extremas quando aplicados
isoladamente sdo promotores de crescimento em plantas de tomate, avaliados em casa
de vegetagdo.

No sistema CO aos 7 DAT os isolados UnB 1323 (Enterobacter sp.), 1327
(Klebsiella sp.) e 1324 (Enterobacter sp.) foram significativamente semelhantes, sendo
que o UnB 1323 (Enterobacter sp.) diferiu estatisticamente dos demais tratamentos,
apresentando maior média de crescimento; no entanto os tratamentos UnB 1326
(Klebsiella sp.), 1328 (Pseudomonas sp.), 1322 (Enterobacter sp.), 1329 (Pseudomonas
sp.) e 1325 (Klebsiella sp.) foram significativamente semelhantes a testemunha, com
menores médias de crescimento. Aos 14 DAT os isolados UnB 1327 (Klebsiella sp.) e
1324 (Enterobacter sp.) permaneceram com as maiores médias até o final da avalia¢ao
diferindo de todos os tratamentos, enquanto que o UnB 1326 (Klebsiella sp.) foi o
unico a apresentar menor crescimento semelhante a testemunha. Com 28 DAT
verificou-se crescimento das plantas, principalmente dos tratamentos com os isolados
UnB 1327 (Klebsiella sp.) e 1324 (Enterobacter sp.) apresentando uma média de 38,9
cm e 37,6 cm, respectivamente, em relagdo 4 testemunha com menor média 11,6 cm

(Figura 2.1).
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SISTEMA COMPOSTO ORGANICO
45 -

Média da Alturadas Plantas (cm)

7DAT 14DAT 21DAT 28DAT

Dias Ap6s o Transplante (DAT)

ElUnB 1321 EUNB 1326 EHUNB 1330 EUnB 1328 EUNB 1322 EHUNB 1331 EUNnB 1323 EHUNB 1327 [UnB 1324 [ UnB 1329
HUnB 1325 ETEST.

Figura 2.1 - Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condi¢des extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento individual, com avaliagdo semanal, no sistema Composto
Orgéanico. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p
< 5%). Os isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324
(Enterobacter sp.), UnB 1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 e 1329 (Pseudomonas
sp.), UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).

No sistema Bokashi aos 7 DAT, o isolado UnB 1328 (Pseudomonas sp.) diferiu
significativamente do isolado UnB 1331 (Chryseobacterium sp.), sendo que este Gltimo
apresentou menor média da altura das plantas, estatisticamente semelhante ao isolado
UnB 1325 (Klebsiella sp.). O UnB 1328 (Pseudomonas sp.) nao diferiu dos tratamentos
UnB 1321 (Enterobacter sp.), 1326 (Klebsiella sp.), 1327 (Klebsiella sp.) e 1324
(Enterobacter sp.). No entanto, aos 14 DAT o UnB 1327 (Klebsiella sp.) que se
destacou na primeira semana, manteve a maior média na altura das plantas até o final
das avaliagdes diferindo significativamente de todos os demais tratamentos. Enquanto
os isolados UnB 1331(Chryseobacterium sp.) e 1325 (Klebsiella sp.) apresentaram
menores médias, sendo este ultimo estatisticamente semelhantes a testemunha. Na
ultima avaliagdo o isolado UnB 1327 (Klebsiella sp.) apresentou maior média na altura

das plantas com 33,7 cm em relagdo a testemunha com 16, 2 cm (Figura 2.2).
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Figura 2.2- Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condigdes extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento individual, com avaliacdo semanal, no sistema Bokashi. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p < 5%). Os
isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.), UnB
1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 e 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330
(Giesbergeria sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).
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3.2 - Experimento 2- Efeito combinado de dois isolados bacterianos na altura das

plantas de tomate.

A combinacdo desses isolados como ja mencionada (item 2.3) foi com base nos

resultados do experimento 1, em que foi realizado o teste de agrupamento Scott-Knott

conforme mostra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Médias da altura das plantas, obtidas com 28 DAT, realizadas pelo

teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Meédia da altura das plantas de tomate (cm)

Tratamentos
Composto Organico Bokashi

UnB 1327 38,87 a* 33,72 a
UnB 1324 37,63 a 29,57 b
UnB 1330 31,46 b 2390 ¢
UnB 1329 30,74 b 26,07 ¢
UnB 1323 2995 b 22,22 ¢
UnB 1322 2593 ¢ 2392 ¢
UnB 1321 23,68 ¢ 29,23 b
UnB 1325 23,65 ¢ 14,59 d
UnB 1331 22,94 ¢ 1536 d
UnB 1328 21,40 ¢ 2723 b
UnB 1326 14,48 d 27,20 b

Test. 11,64 d 16,17 d

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Neste segundo experimento, com base nos resultados da Tabela 2.2, verificou-se

que ambos os sistemas organicos a combina¢do de dois isolados ndo foi eficiente na

promog¢ao do crescimento das plantas de tomate, em casa de vegetacdo, quando

comparados a testemunha.

No sistema CO, na primeira avaliagdo que ocorreu aos 14 DAT, ndo houve

diferencas significativas entre nenhum dos tratamentos, aos 21 DAT somente a
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combinacdo dos isolado UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.)
apresentou maior média diferindo significativamente da combina¢gdo UnB 1327
(Klebsiella sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) apresentando menor crescimento. Aos 36
DAT a combinagao dos isolados UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1325 (Klebsiella
sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) apresentaram
maiores médias na altura das plantas, ambas com 16,0 cm, comparadas a testemunha, a
combina¢do UnB 1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) apresentou menor

média na altura das plantas com crescimento 10,6 cm. (Figura 2.3).
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Figura 2.3- Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condigdes extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento combinado de 2, com avaliacdo semanal, no sistema Composto
Organico. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de t (p < 5%).
Os isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.),
UnB 1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 e¢ 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330
(Giesbergeria sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).

78



Ja no sistema Bokashi, na primeira avaliagdo aos 14 DAT somente a combinagao
UnB 1325 (Klebsiella sp.) + UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) diferiu
significativamente da combinagdo UnB 1329 (Pseudomonas sp.) + UnB 1322
(Enterobacter sp.), as testemunhas foram semelhantes aos demais tratamentos. Aos 21
DAT a combinagdo UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.) foi
significativamente semelhante a combina¢do UnB 1323 (Enterobacter sp.) + UnB 1325
(Klebsiella sp.) e esta tltima ndo diferindo dos demais tratamentos. Nas duas Gltimas
semanas de avaliagdes observou-se que a combinagdo UnB 1330 (Giesbergeria sp.) +
UnB 1323 (Enterobacter sp.) destacou-se de todos os tratamentos apresentando aos 36
DAT uma média na altura das plantas de 17,4 cm em relagao a testemunha com menor
média 10,7 cm embora ndo diferisse significativamente dos demais tratamentos. (Figura

2.4).
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Figura 2.4 - Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condi¢des extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento combinado de 2, com avaliagdo semanal, no sistema Bokashi.
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de t (p < 5%). Os
isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.), UnB
1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 e 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330
(Giesbergeria sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.)
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3.3 - Experimento 3- Efeito combinado de trés e com todos os isolados bacterianos

na altura das plantas de tomate.

No sistema CO, embora ndo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos nas duas primeiras semanas de avaliacdes, observou-se que mostrou
resultados melhores na ultima semana de avaliacdo, comparada ao sistema BK. Nesse
sistema aos 28 DAT a combinagdo dos isolados UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) +
UnB 1326 (Klebsiella sp.) + UnB 1328 (Pseudomonas sp.) ¢ TODOS apresentaram
diferencas significativas da combina¢ao UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1321
(Enterobacter sp.) + UnB 1325 (Klebsiella sp.), sendo este semelhante a combinagao
UnB 1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria
sp.). Aos 36 DAT estas mesmas combinagdes de isolados que estavam mostrando
maiores médias na altura das plantas, se destacaram nesta semana apresentando uma
média de 19,5 cm e 21,2 cm, respectivamente, comparada a testemunha com uma média

de 17, 0 cm (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condi¢bes extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento combinado de 3 e TODOS, com avaliagdo semanal, no sistema
Composto Orgénico. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
t (p £ 5%). Os isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324
(Enterobacter sp.), UnB 1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 e 1329 (Pseudomonas
sp.), UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).

No sistema Bokashi, aos 14 DAT nao houve diferencas significativas entre os
tratamentos, no entanto aos 28 DAT e até o final da avaliagdo a combinagao de UnB
1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1321 (Enterobacter sp.) foi
significativamente diferente da testemunha. Aos 36 DAT esse tratamento apresentou
maior média com 22,2 cm enquanto o tratamento com menor média obteve valor de
12,0 cm. Embora apresentando maior média na altura das plantas, este tratamento ndo
diferiu dos demais, com excegdo da combinagcdo UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) +
UnB 1325 (Klebsiella sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.) (Figura 2.7).
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@ UnB 1327+UnB 1324+UnB 1321 @ UnB 1329+UnB 1322+UnB 1330 @ UnB 1331+UnB 1325+UnB 1323 @ TODOS m TEST.

Figura 2.6- Efeito dos isolados bacterianos procedentes de condi¢des extremas, na altura das
plantas de tomate, experimento combinado de 3 e todos, com avaliacdo semanal, no sistema
Bokashi. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de t (p < 5%). Os
isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.), UnB
1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 ¢ 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330 (Giesbergeria
sp.) e UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).

3.4- Determinacdes da matéria fresca e seca das plantas de tomate

O efeito dos isolados extremofilos na promocao de crescimento variou em fungao
das variaveis avaliadas, como ja foi mostrado na altura das plantas e agora na matéria
fresca e seca. No experimento individual, no sistema CO 90,9% dos isolados apresentaram
aumento do peso da matéria fresca (PMF) em relacdo a testemunha; enquanto que no
sistema BK 100% dos isolados apresentaram este aumento. No sistema CO, de maneira
geral, os maiores incrementos do PMF foram proporcionados pelos isolados UnB 1324
(Enterobacter sp.) e UnB 1327 (Klebsiella sp.), cujos aumentos foram de 86,9% ¢ 55,9%,
respectivamente, maiores do que a testemunha (100%). No entanto, verificando o peso da
matéria seca (PMS) somente o isolado UnB 1324 (Enterobacter sp.) diferiu
significativamente de todos os tratamentos, mostrando um incremento de 106,1% em

relagdo ao mesmo padrdo avaliado no PMF (Tabela 2.3). J4 nos experimentos em
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combinagdo estes aumentos ndo foram tdo significantes quando comparados ao
experimento individual.

No experimento em combinagdo de dois, neste mesmo sistema, somente trés
combinagdes de isolados UnB 1321 (Enterobacter sp.) + UnB 1331 (Chryseobacterium
sp.), UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) e UnB 1322
(Enterobacter sp.) + UnB 1325 (Klebsiella sp.) mostraram maiores incrementos no PMF
cujos aumentos foram 33,1%, 30,7% e 14,4% e para o PMS 32,2%, 38,9% e 15,3%,
respectivamente, em relagdo 4 testemunha (100%), embora apresentassem estes aumentos
ndo difeririu da testemunha, com exce¢do da combinagdo UnB 1331 (Chryseobacterium
sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.). No experimento em combinagdo de trés ¢ TODOS, a
combina¢do dos isolados UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.)
+ UnB 1328 (Pseudomonas sp.) ¢ a combinagdo de TODOS isolados mostraram maiores
incrementos no PMF e PMS, em relagdo ao padrao avaliado que foi a testemunha (Tabela
2.3).

J&4 no sistema BK, tanto no experimento individual quanto no experimento em
combinagdo de trés e TODOS, 100% dos tratamentos apresentaram maiores incrementos
em relagdo ao padrdo. No experimento individual os isolados UnB 1324 (Enterobacter
sp.) e UnB 1327 (Klebsiella sp.) ndo diferiram estatisticamente mostrando maiores
incrementos no PMF com 140,2% e 102,3%, respectivamente em relacdo ao padrdo
(Tabela 2.4). No experimento combinado de dois somente a combinacdo UnB 1330
(Giesbergeria sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.) apresentou aumento no PMF ¢ PMS, os
demais tratamentos mostraram redu¢ao em relacdo ao padrao avaliado. No experimento
em combinagdo de trés e com TODOS isolados inoculados simultaneamente, embora nao
diferissem da testemunha, com exce¢dao da combinagdo UnB 1329 (Pseudomonas sp.) +
UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) mostraram maiores
incrementos em relagdo a testemunha, principalmente para as combinagdes UnB 1329
(Pseudomonas sp.) + UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e
TODOS para o PMF com 83,7% e 54,6% e para o PMS com 83,0% e 58,5% em relagdo
ao padrdo avaliado (Tabela 2.4).
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Tabela 2.3- Efeito dos isolados bacterianos na promogao do crescimento de plantas de tomateiro, sobre o peso da matéria fresca e seca, nos trés tipos
de experimentos, avaliados aos 28 ¢ 36 DAT, no sistema Composto Organico.

Individual Combinado de 2 Combinado de 3 e Todos

Tratamentos PMF? PMS® PMF PMS PMF PMS

g % g % g % g % g % g %

UnB 1324 5,72 a' +'186,93 0,68 a +206,06 - - - - - - - -
UnB 1327 4,77 ab +155,88 0,41 be +124,24 - - - - - - - -
UNB 1330 3,81 be +124,51 0,49 b +148,48 - - - - - - - -
UnB 1329 3,73 be +121,89 0,47 b +142,42 - - - - - - - -
UnB 1328 3,54 be +115,69 0,41 be +124,24 - - - - - - - -
UnB 1325 334 ¢ +109,15 0,39 be +118,18 - - - - - - - -
UnB 1321 3,30 +107,84 0,41 be +124,24 - - - - - - - -
UnB 1331 3,29 +107,52 0,38 bc +115,15 - - - - - - - -
UnB 1322 3,28 +107,19 0,38 be +115,15 - - - - - - - -
UnB 1323 3,08 +100,65 0,36 bc +109,09 - - - - - - - -
Test. 3,06 100,00 033 ¢ 100,00 - - - - - - - -
UnB 1326 3,01 298,37 0,37 be +112,12 - - - - - - - -
UnB 1321+UnB 1331 - - - - 6,03 a +133,11 0,78 ab +132,20 - - - -
UnB 1331+UnB 1326 - - - - 592a +130,68 0,82a +138,98 - - - -
UnB 1322+UnB 1325 - - - - 5,18 ab +114,35 0,68 abc +115,25 - - - -
Test. - - - - 4,53 abc 100,00 0,59 bcde 100,00 - - - -
UnB 1327+UnB 1330 - - - - 4,49 abc -99,12 0,56 bcde -94,92 - - - -
UnB 1325+UnB 1328 - - - - 3,89 bed -85,87 0,50 cde -84,75 - - - -
UnB 1324+UnB 1323 - - - - 3,83 bed -84,55 0,52 cde -88,14 - - - -
UnB 1327+UnB 1324 - - - - 3,53 bed -77,92 0,48 cde -81,36 - - - -
UnB 1323+UnB 1322 - - - - 345 cd -76,16 0,48 cde -81,34 - - - -
UnB 1329+UnB 1321 - - - - 327 «cd -72,18 0,43 de -72,88 - - - -
UnB 1328+UnB 1326 - - - - 327 «cd -72,18 0,44 de -74,58 - - - -
UnB 1330+UnB 1329 - - - - 325 «cd -71,74 0,48 cde -81,34 - - - -
UnB 1327+UnB 1326 - - - - 2,75 d -60,71 0,41 e -69,49 - - - -
UnB 1331+UnB 1326+UnB - - - - - - - 6,53 a +118,81 0,83 a +140,68
1328

TODOS - - - - - - - - 6,34 ab +108,56 0,82a +138,98
Test. - - - - - - - - 5,84 ab 100,00 0,78 ab 100,00
UnB 1322+UnB 1321+UnB - - - - - - - - 4,52 be -77,40 0,57 be -73,08
1325

UnB 1327+UnB 1324+UnB - - - - - - - - 4,36 be -74,66 0,59 abc -75,64
1330

CV (%) 23,14 23,88 23,97 22,22 19,41 20,23

o o0 o0 o0 o0

'Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t

? Peso da matéria fresca, ° peso da matéria seca

4 Aumento (em percentagem) em relagdo a Test.

5 Redugdo (em percentagem) em relagio a Test.

Os isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.), UnB 1325, 1326 ¢ 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 ¢ 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e
UnB 1331 (Chryseobacterium sp).
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Tabela 2.4- Efeito dos isolados bacterianos na promog¢ao do crescimento de plantas de tomateiro, sobre o peso da matéria fresca e seca, nos trés tipos
de experimentos, avaliados aos 28 ¢ 36 DAT, no sistema Bokashi.

Individual Combinado de 2 Combinado de 3 e todos

Tratamentos PMF? PMS® PMF PMS PMF PMS

g % g % g % g % g % g %

UnB 1324 6,27 a' +240,23 0,72 a +205,71 - - - - - - - -
UnB 1327 5,28 ab +202,30 0,54 abc +154,29 - - - - - 8 - -
UNB 1330 4,87 be +186,60 0,58 ab +165,71 - - - - - - - -
UnB 1329 4,48 bed +171,65 0,56 ab +160,00 - - - - - - - -
UnB 1321 3,85 cde +147,51 0,51 bed +145,71 - - - - - - - -
UnB 1325 3,69 cde +141,38 0,38 cd +108,57 - - - - - - - -
UnB 1328 3,65 cde +139,85 0,44 bed +125,71 - - - - - - - -
UnB 1322 3,54 cde +135,63 0,40 bed +114,29 - - - - - - - -
UnB 1331 3,41 de +130,65 0,37 cd +105,71 - - - - - - - -
UnB 1323 301 e +115,33 031 d -°88,57 - - - - - - - -
UnB 1326 2,92 e +111,88 0,33 d -94,28 - - - - - - - -
Test. 261 e 100,00 0,35 cd 100,00 - - - - - - - -
UnB 1330+UnB 1323 - - - - 5,67 a +112,50 0,87 a +120,83 - - - -
Test. - - - - 5,04 ab 100,00 0,72 ab 100,00 - - - -
UnB 1329+UnB 1322 - - - - 3,95 be 78,37 0,56 be 77,78 - - - -
UnB 1327+UnB 1321 - - - - 3,62 bed 71,83 0,50 cd -69,44 - - - -
UnB 1327+UnB 1331 - - - - 3,47 bed -68.85 0,50 cd -69,44 - - - -
UnB 1323+UnB 1325 - - - - 3,35 cd -66,47 0,51 cd -70,83 - - - -
UnB 1326+UnB 1330 - - - - 3,24 cod -64,29 0,47 cd -65,28 - - - -
UnB 1327+UnB 1324 - - - - 3,20 cod -63,49 0,47 cd -65,28 - - - -
UnB 1328+UnB 1329 - - - - 2,99 cod -59,32 0,44 cd -61,11 - - - -
UnB 1322+UnB 1331 - - - - 2,97 cod -58,93 0,44 cd 61,11 - - - -
UnB 1321+UnB 1326 - - - - 2,70 cd -53,57 0,40 cd -55,56 - - - -
UnB 1325+UnB 1331 - - - - 2,64 cd -52,38 0,39 cd -54,17 - - - -
UnB 1324+UnB 1328 - - - - 238 d 47,22 0,34 d -47.22 - - - -
UnB 1329+UnB 1322+UnB - - - - - - - 733 a +183,71 0,97 a +183,02
1330

TODOS - - - - - - - - 6,17 ab +154,64 0,84 ab +158,49
UnB 1331+UnB 1325+UnB - - - - - - - - 5,36 ab +134,34 0,74 ab +139,62
1323

UnB 1327+UnB 1324+UnB - - - - - - - - 5,36 ab +134,34 0,71 ab +133,96
1321

Test. - - - - - - - - 3,99 b 100,00 0,53 b 100,00
CV(%) 26,96 27,70 24,99 22,51 18,96 20,34

'Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t

? Peso da matéria fresca, ° peso da matéria seca

4 Aumento (em percentagem) em relagdo a Test.

5 Redugdo (em percentagem) em relagio a Test.

Os isolados pertencem aos seguintes géneros: UnB 1321, 1322, 1323 e 1324 (Enterobacter sp.), UnB 1325, 1326 e 1327 (Klebsiella sp.), UnB 1328 ¢ 1329 (Pseudomonas sp.), UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e
UnB 1331 (Chryseobacterium sp.).
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3.5 - Bioensaio de solubilizacédo de fosfatos com os isolados bacterianos providos de

condi¢Oes extremas

Neste ensaio nenhum dos trinta e oito isolados estudados foram capazes de
formar um halo transparente ao redor da colonia, em contraste com meio opaco,
podendo ndo ser isolados solubilizadores de fosfatos, por este motivo ndo foi

apresentado nenhum resultado deste trabalho.

4- DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram o efeito benéfico da aplicacdo dos
isolados sobre o crescimento das plantas de tomate, em casa de vegetacdo. Em todos os
experimentos realizados observaram-se plantas destacando-se na altura, em relagdo a
outras. O experimento 1 com aplicacdo individual, mostrou que os isolados
incorporaram melhor ao solo, com altura das plantas (ALT), peso da matéria fresca
(PMF) e peso da matéria seca (PMS) se destacando, em relacdo a testemunha que ndo
foi inoculada com os isolados.

Na avaliacdo da altura das plantas foi levado em conta ndo somente o tipo de
aplicacdo dos isolados, individual ou em misturas, mas também os diferentes materiais
organicos aplicados e as condi¢des ambientais de cada estudo. No caso do experimento
individual, verificou-se que no sistema CO, a testemunha apresentou média da altura
das plantas menor aos tratamentos com maiores médias. E o caso do isolado UnB 1327
(Klebsiella sp.) que apresentou maiores incrementos para ALT, PMF e PMS de 235,3%,
55,9% e 24,2%, respectivamente, maiores que a testemunha (100%). Essas diferengas
da ALT em relagdo ao PMF e PMS pode ter ocorrido em deorréncia da coleta aleatoria
de 5 plantas/ bandeja, sobrando as plantas maiores.

Este dado corrobora os encontrados por Barreti et al. (2008) que estudando
diferentes isolados de bactérias endofiticas, aplicados separadamente, em plantas de
tomateiro, verificaram-se que o isolado UFV-E49 apresentou melhor resultado para
altura, area foliar, nimero de folhas e peso da matéria fresca e seca, em relagdo a

testemunha. Resultados semelhantes foram realizados por Barreti (2001) em plantas de
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tomate tratadas com os isolados UFV-E13 mostrou crescimento maior em relagao as
plantas ndo tratadas com a bactéria endofitica. Silva (2004) observou que altura das
plantas de tomateiro foi afetada pela introducdo de algumas bactérias endofiticas, sendo
que Acinetobacter johnsonii ¢ Bacillus pumilus promoveram a maior altura das plantas
em 9,5% e 20,2%, respectivamente.

No experimento individual verificou-se que os isolados UnB 1325, UnB 1326 e
UnB 1327 pertencentes ao género Klebsiella spp. apresentaram comportamentos muito
diversificados, em ambos sistemas organicos, provavelmente por serem de espécies
diferentes; ou até mesmo por serem originados de solos onde estavam cultivados
materiais distintos, como milho, pimentdo e crotalaria, respectivamente (como visto no
capitulo 1). Isolados de um hospedeiro podem facilmente colonizar hospedeiros de
espécies diferentes, at¢é mesmo com maior intensidade (Quadat-Halmann & Kloepper,
1996), promovendo o crescimento das plantas (Melo et al. 2002).

No experimento 2, em combinagdo com dois isolados observou-se que em
ambos os sistemas organicos, a maioria dos isolados ndo diferiu da testemunha,
mostrando que a mistura de dois isolados, no presente estudo ndo foi eficiente quanto no
experimento individual. Isto pode ser explicado pelo fato que na inoculacdo individual
nao hd competi¢do entre os isolados, fazendo com que aqueles mais promissores se
destaquem, enquanto que na mistura de isolados ocorre a competi¢do por nichos
ecoldgicos e por nutrientes No entanto, algumas combinagdes de isolados mostraram
efeitos significativos para os parametros ALT, PMF e PMS. Fato demonstrado no
sistema BK, com a combinagdo dos isolados UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1323
(Enterobacter sp.) que apresentaram um incremento de 62,6%, 12,5% ¢ 20,8%,
respectivamente, maior em relacdo a testemunha (100%).

Trabalhos envolvendo a mistura de isolados na promogao do crescimento foram
observados em outras culturas, por varios autores. Weber et al. (2000) estudando
bactérias diazotréficas em mudas de bananeiras, em casa de vegetacdo, verificaram-se
que as plantas apresentaram maior crescimento quando foram inoculadas
simultaneamente com dois géneros de bactérias Herbaspirillum sp. e Burkholderia sp.
em comparagdo a inoculacdo individual. No entanto, Mafia et al. (2007) estudando a
compatibilidade de diferentes isolados de rizobactérias no enraizamento e crescimento
de clones de eucaliptos, ndo se observaram sinergia entre misturas de isolados
compativeis, assim como também ndo ocorreu redugdo na eficiéncia da mistura de

isolados incompativeis.
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No presente estudo observou-se que alguns isolados aplicados individualmente
mostrando comportamentos mais promissores, quando foram combinados com outros
isolados do mesmo género ou pertencente a mesma familia, apresentaram altura das
plantas inferiores ao tratamento mais significativo; como exemplo os mostrados no
sistema BK ¢ CO que foi a combinagdo UnB 1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324
(Enterobacter sp.), ambos isolados pertencentes a familia Enterobacteriaceae.
Entretanto, outras combinagdes de isolados de género ou familias diferentes podem,
mas ndo necessariamente, apresentar efeitos contrarios, como ¢ o caso da combinacdo
UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.), no sistema BK, ambos
isolados pertencentes as familias Enterobacteriaceae e Comamonadaceae,
respectivamente. De acordo com Mafia et al. (2007) € possivel que, apos a aplicagdo, o
isolado que apresenta maior capacidade competitiva se estabeleca na rizosfera, em
detrimento do outro utilizado na mistura.

Existem alguns mecanismos de antagonismo que 0s microrganismos podem
acionar para sobreviver em microbiotas complexas e constituidas de multiplas espécies
microbianas, sdo eles: competicdo por nutrientes e por nichos ecologicos,
sequestramento de ions ferro, a produg¢do de substancias antimicrobianas, como
antibidticos e compostos volateis e outros. A competi¢do por nutrientes ¢ uma das
formas mais basicas de antagonismo. Segundo Duffy et al. (2003), a populagdo
bacteriana aumenta em func¢do da disponibilidade de nutrientes no ambiente, e
organismos que se multiplicam rapidamente sdo capazes de utilizar uma gama de
nutrientes mais ampla e t€ém mais chance de sobreviver e suplantar os competidores.
Para Weller (1988) organismos fisiologicamente versateis, como as espécies do género
Pseudomonas sao melhores competidores.

A produgdo de substancias antimicrobianas como as fenazinas com propriedades
antifingicas e antibacterianas tem sido econtradas em varias bactérias do género
Pseudomonas, Nocardia, Streptomyces, Brevibacterium, Burkholderia etc. (Chin-a-
Woeng et al., 2003). Outros compostos antimicrobianos sdo as bacteriocinas ou também
conhecidos como antibidticos (Madigan et al., 2003) sdo subastancias produzidas por
bactérias e capazes, em baixas concentragdes de inibir a multiplicacdo de outras
bactérias taxonomicamente afins. As bacteriocinas reconhecem os sitios receptores de
células de estirpes sensiveis e entdo ganha o interior da célula via processos ainda nao

esclarecidos e, dependendo da interagcdo microbiana, varios mecanismos de acdo podem
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atuar, isolada ou concomitantemente, ocasionando a morte de células sensiveis
(Romeiro, 2007).

A produgdo de compostos antimicrobianos volateis pode inibir o crescimento ou
a multiplicacdo de outros microrganismos (Madigan et al., 2003). De acordo com Duffy
et al. (2003) essas substancias produzidas por bactérias podem ser alcoois, aldeidos,
cetonas, sulfetos etc. Fravel (1988) relata que a amodnea, sintetizada e liberada por
Enterobacter cloacae, tem agdo inibitoria sobre Verticillium dahliae e Pythium ultimum.

Outro processo que pode estar envolvido na inter¢do entre um microrganismo e
outro ¢ a produgdo de siderdforos. O ferro é um elemento importante na nutri¢ao de
plantas e de microrganismos. Apesar de ser encontrado em abundancia na natureza,
parece ndo existir na forma prontamente disponivel e assimildvel, ou seja, ¢ abundante,
mas pouco disponivel. Adicionalmente, um microrganismo que for capaz de sequestrar
esse ferro, indisponibilizando-o para outros integrantes da microbiota, leva uma grande
vantagem competitiva (Fravel, 1988; Whipps, 2001; Lim et al., 2002; Duffy et al.,
2003). Sideroforos sdo, em verdade, eficientes quelantes ou sequestradores de ferro
(Neilands, 1995). Rhizobium meliloti, simbionte para varias leguminosas proporciona
crescimento por mecanismos diversos, inclusive pela fixagdo de nitrogénio. Arora et al.
(2001) encontraram dois isolamentos RMP3 e RMPS5, que além de promoverem
crescimento em amendoim, eram produtores de siderdforos e promoviam o biocontrole
da podridao incitada por Macrophomina phaseolina.

No experimento 3, na combinacdo de trés e com todos isolados
simultaneamente, verificou-se que a mistura de trés isolados, como no sistema BK na
combinagdo UnB 1329 + UnB 1322 + UnB 1330 pertencentes aos géneros
Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Giesbergeria sp., respectivamente, promoveram
crescimento das plantas, quando analisados os parametros ALT, PMF e PMS, com
incrementos de 67,7%, 83,7% e 83,0%, respectivamente em relagdo a testemunha. Em
ambos os sistemas organicos observou-se que a mistura de trés ou mais isolados
simultaneamente, embora diferenciasse da testemunha, com excec¢do do tratamento UnB
1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) + UnB 1328 (Pseudomonas
sp.), no sistema CO, nao foram eficientes na promog¢ao do crescimento das plantas de
tomate, apresentando valores na média da altura das plantas inferiores a aplicacdo
individual, provavelmente porque nestas misturas de isolados ndo devem ter ocorrido a
competicao entre os isolados, ou pode ser explicado pelas condi¢des ambientais do local

nao terem favorecido o crescimento das plantas.
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Weber et al. (2000) onde estudando a mistura de dois e quatro isolados de
Herbaspirillum e B. cepacia, verificaram que a combinagdo de dois foi mais eficiente na
promogdo do crescimento das mudas de bananeiras, ndo diferindo do tratamento com
mistura de quatro isolados, indicando que ndo houve competicdao entre os isolados dos
dois géneros de bactérias. Harthmann et al. (2010) em seu trabalho com misturas de
rizobactérias no crescimento e produtividade em cebolas, observaram-se que tanto a
aplicagao individual quanto a mistura de trés isolados W6 (Pseudomonas spp.), W19 (B.
megaterium) e UFV40 (B. cereus), apresentaram valores superiores a testemunha nio
tratada, em relagdo a producdo total de bulbos. Segundo Schisler et al. (1997) ¢
importante considerar que, em certas situacoes, a mistura de diferentes isolados pode
ndo resultar em efeito sinérgico. Além do mais, esse efeito pode ndo ocorrer com a
mudanga das condigdes ambientes e, ou, com a troca do material vegetal de interesse.

Nas condigdes de ensaios realizados in vitro, verificou-se que nenhum dos
isolados estudados solubilizaram fosfato, sugerindo que este mecanismo nao foi
responsdvel pela promocdo do crescimento. Estudos posteriores com experimentos
moleculares como, transcriptoma- que se refere ao conjunto completo de transcritos
(RNAs) de um dado organismo, reflexo direto da expressdo génica e a proteoma que se
refere ao conjunto de proteinas expressas por um genoma, deverao ser realizados com
outros mecanismos de crescimento, para melhor compreender a interagdo de beneficios
dessas bactérias no desenvolvimento das plantas de tomate. No entanto, no presente
trabalho foi possivel verificar modificagcdes no crescimento da parte aérea, aumentos no
peso da matéria fresca e seca. Segundo Patten & Glick (1996) caso pelo menos uma
dessas modificagdes for observada a bactéria pode ser considerada como promotora de

crescimento vegetal.

5- CONCLUSOES

No experimento com aplicagdo individual, em ambos os sistemas organicos, 0s
isolados UnB 1327 (Klebsiella sp.) ¢ UnB 1324 (Enterobacter sp.) mostraram ser
eficientes agentes no estudo da promo¢do do crescimento das plantas de tomate,
avaliados em casa de vegetagdo. Ambos os isolados se destacaram com maiores
incrementos na altura das plantas, peso da matéria fresca e seca, em relacdo a

testemunha (ndo tratada).
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Os experimentos em combinagdes de isolados mostraram que ndo tiveram
efeitos significativos na altura, peso da matéria fresca e seca, em ambos os sistemas
organicos, quando comparados com a aplicacdo individual que demonstrou melhores

resultados.
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CAPITULO 3

BACTERIAS EXTREMOFILAS FACULTATIVAS: EFEITO NA SUPRESSAO
DE Ralstonia solanacearum, EM PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum
L.)

RESUMO

Experimentos in vitro e in vivo, sobre condi¢des controladas, foram realizados
para avaliar o comportamento dos isolados de bactérias extremofilas facultativas, na
supressao de R. solanacearum. Foram realizados trés experimentos, sendo que em cada
um deles, com dois sistemas organicos: Composto Organico (CO) e Bokashi (BK), com
delineamento inteiramente casualizado. A quantidade de tratamentos variou conforme o
tipo de experimento, mas mantendo em todos 1 testemunha e 3 repeticdes. Assim, no
experimento 1, com aplicagdo individual, 11 tratamentos (isolados), no experimento 2
(combinacdo de dois isolados) com 12 tratamentos € no experimento 3 (combinagdo de
trés e com todos simultaneamente) com 4 tratamentos. A inoculagdo dos isolados foi
antes do transplante utilizando 100 mL de suspensdo/bandeja (para os experim. 1 e 2) e
150 mL (experim. 3) na concentragio de 6x10° UFC/mL. Para a inoculagdo de R.
solanacearum foi aplicado uma suspensao de 100 mL/ bandeja, na concentra¢do de
1x10° UFC/ mL. A avaliacdo foi feita medindo altura das plantas aos 21 DAI e a
contagem do numero de plantas mortas aos 7, 14, 21 e 28 DAI. No presente trabalho,
dos trinta e oito isolados estudados no teste de antibiose, nove apresentaram efeito
inibitorio direto in vitro a R. solanacearum. No experimento 1, os isolados UnB 1321
no sistema BK e UnB 1326 e UnB 1322 no sistema CO, mostraram ser eficientes na
supressdo da bacteriose, destacando-se com 100% de controle. O experimento 2,
mostrou ser mais eficiente na supressao da murcha bacteriana, independendo do tipo de
sistemas avaliados. No experimento 3, no sistema BK, a testemunha diferenciou
significativamente de todos os tratamentos, inclusive da combinagao UnB 1329 + UnB
1322 + UnB 1330 apresentando 87% e 27%, respectivamente, de plantas mortas. No
sistema CO, houve alta percentagem da doenca em todos os tratamentos, no entanto

nenhum tratamento diferenciou da testemuha que apresentou 60% de plantas mortas.

Palavras-chave: bactérias termofilas, bactérias alcalofilas, bactérias acidoéfilas,

bactérias halofilas, murcha bacteriana, controle biologico.
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CHAPTER 3

FACULTATIVE EXTREMOPHILE BACTERIA: EFFECT ON SUPPRESSION
OF Ralstonia solanacearum IN TOMATO PLANTS (Solanum lycopersicum L..)

ABSTRACT

Experiments in vitro and in vivo, under controlled conditions, were carried out to
evaluate the behavior of isolates of facultative extremophile bacteria in the suppression
of R. solanacearum. Three experiments were performed, each one involving two
organic systems: Organic Compost (CO) and Bokashi (BK), in an entirely randomized
design. The number of treatments varied depending on the type of experiment, but all
used 1 control (untreated) and 3 repetitions. There were, therefore, in experiment 1, with
individual application, 11 treatments (isolates); in experiment 2 (combination of two
isolates) 12 treatments; and in experiment 3 (combination of three and with all
simultaneously) 4 treatments. Inoculation of the isolates took place before transplant
using 100 mL of suspension/tray (for experiments 1 and 2) and 150 mL (experiment 3)
at a concentration of 6 x10® UFC/mL. For inoculation of R. solanacearum a suspension
of 100 mL/tray was applied at the concentration of 1x10° UFC/ mL. The evaluation was
carried out by measuring plant height at 21 DAI and counting the number of dead plants
at 7, 14, 21 and 28 DAL In this study, of the 38 isolates studied in the antibiosis test,
nine presented a direct inhibitory effect in vitro on R. solanacearum. In experiment 1,
isolates UnB 1321 in the BK system and UnB 1326 and UnB 1322 in the CO system
were seen to be efficient in the suppression of bacteriosis, at 100% difference from the
control. Experiment 2 was efficient in suppressing bacterial wilt, independently of the
type of system being evaluated. In experiment 3, in the BK system, the control was
significantly different from all the treatments, including from the UnB 1329 + UnB
1322 + UnB 1330 combination, presenting 87% and 27% dead plants, respectively. In
the CO system, there was a high percentage of the disease in all treatments, but no

treatment differed from the control, which presented 60% dead plants.

Key words: thermophilic bacteria, alkalophilic bacteria, acidophilic bacteria, halophilic

bacteria, bacterial wilt, biological control.
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1-INTRODUCAO

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith 1896) comb.
nov. Yabuuchi et al. (1995) ¢ considerada uma das mais importantes e prejudiciais
doencas do tomateiro e de outras solandceas, principalmente em cultivos onde
predominam baixa altitude e altas temperaturas ¢ umidades (Lopes & Santos, 1994;
Vale et al., 2004). No Brasil, as culturas mais afetadas, sao as solandceas, como tomate,
batata, pimentdo, berinjela e jilo, também incluindo a bananeira (Bringel et al., 2001),
eucalipto (Sudo et al., 1983; Dianese & Takatsu, 1985; Robbs et al., 1988; Alfenas et
al., 2006) e agora casos mais recentes ja foram constatada em heliconias e musacea
ornamental (Zoccoli et al., 2009).

O primeiro sintoma da murcha bacteriana em tomateiro ¢ a murcha dos foliolos
na parte superior das plantas, podendo durante a noite ou nas horas mais frias do dia
recuperar a turgidez. Assim quando as condigdes sao favoraveis ao desenvolvimento da
doenca, a murcha atinge toda a planta, tornando irreversivel. No entanto, quando as
condi¢des ndo sdo favoraveis as plantas, estas ja4 infectadas pela bactéria podem
apresentar um crescimento retardado, amarelecimento e epinastia das folhas e a
formagdo aéreas na base do caule (Lopes & Santos, 1994; Lopes & Quezado-Soares,
2000).

Ralstonia solanacearum é um patogeno que sobrevive no solo por varios anos,
associados a restos de cultura e & rizosfera de muitas plantas, tornando-se dificil a sua
erradicacdo numa area (Lopes & Quezado-Soares, 2000). O controle bioldgico pela
introducao de microrganismos antagonistas parece ser uma alternativa real na busca de
uma boa produtividade na agricultura, quando comparada a baixa eficiéncia do controle
de doencas através das técnicas convencionais (Takatsu & Lopes, 1997).

Cook (1985) definiu o controle biologico, como sendo o controle de um
patdogeno por outros organismos € também pelas plantas superiores. J& Baker (1987)
conceituou este tipo de controle como a redu¢@o do indculo ou das atividades da doenca
provocada por um patdgeno, realizada através de um ou mais organismos, incluindo a
planta hospedeira, porém excluindo o homem. O controle biologico de doengas de
plantas com o emprego de compostos organicos pode ser obtido através da manipulacao
do ambiente, com praticas de manejo que favorecem a comunidade de organismos
antagonistas nativos (Hoitink & Boehm, 1999) e de microrganismos selecionados

(Melo, 1998).
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Segundo Hoitink & Boehm (1999), os residuos organicos podem apresentar
varios efeitos benéficos, como contribuir para melhorar as caracteristicas fisico-
quimicas do solo como fertilizantes organicos; melhorar as condi¢des nutricionais,
servindo de fontes de energia para os microrganismos; atuando na supressao de doengas
causadas por patdogenos habitantes do solo, através da biomassa microbiana e de sua
atividade.

As atividades antagonistas contra patdgeno, desempenhada por organismos
vivos, inibe o crescimento e a multiplicacdo de outro ou até mesmo provocam a sua
morte, através de alguns mecanismos basicos, como: competi¢do por nutrientes e por
nichos ecologicos; produgdo de sideroforos; producao de substancias antimicrobianas,
como antibidticos e compostos volateis toxicos; parasitismo direto ou predacdo; e a
indugdo de resisténcia pelo hospedeiro, com a produ¢do de substancias inibidoras a
colonizacdo (Weller, 1988; Van Loon, 1998; Pal & Gardener, 2006; Romeiro, 2007).

Hoitink & Fahy (1986); Hoper & Alabouvette (1996); Hoitink & Boehm
(1999); Weller et al. (2002); Janvier et al. (2007), em suas revisdes concluiram que os
solos ricos em matéria orgdnica tém a tendéncia de serem supressivos a doengas
causadas pelos patogenos do solo. Como mostra no trabalho de Cardoso et al. (2006),
onde avaliaram dois compostos organicos comerciais € a matéria fresca da parte aérea
de guandu e crotaldria nas concentragdes de 10, 20 e 30%, incorporados ao solo com R.
solanacearum, verificaram que a incorporagdo ¢ incubagdo por 30 dias com ambas
matérias frescas promoveram 100% de controle da murcha, em todas as concentragdes
avaliadas, ja com 60 dias de incubacdo, apenas a concentracdo de 10% de matéria
fresca ndo controlou a doenga. No entanto, Uesugi & Tomita (2002), estudando
diferentes formas de matéria orgénica, no controle da murcha bacteriana do tomateiro,
em condigdes controladas, mostraram que doses crescentes aumentam a incidéncia da
doenca, independendo das formas aplicadas. Satoh & Toyota (2004) verificaram que
repetidas aplicagdes de matéria organica no solo nem sempre induz a supressividade da
murcha bacteriana do tomateiro, e mencionam ainda que o tipo e a taxa de aplicagdo
podem afetar a supressividade da doenga.

Além do uso de compostos organicos na supressdao de R. solanacearum, varios
produtos com microrganismos vivos ja tém sido comercializados como Agentes de
Controle Biolégico (BCAs) podendo ser encontrados na forma de p6 molhével com
Bacillus subtilis (Cohn) Y1336, na suspensdao em agua com Pseudomonas fluorescens

(Migula) e a mistura de p6 e granulos de Paenibacillus polymyxa (Ash, Priest & Colins)
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(Sun et al., 2004). No entanto, Xue et al. (2009) relatam que os BCAs nao tém sido
amplamente aceito como uma alternativa aos antibioticos, por parte dos agricultores.

De acordo com Bashan (1998) a sele¢do de microrganismos como agentes de
biocontrole costuma a ter algum tipo de limitacdo, uma vez que, quase sempre, O
microrganismo selecionado pode apresentar um bom desempenho nos ensaios in Vitro,
razoavel em casa de vegetagdo e limitado em campo. J& Romeiro (2007) ndo vé a
possibilidade de substituir, totalmente e em curto prazo, o uso de defensivos por BCAs,
e sim o mais sensato seria utilizar o controle bioldégico como um dos componentes de
uma estratégia global de manejo integrado, visando a redugdo dos defensivos.

Entretanto, alguns trabalhos tém mostrado a eficiéncia no controle da murcha
bacteriana do tomateiro, com o uso de agentes de biocontrole. Gava et al. (2002)
estudando varios isolados de estreptomicetos, em canteiros infestados com R.
solanacearum, em casa de vegetagdo, verificaram-se que o isolado SG 384 apresentou
melhor nivel de controle, com 48 dias ap6s a semeadura, periodo no qual todas as
testemunhas haviam morrido. Segundo os autores, actinomicetos em geral, e
estreptomicetos em particular, tém sido avaliados como BCAs, principalmente por
serem reconhecidamente capazes de interagir com as plantas superiores ou mesmo com
outras populacdes microbianas, mediante a producao de antibioticos. Além do mais
tem-se observado que algumas espécies de estreptomicetos apresentam a capacidade de
protecdo, em diferentes plantas, a diversos patégenos do solo, tanto em experimentos
em condi¢des controladas quanto no campo (El-Abyad et al., 1993; Yuan & Crawford,
1995; Moura et al., 1998).

Xue et al. (2009) verificaram o potencial de dois BCAs contra a murcha
bacteriana do tomateiro, em dois experimentos de campo, na China. Em ambos os
experimentos o isolado Xa6 (Acinetobacter sp.) apresentou uma eficacia de controle
muito melhor do que o isolado Xy3 (Enterobacter sp.). Outros trabalhos envolvendo
BCAs, na supressdo de R. solanacearum foram encontrados com bactérias endofiticas
(Barreti et al., 2008; Ramesh et al., 2009), com rizobactérias (Guo et al., 2004). De
acordo com Hallmann et al.(1997) as bactérias endofiticas utilizadas no biocontrole de
doencgas apresentam como principais vantagens, de possuirem nicho ecoldgico similar
ao do patogeno e estarem protegidas das diversas influéncias abidticas. Segundo os
autores o tratamento de sementes ¢ o método mais comum de aplicacdo destes
antagonistas. Outros autores também verificaram a eficidcia deste tratamento na

supressao da bactéria (Moura et al., 1998; Vanitha et al., 2009).
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As estratégias de biocontrole de doencas de plantas fazem parte de um manejo
integrado constituido por medidas que visam a diminuicdo da densidade populacional
do patdgeno, ndo apenas através do uso de microrganismos antagénicos, mas também
com uso de métodos culturais que fornecem ambiente favoravel ao desenvolvimento
dos antagonistas (Silveira, 2001).

O estudo com bactérias “extremofilas” no controle da murcha bacteriana pode
ser uma medida eficaz, visto que sdo bactérias que sobrevivem em condi¢des mais
extremas de temperatura, pH, salinidade e outras mais, sendo aparentemente mais facil
de se estudarem, ao contrario de muitas bactérias antagonistas que apresentam nichos
ecologicos similares a muitos fitopatogenos. Diante disto, o presente trabalho visa
estudar as bactérias extremofilas facultativas, na supressdo de R. solanacearum, em

condig¢des in vitro e in vivo.

2- MATERIAL E METODOS

Os experimentos para avaliagdo da doenga foram conduzidos em duas épocas
distintas, sendo que o teste in vitro foi realizado no més de maio de 2008 no Laboratorio
de Fitopatologia, ¢ os ensaios in vivo no més de novembro de 2009 a fevereiro de 2010,
na casa de vegetacdo da Estacdo Experimental de Biologia, ambos pertencentes a
Universidade de Brasilia (UnB).

No teste in vitro foram utilizados trinta oito isolados obtidos de diferentes solos
cultivados e ndo cultivados, conforme visto na Tabela 1.2 (capitulo 1), e nos ensaios in
Vivo onze isolados, os mesmos utilizados no capitulo 2. Neste estudo foram montados
trés experimentos, com avaliagdo individual dos isolados, combina¢do de dois e

combinacao de trés isolados e todos simultaneamente, conforme o capitulo 2.
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2.1- Detecgdo de atividade in vitro das bactérias extremofilas facultativas sobre

Ralstonia solanacearum

Todos os isolados de bactérias extremofilas facultativas que estavam
preservados em agua foram cultivados em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) solido
(com 2% de agar) por 24 horas a 28 °C, posteriormente transferidos para outro meio
mais novo. Em cada placa foram inoculados dois isolados ‘supostamente’ antagonista,
em dois pontos equidistantes e incubados por 48 horas a 28 °C. Em seguida as placas
foram levadas para a capela e na parte interna e superior das tampas foi colocado um
disco de papel filtro, previamente esterilizados, que foi adicionados 1 mL de
cloroférmio para matar as colonias. Apds 30 minutos, fez-se o descarte do papel filtro e
as placas ficaram entreabertas por mais 30 minutos para a completa evaporagdo do
cloroférmio. A seguir, adicionou-se uma sobrecamada de 5 mL de meio 523 semi-solido
fundente (com 0,5% de agar), contendo 50 pl da suspensdo de R. solanacearum, isolado
UnB 1173 (considerado virulento), com a concentragdo de aproximadamente 1x10°
UFC/ mL. Foram preparadas duas placas para cada isolado. Apo6s a incubagdo a 28 °C
por 48 horas, as placas de Petri foram examinadas a procura de halos de inibicao
indicadores de antibiose, medindo-se com uma régua comum o raio do halo de inibi¢ao
do crescimento bacteriano em torno de cada isolado. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, e a andlise estatistica aplicada foi o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. O experimento constou de trinta e oito tratamentos

(isolados), com quatro repetigoes, sendo duas repeti¢des por placa.

Camada basica 1 mL de cloroférmio
M —_— o no papel filtro, por 1 h

_A 0
Agar-Agua a 2% Capela l

P z

: - "Descarte do papel
Suspens&o - = 7 o

bacteriana 1x 108 .
ufc/mL ! / Céamara de fluxo

Agar a 0,5%
+ suspensao e
bacteriana

incubagéo

Figura 3.1- Esquema explicativo do procedimento para execugdo do
teste de antibiose das bactérias extremofilas facultativas sobre
Ralstonia solanacearum.
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2.2- Experimento 1- Efeito individual dos isolados bacterianos na supresséo de

Ralstonia solanacearum

Em todos os experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, foram utilizadas
no plantio sementes de tomate da cv. Santa Cruz Kada Gigante (considerada suscetivel a
bactéria R. solanacearum), em bandejas de isopor com 200 células, contendo o
substrato Plantmax ®. Em cada experimento foram estudados dois sistemas organicos:
composto (CO) e bokashi (BK), e todo preparo das bandejas foi semelhante a
metodologia do item 2.1 (capitulo 2).

Este experimento foi realizado do dia 14 de dezembro de 2009 a 11 de fevereiro
de 2010. Neste periodo, os valores médios registrados da temperatura maxima e minima
foram de 42,4 °C e 17,9 °C, respectivamente; enquanto que os valores médios
registrados para a umidade maxima e minima foram de 83,9% e 16,0%,
respectivamente. O objetivo foi avaliar o efeito de cada isolado, na supressao de R.
solanacearum, em dois sistemas organicos. Para cada sistema estudado CO e BK, foi
realizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com onze tratamentos que
foram os isolados (UnB 1321, UnB 1322, UnB 1323, UnB 1324, UnB 1325, UnB 1326,
UnB 1327, UnB 1328, UnB 1329, UnB 1330 ¢ UnB 1331), uma testemunha (tratada
somente com R. solanacearum), e trés repeti¢des.

Apo6s o preparo das bandejas, conforme o item 2.1 (capitulo 2) foi realizada a
inoculacdo dos isolados procedentes de condigdes extremas, utilizando 100 mL/bandeja
de suspensao bacteriana medida na absorbancia a 550 nm (Abs = 0,7 a 0,8), que se
refere a concentragio de 6 x 10° UFC/mL (conforme o item 2.2 do capitulo 2).

O transplante das mudas de tomate foi realizado com 15 dias apds a germinagao
(DAG), transplantando dez mudas por bandejas. A inoculagdo de R. solanacearum foi
realizada com 13 DAT.

2.2.1- Inoculacéo de R. solanacearum
Foi preparada uma suspensao bacteriana obtida de culturas com 48 horas, apos o
preparo foi inoculada 100 mL/ bandeja, na concentragio de 1x10° UFC/ mL,

correspondendo uma absorbancia (Assg) de 0,7-0,8. A inoculagdo foi feita no solo, na

base do caule de cada planta.
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2.2.2- Avaliagdes

Para avaliacio do crescimento das plantas apdés a inoculacdo de R.
solanacearum, foram realizadas trés leituras semanalmente, com 7, 14 e 21 DAI
medindo a altura de cada planta desde a base até a ultima brotagdo; visto que um dos
sintomas provocados pela bactéria ¢ o nanismo. Foi também avaliado o niimero de
plantas mortas, com quatro avaliacdes semanalmente, 7, 14, 21 e 28 DAI e, com os
dados obtidos foram construidas curvas de progresso da doenca, e a area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) segundo o modelo matematico de Maffia,
Universidade Federal de Vigosa. A partir desta, com o auxilio de técnicas estatisticas,
ASSISTAT versao 7.5 beta (2008) (Silva, 2009), realizaram-se as andlises de variancia,
seguida pelo teste de comparacao de médias, Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
para avaliacdo do crescimento das plantas e o teste t (5%) para analise da AACPD. Os

dados da AACPD foram transformados para Vx+0,5.

2.3- Experimento 2- Efeito combinado de dois isolados bacterianos na supresséo de

Ralstonia solanacearum

O experimento foi realizado do dia 09 de novembro a 23 de dezembro de 2009.
O objetivo foi avaliar o efeito da combinacdo de dois isolados, na supressdo de R.
solanacearum, em dois sistemas organicos CO e BK. Neste periodo, os valores médios
registrados da temperatura maxima e minima foram de 41,0 °C e 18,7 °C,
respectivamente; enquanto que os valores médios registrados para a umidade maxima e
minima foram de 89,0% e 18,5%, respectivamente.

Para cada sistema estudado CO e BK foram realizados o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com doze tratamentos, uma testemunha (tratada
somente com R. solanacearum), e trés repeticdes. As combinagdes dos isolados foram
semelhantes aquelas usadas no experimento 2 da promog¢ao do crescimento (item 2.3 do
capitulo 2). Assim para o sistema CO foram usadas doze combinacdes diferentes: 1-
UnB 1327 + UnB 1324, 2- UnB 1327 + UnB 1330, 3- UnB 1324 + UnB 1323, 4- UnB
1330 + UnB 1329, 5- UnB 1323 + UnB 1322, 6- UnB 1329 + UnB 1321, 7- UnB 1322
+ UnB 1325, 8- UnB 1321 + UnB 1331, 9- UnB 1325 + UnB 1328, 10- UnB 1331 +
UnB 1326, 11- UnB 1328 + UnB 1326 e 12- UnB 1327 + UnB 1326. E no sistema BK
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mais doze combinagdes: 1- UnB 1327 + UnB 1324, 2- UnB 1327 + UnB 1321, 3- UnB
1324 + UnB 1328, 4- UnB 1321 + UnB 1326, 5- UnB 1328 + UnB 1329, 6- UnB 1326
+ UnB 1330, 7- UnB 1329 + UnB 1322, 8- UnB 1330 + UnB 1323, 9- UnB 1322 +
UnB 1331, 10- UnB 1323 + UnB 1325, 11- UnB 1325 + UnB 1331 e 12- UnB 1327 +
UnB 1331.

Toda a parte de preparo das bandejas e a inoculagdo dos isolados de condigdes
extremas foram realizadas conforme o item 2.1 e o 2.3 do capitulo 2.

O transplante das mudas de tomate foi realizado com 15 dias apds a germinagao
(DAG), transplantando dez mudas por bandejas. A inoculagido de R. solanacearum foi
realizada com 3 DAT, quando as plantas ainda estavam pequenas. A inoculacdo da
bactéria e todo procedimento de avaliagdo da doenga foram semelhantes o descrito no

item 2.2.1 e 2.2.2 do experimento 1.

2.4- Experimento 3- Efeito combinado de trés e com todos isolados bacterianos na

supressao de Ralstonia solanacearum

O experimento foi realizado do dia 04 de janeiro a 26 de fevereiro de 2010. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da combinagdo de trés isolados e com todos
onze isolados inoculados simultaneamente, para verificar a supressio de R.
solanacearum, em dois sistemas organicos CO e BK. Neste periodo, os valores médios
registrados da temperatura maxima e minima foram de 43,5 °C e 17,2 °C,
respectivamente; enquanto que os valores médios registrados para a umidade maxima e
minima foram de 81,2% e 13,6%, respectivamente.

Para cada sistema estudado CO e BK foram realizados o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos que foram a combinac¢do de
trés isolados ¢ mais uma combinacdo de onze isolados simultaneamente, uma
testemunha (tratada somente com R. solanacearum), e trés repeticdes. As combinagdes
dos isolados foram semelhantes aquelas usadas no experimento 3 da promocao do
crescimento (item 2.4 do capitulo 2). Assim para o sistema CO: 1- UnB 1327 + UnB
1324 + UnB 1330, 2- UnB 1322 + UnB 1321 + UnB 1325 ¢ 3- UnB 1331 + UnB 1326
+ UnB 1328; e para o sistema BK: 1- UnB 1327 + UnB 1324 + UnB 1321; 2- UnB
1329 + UnB 1322 + UnB 1330 ¢ 3- UnB 1331 + UnB 1325 + UnB 1323.
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Toda a parte de preparo das bandejas e a inoculagdo dos isolados de condi¢des
extremas foram realizadas conforme o item 2.1 e o 2.4 do capitulo 2.

A inoculagdo de R. solanacearum e o procedimento de avaliagdo da doenga
estdo descritos no item 2.2.1 ¢ 2.2.2 do experimento 1. O transplante das mudas de
tomate foi realizado com 12 dias ap6s a germinagdo (DAG), transplantando dez mudas
por bandejas. A inoculagdo de R. solanacearum foi realizada com 5 DAT, quando as
plantas ainda estavam pequenas. A inoculagdo da bactéria e todo procedimento de
avaliacao da doencga foram semelhantes o descrito no item 2.2.1 e 2.2.2 do experimento
1. Os dados obtidos com a avaliacao da altura das plantas, AACPD e a percentagem de
plantas mortas aos 28 DAI foram realizados com analises de variancia, seguida pelo
teste de comparagdo de médias, teste t (5%). Os dados da AACPD foram transformados
para Vx+0,5.

3- RESULTADOS

3.1- Deteccdo de atividade in vitro das bactérias extremdfilas facultativas sobre

Ralstonia solanacearum

Dos trinta e oito isolados submetidos ao teste para deteccdo de antibiose,
verificou-se que nove isolados inibiram o patégeno desafiante. Destes quatro isolados
UnB 1329 (Pseudomonas sp.), 1322 (Enterobacter sp.), 1328 (Pseudomonas sp.) e 1324
(Enterobacter sp.) foram estudados na promog¢ao do crescimento das plantas, visto no
capitulo 2 e em estudos na supressao da bactéria, em casa de vegetacao.

O isolado UnB 1357 obtido de amostras de solos cultivados com crotalaria
apresentou maior média do raio do halo de inibi¢do (26,75 mm) para R. solanacearum,
diferindo significativamente da maioria dos tratamentos, com exceg¢do dos isolados UnB
1341, 1339 ¢ 1336 (Tabela 3.1).

Os isolados UnB 1329, 1322 e 1328 nao diferiram entre si, embora tenham sido
obtidos da mesma amostra de solos (UnB 1329 e UnB 1322) foram identificados como
bactérias pertencentes a diferentes géneros Pseudomonas sp. e Enterobacter sp.,
respectivamente. Entretanto, o isolado UnB 1324, oriundo de amostra de solos do
cerrado e identificado como Enterobacter sp. apresentou menor média do raio do halo

de inibigao, diferindo significativamente de todos os demais tratamentos (Tabela 3.1).
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Verificou-se que do isolado UnB 1321 até o isolado UnB 1358 nenhum destes

foram capazes de inibir o crescimento da bactéria (Tabela 3.1).
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solanacearum através do halo inibitorio.

Tabela 3.1- Avaliacdo do potencial de inibi¢do do crescimento de Ralstonia

Plantas encontradas na época da Média do RHI*
Tratamentos
coleta ou tipo de solo (mm)
UnB 1357 Crotalaria (Crotalaria juncea) 26,75 a**
UnB 1341 Composto Orgéanico 26,50 ab
UnB 1339 Bokashi 26,00 ab
UnB 1336 Cenoura (Daucus carota) 24,75 ab
UnB 1352 Maracuja ¢/MO (Passiflora edulis) 23,25 be
UnB 1329 Cenoura (Daucus carota) 21,25 cd
UnB 1322 Cenoura (Daucus carota) 21,00 cd
UnB 1328 Bokashi 18,50 d
UnB 1324 Cerrado 14,67 ¢
UnB 1321 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1323 Bokashi 0,00 f
UnB 1325 Milho (Zea mays) 0,00 f
UnB 1326 Pimentdo (Capsicum annum) 0,00 f
UnB 1327 Crotalaria (Crotalaria juncea) 0,00 f
UnB 1330 Bokashi 0,00 f
UnB 1331 Composto Organico 0,00 f
UnB 1332 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1333 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1334 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1335 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1337 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1338 Cenoura (Daucus carota) 0,00 f
UnB 1340 Composto Organico 0,00 f
UnB 1342 Maracuja s/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1343 Maracuja s/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1344 Maracuja s/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1345 Maracuja s/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1346 Maracuja s/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1347 Milho (Zea mays) 0,00 f
UnB 1348 Milho (Zea mays) 0,00 f
UnB 1349 Milho (Zea mays) 0,00 f
UnB 1350 Milho (Zea mays) 0,00 f
UnB 1351 Milho (Zea mays) 0,00
UnB 1353 Maracuja ¢/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1354 Maracuja ¢/MO (Passiflora edulis) 0,00 f
UnB 1355 Pimentdo (Capsicum annum) 0,00 f
UnB 1356 Crotalaria (Crotalaria juncea) 0,00 f
UnB 1358 Crotalaria (Crotalaria juncea) 0,00 f
CV (%) 23,86

* RHI- Raio do Halo de Inibi¢do
** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% probabilidade.
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3.2- Experimento 1- Efeito individual dos isolados bacterianos na supresséo de

Ralstonia solanacearum

No presente estudo, verificou-se que em ambos os sistemas organicos, a maioria
dos isolados de bactérias extremofilas facultativas apresentaram uma constancia na
incidéncia da doenca até o final da avaliagao, com 28 DAI. No entanto, ¢ interessante
observar que o progresso da doenga ocorreu em poucos tratamentos, € normalmente do
sétimo ao décimo quarto dia ou do décimo quarto ao vigésimo primeiro dia apos a
inoculagao.

Quando se avaliou o crescimento das plantas de tomate apds terem sido
inoculadas com R. solanacearum, verificou-se também que em ambos os sistemas
organicos houve diferencas significativas entre alguns tratamentos, mostrando que
alguns isolados de bactérias extremofilas facultativas apresentaram comportamentos
diferenciados no crescimento das plantas, sendo conducentes ou supressivos a bactéria.
Como visto anteriormente, que um dos sintomas provocados pela bactéria ¢ o
retardamento das plantas.

No sistema BK, analisando o percentual de plantas mortas aos 28 DAI,
verificou-se que a testemunha, que havia sido inoculada somente com a bactéria R.
solanacearum promoveu 33% de plantas mortas, diferindo significativamente de todos
os demais tratamentos. O isolado UnB 1321 (Enterobacter sp.) apresentou 100% de
controle da murcha bacteriana, porém foi totalmente distintos do UnB 1331
(Chyseobacterium sp.), 1323 (Enterobacter sp.), 1327 (Klebsiella sp.) e 1324
(Enterobacter sp.), apresentando respectivamente 13%, 16%, 15% e 20% de plantas
mortas. Ao analisar somente em relagdo a testemunha, houve uma destacada redugdo do
percentual de plantas mortas com a incorporagdo dos isolados UnB 1322 (Enterobacter
sp.), 1329 (Pseudomonas sp.) e 1325 (Klebsiella sp.) e entre este grupo nao houve

diferenga estatistica (Figura 3.2).
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SISTEMA BOKASHI
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Figura 3.2- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento individual,
no sistema Bokashi, com diferentes tipos de isolados de bactérias extremofilas facultativas,
analisados num periodo de 28 DAI. Os tipos de isolados seguidas pelas mesmas letras nos ()

ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).

Ao observar os resultados da AACPD, neste mesmo sistema organico, novamente a
testemunha foi significativamente diferente dos demais, com niveis de progresso da doenga
muito superior a todos os demais tratamentos, exceto para o UnB 1324 (Enterobacter sp.).
Os isolados UnB 1322 (Enterobacter sp.), 1329 (Pseudomonas sp.) ¢ 1325 (Klebsiella sp.),
apresentaram uma maior tendéncia na contencao da murcha bacteriana (Tabela 3.2).

Analisando o crescimento das plantas de tomate, aos 21 DAI com R. solanacearum,
no sistema BK, observou-se que alguns isolados foram mais supressivos a bactéria
apresentando menor percentagem de plantas mortas, menor AACPD e conseqiientemente
uma maior média na altura das plantas, como ¢ o caso dos isolados UnB 1322
(Enterobacter sp.) e 1325 (Klebsiella sp.). Por outro lado, os isolados UnB 1326
(Klebsiella sp.), 1328 (Pseudomonas sp.), 1331 (Chryseobacterium sp.) e 1324
(Enterobacter sp.) que foram significativamente semelhantes e distintos do UnB 1325
(Klebsiella sp.) , mostraram uma redugéo no crescimento de 54%, 50,6%, 48,1% e 42,1%,
respectivamente, em relacdo ao tratamento UnB 1325, e conseqiientemente maiores

percentagens de plantas mortas (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2- Avaliag¢do da altura das plantas de tomate, com 21 dias apds a inoculagdo de
Ralstonia solanacearum, e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), em

diferentes sistemas organicos, no experimento individual.

Sistema Bokashi Sistema Composto Organico
Tratamentos Médiada  AACPD Média da AACPD?
Altura (cm)! Altura (cm)
UnB 1321 26,10 abc* 0,00 e 24,86 ab 19,95 ab
UnB 1326 15,51 ¢ 25,20 bed 22,63 b 0,00 c
UnB 1330 32,03 ab 27,43 bed 23,49 ab 25,20 ab
UnB 1328 16,68 c 25,20 bed 26,32 ab 17,30 b
UnB 1322 32,92 ab 19,95 cd 25,63 ab 0,00 ¢
UnB 1331 17,52 ¢ 28,00 bed 27,07 ab 25,20 ab
UnB 1323 22,56 abc 29,03 be 23,90 ab 25,20 ab
UnB 1327 20,26 bc 27,30 bed 24,84 ab 29,30 a
UnB 1324 19,53 ¢ 32,90 ab 32,92 a 19,95 ab
UnB 1329 26,36 abc 19,95 c¢d 18,03 b 19,95 ab
UnB 1325 33,77 a 19,10d 28,23 ab 21,15 ab
Test. 21,35 abc 41,30 a 21,48 b 30,10 a
CV (%) 13,93 21,18 11,81 27,24

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (altura) e o teste t
(AACPD), 5% de probabilidade.

1- Média de trés repetigdes

2- Area abaixo da curva de progresso da doenga, com valores transformados Vx+0,5

Ja no sistema CO, a inoculacao de diferentes tipos de isolados, mostrou melhor
controle da bacteriose, comparada ao sistema BK. Os tratamentos com os isolados UnB
1326 (Klebsiella sp.) ¢ UnB 1322 (Enterobacter sp.), mostraram 100% de controle
diferindo estatisticamente dos tratamentos UnB 1327 (Klebsiella sp.) e da testemunha,
que ambas foram significativamente semelhantes apresentando maior percentual de
plantas mortas aos 28 DAI. Entretanto, estes trés isolados e mais a testemunha, foram

indiferentes aos demais tratamentos que formaram o grupo intermediario (Figura 3.3).
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SISTEMA COMPOSTO ORGANICO
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Figura 3.3- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento individual,
no sistema Composto Orgénico, com diferentes tipos de isolados de bactérias extremofilas
facultativas, analisados num periodo de 28 DAI. Os tipos de isolados seguidas pelas mesmas

letras nos () ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).

O estudo da AACPD, neste mesmo sistema organico, também destacou o
tratamento UnB 1327 (Klebsiella sp.) e a testemunha, apresentando o maior progresso
da doenga, diferenciando significativamente do UnB 1326 (Klebsiella sp.), 1328
(Pseudomonas sp.), 1322 (Enterobacter sp.), porém indiferente em AACPD entre os
demais tratamentos (Tabela 3.2).

No sistema CO, com relag¢do ao crescimento das plantas de tomate aos 21 DAI o
isolado UnB 1324 (Enterobacter sp.) mostrou ser mais supressivo no controle da
bacteriose apresentando um maior desenvolvimento das plantas diferenciando
significativamente dos tratamentos UnB 1326 (Klebsiella sp.), UnB 1329
(Pseudomonas sp.) e da testemunha, que mostraram uma leve influéncia da bactéria no
retardamento das plantas, principalmente para o isolado UnB 1329 que apresentou uma
reducdo de 45,2% em relagdo ao UnB 1324. Os demais isolados mostraram um bom
crescimento das plantas sendo significativamente semelhantes a todos os tratamentos, e

ndo influenciados pela bactéria (Tabela 3.2).
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3.3- Experimento 2- Efeito combinado de dois isolados bacterianos na supressao de

Ralstonia solanacearum

Neste estudo da combinagdo de dois isolados de bactérias extremofilas
facultativas, na supressdo de R. solanacearum, verificou-se que em ambos os sistemas
organicos quase todos os isolados apresentaram um controle da bactéria, quando
comparado com a testemunha.

No sistema BK, analisando o comportamento geral da combinacao dos isolados,
comparativamente a testemunha, verificou-se que todas as combinac¢des de isolados
foram significativamente semelhantes, diferindo apenas da testemunha que apresentou
maior percentual de plantas mortas, aos 28 DAI. Os tratamentos UnB 1326 (Klebsiella
sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) ¢ UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1323
(Enterobacter sp.) mostraram uma redugdo de 96,7% da incidéncia da murcha
bacteriana, enquanto que as demais combinagdes com 100% de controle. A testemunha

mostrou um progresso da doenga somente aos 14 DAI, chegando aos 28 DAI com 17%

de plantas mortas (Figura 3.4).
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Figura 3.4- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento combinado
de dois, no sistema Bokashi, com diferentes tipos de isolados de bactérias extremofilas
facultativas, analisados num periodo de 28 DAI. Os tipos de isolados seguidas pelas mesmas

letras nos ( ) ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).
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Analisando a AACPD, no sistema BK, mais uma vez a evolucao da incidéncia no
decorrer do tempo foi maior na testemunha, diferenciando significativamente dos demais
tratamentos. As combinagdes dos isolados UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1323
(Enterobacter sp.) ¢ UnB 1326 (Klebsiella sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.)
apresentaram menores AACPD, diferenciando de todos os demais tratamentos, inclusive

das dez combinagdes de isolados que apresentaram 100% de controle da bacteriose (Tabela

3.3).
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Tabela 3.3- Avaliacdo da altura das plantas de tomate, com 21 dias apds a inoculagdo
de Ralstonia solanacearum, e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),

em diferentes sistemas organicos, no experimento combinado de dois.

Sistema Bokashi

Tratamentos Média da Altura (cm)' AACPD?
UnB 1327+UnB 1321 32,93 a* 0,00d
UnB 1325+UnB 1331 31,24 a 0,00d
UnB 1327+UnB 1324 30,05 a 0,00d
UnB 1330+UnB 1323 28,43 a 16,45 ¢
UnB 1323+UnB 1325 28,00 a 0,00d
UnB 1326+UnB 1330 27,50 a 16,45 ¢
UnB 1324+UnB 1328 27,34 a 0,00d
UnB 1321+UnB 1326 26,91 a 0,00d
UnB 1329+UnB 1322 26,72 ab 0,00d
UnB 1328+UnB 1329 25,86 ab 0,00d
UnB 1327+UnB 1331 25,79 abc 0,00d
UnB 1322+UnB 1331 25,69 abc 0,00d

Test. 16,27 be 27,23 b
CV(%) 11,02 22,11
Sistema Composto Orgéanico

Tratamentos Média da Altura (cm)' AACPD?
UnB 1331+UnB 1326 36,10 a* 0,00d
UnB 1325+UnB 1328 35,27 a 0,00d
UnB 1327+UnB 1330 34,11 a 0,00d
UnB 1327+UnB 1326 33,47 ab 0,00d
UnB 1328+UnB 1326 32,11 ab 0,00d
UnB 1329+UnB 1321 31,63 ab 0,00d
UnB 1322+UnB 1325 31,53 ab 0,00d
UnB 1327+UnB 1324 31,49 ab 0,00d
UnB 1323+UnB 1322 29,93 ab 0,00d
UnB 1321+UnB 1331 26,54 abc 17,30 ¢
UnB 1324+UnB 1323 25,34 abc 35,05 ab
UnB 1330+UnB 1329 24,14 be 19,10 c

Test. 13,09 d 32,57b
CV(%) 11,35 26,81

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (altura) e o teste t (AACPD), 5%
probabilidade.

1- Média de trés repeticdes

2- Area abaixo da curva de progresso da doenga, com valores transformados Vx+0,5
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Quando as plantas de tomate foram inoculadas com R. solanacearum, no sistema
BK, as plantas como testemunha apresentaram menor média na altura, diferenciando
significativamente de quase todos os tratamentos, com excec¢do da combinagdo UnB 1327
(Klebsiella sp.) + UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) e UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB
1331 (Chryseobacterium sp.). No entanto, estas duas combinagdes de isolados foram
significativamente semelhantes a todos as demais combinacdes (Tabela 3.3).

No sistema CO, os tratamentos UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1323
(Enterobacter sp.) (30%), e a testemunha (com aproximadamente 35%) foram
significativamente superiores em percentual de plantas mortas aos 28 DAI, que os
tratamentos UnB 1330 (Giesbergeria sp.) + UnB 1329 (Pseudomonas sp.) e UnB 1321
(Enterobacter sp.) + UnB 1331 (Chryseobacterium sp.), que ambas com 5% de plantas
mortas foram estatisticamente semelhantes a todos os demais tratamentos, que
apresentaram 100% de controle da bacteriose. A testemunha, assim como a combinagdo
dos isolados UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.), nao diferiram
entre si, mostrando um progresso da doenca desde a primeira semana de avaliacdo (Figura

3.5).
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Figura 3.5- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento combinado de
dois, no sistema Composto Organico, com diferentes tipos de isolados de bactérias extremofilas
facultativas, analisados num periodo de 28 DALI. Os tipos de isolados seguidas pelas mesmas letras

nos () ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).
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Quando se analisou a AACPD sobre diferentes combinacdes de isolados de
bactérias extremofilas facultativas, neste mesmo sistema organico, novamente a testemunha
destacou-se com maior AACPD diferindo de todos os tratamentos, com exce¢do do UnB
1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1323 (Enterobacter sp.). As combina¢des UnB 1321
(Enterobacter sp.) + UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) e UnB 1330 (Giesbergeria sp.) +
UnB 1329 (Pseudomonas sp.) foram os tratamentos que apresentaram menor AACPD, as
demais combinacdes de isolados ndo diferiram entre si ¢ mostraram AACPD igual a zero,
comprovando que podem ser isolados suprresivos da murcha bacteriana (Tabela 3.3).

Em relacdo ao desenvolvimento das plantas de tomate, apds a inoculacdo de R.
solanacearum, no sistema CO, a testemunha foi significativamente diferente e inferior a
todos os demais tratamentos, mostrando uma redugao no crescimento de 54,0% e de 63,7%,
em relagdo ao tratamento UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.)
que apresentou maior média na altura das plantas (36,10 cm), embora nao diferisse de todas
as combinagdes de isolados, com exce¢do do tratamento UnB 1330 (Giesbergeria sp.) +
UnB 1329 (Pseudomonas sp.) (Tabela 3.3).

3.4- Experimento 3- Efeito combinado de trés e com todos isolados bacterianos na

supressao de Ralstonia solanacearum

No presente estudo, verificou-se que em ambos os sistemas organicos todos os
tratamentos foram bastante afetados pela murcha bacteriana, assim como também o
desenvolvimento das plantas de tomate, que apresentaram menores médias na altura,
comparado aos experimentos anteriores.

No sistema BK, analisando o desenvolvimento da doenca ao longo do tempo,
verificou-se que a testemunha apresentou maior percentagem de plantas mortas, desde a
primeira semana de avalia¢do até aos 28 DAI, sendo significativamente distinta de todos
os tratamentos, que se mostrou ainda significativamente superior que a combinagdo de
isolados UnB 1329 (Pseudomonas sp.) + UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330
(Giesbergeria sp.), sendo esta estatisticamente semelhante ao tratamento inoculado com
TODOS isolados simultaneamente. O dano causado pela murcha bacteriana com a

combina¢do UnB 1329 + UnB 1322 + UnB 1330 foi de 31% inferior que a testemunha,
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apresentando aproximadamente 27% e 87% de plantas mortas, respectivamente (Figura

3.6).
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Figura 3.6- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento combinado
de trés e com todos isolados simultaneamente, no sistema Bokashi, com diferentes tipos de
isolados de bactérias extremofilas facultativas, analisados num periodo de 28 DAI. Os tipos de

isolados seguidas pelas mesmas letras nos ( ) ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).

Ao analisar a AACPD, observou-se que a testemunha difreriu dos demais,
causando maior incidéncia no decorrer do tempo, principalmente do tratamento UnB
1329 (Pseudomonas sp.) + UnB 1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.)
e TODOS, que apresentaram as menores AACPD. Dentre elas o UnB 1329 + UnB 1322
+ UnB 1330 mostrou ser mais supressivo ao patdgeno, porém nao diferenciou
significativamente do tratamento com todos isolados, que estava dentro do grupo que

conteve melhor progresso da murcha bacteriana (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4- Avalia¢do da altura das plantas de tomate, com 21 dias apds a inoculagdo
de Ralstonia solanacearum, e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),

em diferentes sistemas organicos, no experimento combinado de trés e todos

simultaneamente.
Sistema Bokashi
Tratamentos Média da Altura (cm)' AACPD?
UnB 1329+UnB 1322+UnB 1330 23,65 a 33,53d
TODOS 21,50 ab 39,90 cd
UnB 1327+UnB 1324+UnB 1321 17,02 abc 48,50 be
UnB 1331+UnB 1325+UnB 1323 16,57 abc 42,20 ¢
Test. 9,09 ¢ 60,43 a
CV(%) 24,56 10,19
Sistema Composto Organico
Tratamentos Média da Altura (cm)' AACPD?
TODOS 17,31 a 50,40 ab
UnB 1331+UnB 1326+UnB 1328 14,26 ab 43,20 ab
Test. 13,61 ab 42,20 b
UnB 1322+UnB 1321+UnB 1325 11,83 b 50,40 ab
UnB 1327+UnB 1324+UnB 1330 10,55b 55,77 a
CV(%) 17,17 13,81

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste t (altura e AACPD), 5%
probabilidade.

1- Média de trés repeticdes

2- Area abaixo da curva de progresso da doenga, com valores transformados \x+0,5

Avaliando o desenvolvimento das plantas apdés a inoculagio de R.
solanacearum, no sistema BK, observou-se que o tratamento com maior percentagem
de plantas mortas que foi a testemunha (87%), apresentou aos 21 DAI menor média na
altura das plantas (9,09 cm) comprovando que a bactéria pode realmente causar
nanismo nas plantas de tomate. A testemunha foi significativamente distinta do
tratamento com a combinag¢ao UnB 1329 (Pseudomonas sp.) + UnB 1322 (Enterobacter
sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) e TODOS que apresentaram maiores médias no
crescimento das plantas, porém estas combinagdes foram significativamente semelhante

a todos os demais tratamentos (Tabela 3.4).
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Estudando o sistema CO, observou-se que a incidéncia da doenga foi maior no
tratamento com a combinagdo de isolados UnB 1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324
(Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.), apresentando 70% de plantas
mortas, aos 28 DAI, diferindo significativamente do tratamento com a combina¢do UnB
1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) + UnB 1328 (Pseudomonas
sp.) que limitaram a murcha em 45%. No entanto, ambas as combinac¢des de isolados
foram estatisticamente semelhantes a todos os demais tratamentos, inclusive da

testemunha (Figura 3.7).
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Figura 3.7- Curva de progresso da murcha bacteriana em tomateiro, em experimento combinado
de trés e com todos isolados simultaneamente, no sistema Composto Orgénico, com diferentes
tipos de isolados de bactérias extremofilas facultativas, analisados num periodo de 28 DAI. Os

tipos de isolados seguidas pelas mesmas letras nos ( ) ndo diferem estatisticamente (teste t 5%).

Analisando a AACPD, no sistema CO, observou-se que a combinacdo dos
isolados UnB 1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1330
(Giesbergeria sp.) apresentou maior AACPD, diferindo da testemunha com menor area;
porém nao diferiu dos demais tratamentos (Tabela 3.4).

Em relagdo a altura das plantas inoculadas com R. solanacearum neste mesmo

sistema organico, observou-se que o tratamento com TODOS os isolados de bactérias
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extremofilas facultativas, inoculados simultaneamente, apresentou maior média na
altura das plantas, sendo significativamente distinto das combinagdes UnB 1322
(Enterobacter sp.) + UnB 1321 (Enterobacter sp.) + UnB 1325 (Klebsiella sp.) e UnB
1327 (Klebsiella sp.) + UnB 1324 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.).
Entretanto, o tratamento com TODOS ndo apresentou diferencas estatisticamente da
combina¢do UnB 1331 (Chryseobacterium sp.) + UnB 1326 (Klebsiella sp.) + UnB
1328 (Pseudomonas sp.) e da testemunha (Tabela 3.4).

4- DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a supressdo da murcha bacteriana do tomateiro com o
uso de isolados de bactérias extremoéfilas facultativas, em diferentes formas de
aplicagdo, para o controle de R. solanacearum em condi¢des controladas, e em testes in
vitro; além de demonstrar os efeitos benéficos dos isolados, no desenvolvimento das
plantas de tomate, apds a inoculag¢do do patdogeno desafiante.

No estudo da atividade in vitro, dos trinta e oito isolados de bactérias
extremofilas facultativas, somente nove foram capazes de inibir o crescimento de R.
solanacearum e destes, quatro (UnB 1329, 1322, 1328 e 1324) foram estudados em
condi¢des in vivo, no experimento individual, em casa de vegetagdo, onde apresentaram
controle da bacteriose do tomateiro. Barreti et al. (2008) estudando dez isolados de
bactérias endofiticas, em teste in vitro, no controle de R. solanacearum, verificaram que
somente dois isolados inibiram o crescimento do patdgeno. Entretanto, em estudos in
vivo, em condigdes controladas, dois isolados que haviam mostrado efeito negativo para
inibicdo da bactéria, mostraram eficientes antagonistas para o biocontrole da murcha
bacteriana (Barreti 2001, citado por Romeiro et al. 2000, 2007). Estes dados confirmam
que a supressdo in Vitro pode ndo estar necessariamente relacionada com o
comportamento do isolado estudado em casa de vegetagdo ou em campo. Segundo
Romeiro (2007) o fato de alguns endofitos exercerem atividade antagonistica contra
fitopatdogenos, em bioensaios in vitro, pode sugerir uma potencialidade como agentes de
biocontrole, embora estes resultados apenas possuem importancia relativa e controversa.

Nos experimentos avaliados, em casa de vegetacdo, com diferentes isolados de
bactérias, verificou-se que em todos os experimentos a maioria dos isolados mostrou

algum efeito no biocontrole da murcha bacteriana do tomateiro, quando comparado com
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a testemunha. De uma maneira geral, o que se parece que a forma de aplicagao dos
isolados foi um fator decisivo na supressdo do patogeno, além de outros fatores
ambientais como temperatura, umidade e a idade da planta que foi inoculada, também
foram importantes na manifestagdo da doenca. Ao se comparar os trés experimentos: (1)
individual, (2) combinado de dois e (3) combinado de trés e com todos isolados
simultaneamente; observou-se que o experimento 3, independendo do tipo de sistema
organico, foi o que apresentou maior incidéncia de plantas mortas, inclusive na
testemunha; enquanto que o experimento 2 mostrou melhor efeito dos isolados na
supressao da bacteriose. Quando se avaliou outros efeitos, com exce¢do do experimento
1, verificou-se que a idade das plantas quando foram submetidas a inoculagdo de R.
solanacearum foram praticamente a mesma, com 18 dias do plantio a inoculagdo;
porém a média da temperatura maxima foi maior no experimento 3. Este fato mostra
que embora as plantas estivessem na mesma idade, as plantas do experimento 3
apresentaram um crescimento aos 21 DAI bem inferior, comparado com as do
experimento 2; o que pode ter ocorrido provavelmente pela temperatura maxima mais
elevada e pela combinacao de varios isolados.

Guo et al. (2004) estudando trés isolados de rizobactérias (PGPR) no controle da
murcha bacteriana do tomateiro, em diferentes localidades, verificaram-se que a
temperatura e umidade foram fatores importantes na eficicia do controle bioldgico.
Aproximadamente 30 dias apds o transplante, em casa de vegetacdo, a temperatura e
umidade foram superiores a 30 °C e 90%, respectivamente, fazendo com que a doenga
desenvolvesse imediatamente, diminuindo a populacdo de PGPR. Segundo Botelho &
Mendonga-Hagler (2006), em condi¢des de campo, a eficiéncia dos agentes de controle
biologico depende do tempo de aplicagdo, da idade da planta, do modo de aplicagdo e
outros fatores.

No experimento individual, a maioria dos isolados de bactérias extremofilas
facultativas foram supressivos a R. solanacearum, independendo do sistema orgénico
utilizado. Como exemplo, os isolados UnB 1328 e 1329 ambos identificados como
Pseudomonas do grupo fluorescentes, apresentaram baixa percentagem de plantas
mortas, quando comparadas com a testemunha. Ramesh et al. (2009) estudando
diferentes bactérias endofiticas, no controle de R. solanacearum em plantas de berinjela,
em casa de vegetagcdo, verificaram que as plantas tratadas com isolados de
Pseudomonas (EB9, EB67), de Enterobacter (EB44, EB89) e de Bacillus (EC4 ¢ EC

13) reduziram a incidéncia da murcha em mais de 70%. Segundo os autores, os
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antagonistas selecionados produziram um antibiotico, DAPG que inibiu o patdgeno
desafiante sobre condigdes in vitro e que provavelmente podem ter sido responsaveis
pela redugdo da doenga em condigdes in vivo. Resultados semelhantes foram realizados
por Vanitha et al. (2009) onde mencionam que P. fluorescens pode ser um indutor de
resisténcia sistémica ou antagonista a R. solanacearum.

Chin-A-Woeng et al. (2003) comentam que bactérias como as espécies
fluorescentes do género Pseudomonas, sdo muito versateis em produzir substancias
antimicrobianas com propriedades antifiingicas e antibacterianas, como fenazinas,
acetilfloroglucinol, oomicina, antranilatos, pioluteorina, pioverdinas, amonias,
pioquelinas, entre outras. De acordo com Wipps (2001) P. fluorescens, isolamento
F113, promoveu o biocontrole de Erwinia carotovora subsp. atroseptica em batata
gracas a produ¢do de DAPG (2,4-diacetil-floroglucinol). Bactérias produtoras de
fenazina como P.aeruginosa, sio dotadas de eficientes superoxido-desmutases como
forma de auto protecdao (Romeiro, 2007).

Analisando alguns isolados no experimento 1 deste estudo, e comparando-se
com o estudo da promocgdo do crescimento das plantas de tomate (cap. 2) observou-se
que os mesmos isolados podem se comportar de forma diferenciada, ou seja, podem ser
utilizados apenas na promocdo do crescimento de plantas ou somente como agentes de
biocontrole , ou ainda serem eficientes em ambos os estudos. E o caso, por exemplo, do
isolado UnB 1327 (Klebsiella sp.) que em ambos sistemas organicos mostrou ser
conducente a doenga; no entanto quando se avaliou este mesmo isolado no estudo da
promocgao do crescimento (cap. 2), verificou-se a eficiéncia do mesmo no crescimento
das plantas de tomate. Ja o isolado UnB 1324 (Enterobacter sp.) observando somente o
sistema CO, mostrou ser eficiente tanto na supressdo da doenga quanto na promogao do
crescimento.

Estes dados confirmam os apresentados por Moura & Romeiro (2000) que
isolaram de rizoplano e rizosfera de plantas sadias de tomateiro, 196 actinomicetos que
foram testados quanto a efetividade como agentes de biocontrole da murcha bacteriana
do tomateiro, encontrando 26 actinomicetos mais promissores, os quais foram testados
para promoc¢do do crescimento. Os isolados (UFV-110, UFV-022 ¢ UFV-129) que
apresentaram efeito positivo de inducdo de crescimento também apresentaram atividade
controladora de R. solanacearum. Trabalho semelhante foi realizado por Silva &
Romeiro (2004).
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Analisando o experimento 3, no sistema BK, a combina¢ao UnB 1329 + UnB
1322 + UnB 1330 (pertencentes aos géneros Pseudomonas sp., Enterobacter sp.,
Giesbergeria sp., respectivamente) mostrou ser uma excelente combinagdo para o
controle da bacteriose do tomateiro e um indutor de crescimento (cap. 2).

Com base nesses fatos, pode-se supor que a relagdo direta do crescimento das
plantas e o controle bioldgico, realizada pelos isolados de bactérias extremofilas
facultativas, pode estar envolvido com alguns mecanismos, que ja foram descritos para
as PGPR’s, como a produgdo de fitohormdnios, a mineralizagdo de nutrientes,
antagonismo, indugdo de resisténcia e outros, também verificados por Moura &
Romeiro (2000).

O presente trabalho sugere mais pesquisas para compreender o modo de agdo e o
complexo processo do controle biolodgico realizado pelos isolados de bactérias
extremofilas facultativas, na supressdo da murcha bacteriana. Além disso, seria
necessario mais conhecimentos para entender o comportamento de R. solanacearum e
seus antagonistas, afim de se ter um melhor controle e erradicacdo da doenga, em

campos infestados.

5- CONCLUSOES

No experimento individual, em ambos os sistemas organicos a testemunha tém
mostrado maior incidéncia da doenca em relagdo aos demais tratamentos, no entanto a
incidéncia foi baixa quando comparada com experimento em combinacdo de trés e com
todos isolados simultaneamente. Os isolados UnB 1321 (Enterobacter sp.) no sistema
BK e UnB 1326 (Klebsiella sp.) ¢ UnB 1322 (Enterobacter sp.) no sistema CO,
mostraram ser eficientes na supressdo da bacteriose, destacando-se com 100% de
controle.

No experimento em combinacdo de trés isolados e com todos aplicados
simultaneamente, em ambos o0s sistemas organicos a testemunha apresentou alta
incidéncia da doenga. No sistema BK, a testemunha diferenciou significativamente de
todos os tratamentos, inclusive da combinagdo UnB 1329 (Pseudomonas sp.) + UnB
1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) apresentando 87% ¢ 27%,

respectivamente, de plantas mortas. No sistema CO, houve alta percentagem da doenga
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em todos os tratamentos, no entanto nenhum tratamento diferenciou da testemuha que

apresentou 60% de plantas mortas.

127



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alfenas AC, Mafia RG, Sartorio RC, Binoti DHB, Silva RR, Lau D, Vanetti CA (2006)
Ralstonia solanacearum em viveiros clonais de eucaliptos no Brasil. Fitopatologia
Brasileira 31:357-366.

Baker K (1987) Envolving concepts of biological controlo f plant pathogens. Annual
Review of Phytopathology 25:67-85.

Barreti PB, Souza RM, Pozza EA (2008) Bactérias endofiticas como agentes
promotores do crescimento de plantas de tomateiro e de inibi¢do in vitro de Ralstonia
solanacearum. Ciéncia e Agrotecnologia 32:731-739.

Bashan Y (1998) Inoculants of plant growth-promoting bacteria for use in agriculture.
Biotechnology Advances 16:729-770.

Bringel JMM, Takatsu A, Uesugi CH (2001) Colonizacao radicular de plantas por
Ralstonia solanacearum biovares 1,2 e 3. Scientia Agricola 58:497-500.

Botelho GR, Mendonga-Hagler LC (2006) Fluorescent Pseudomonas associated with
the rhizosphere of crops- an overview. Brazilian Journal of Microbiology 37:401-416.

Cardoso SC, Soares ACF, Brito AS, Laranjeira FF, Ledo, CAS, Santos AP (2006)
Control of tomato bacterial wilt through the incorporation of aerial part of pigeon pea
and crotalaria to soil. Summa Phytopathology 32:27-36.

Chin-A-Woeng TFC, Bloemberg GV, Lugtenberg BJJ (2003) Phenazines and their role
in biocontrol by Pseudomonas bacteria. New Phytologist 157:503-523.

Cook RJ (1985) Biological controlo f plant pathogens: theory to application.
Phytopathology 75:25-29.

Dianese JC, Takatsu A (1985) Pseudomonas solanacearum biovar 1 isolada de
eucalipto em Monte Dourado, Estado do Para. Fitopatologia Brasileira 10:362
(Resumo).

El-Abyad M, El-Sayed MA, El-Shanshoury AR, El-Sabagh SM (1993) Towards the
biological controlo f fungal and bacterial diseases of tomato using antagonistic
Streptomyces spp. Plant and Soil 149:185-195.

128



Gava CAT, Pereira JC, Fernandes MC, Neves MCP (2002) Selecao de isolados de
estreptomicetos para controle de Ralstonia solanacearum em tomateiro. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 37:1373-1380.

Guo JH, Qi HY, Guo YH, Ge HL, Gong LY, Zhang LX, Sun PH (2004) Biocontrol of
tomato wilt by plant growth-promothing rhizobacteria. Biological Control 29:66-72.

Hallmann J, Quadt-Hallmann A, Mahafee WF, Kloepper JW (1997) Bacterial
endophytes in agricultural crops. Canadian Journal of Microbiology 43:895-914.

Hoitink HAJ, Fahy PC (1986) Basis for the controlo of soilborne plant pathogens with
composts. Annual Review Phytopathology 24:93-114.

Hoitink HAJ, Boehm MJ (1999) Biocontrol within the contexto f soil microbial
communities: A  substrate-dependent  phenomenon. Annual Reviews of
Phytopathology 37:427-446.

Hoper H, Alabouvette C (1996) Importance of physical and chemical soil properties in
the suppressiveness of soils to plant diseases. European Journal of Soil Biology 32:41-
58.

Janvier C, Villeneuve F, Alabouvette C, Edel-Hermann V, Mateille T, Steinberg C
(2007) Soil health through soil disease suppression: Which strategy from descriptors to
indicators? Soil Biology & Biochemistry 39:1-23.

Kado CI, Heskett MG (1970) Selective media for isolation of Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas. Phytopathology 60:969-976.

Lopes CA, Santos JRM (1994) Doengas do Tomateiro. Brasilia: EMBRAPA-CNPH:
EMBRAPA-SPI. 61p.

Lopes CA, Quezado-Soares AM (2000) Doengas causadas por bactérias em tomate. In:
Zambolim L, Vale FXR, Costa H (Eds.) Controle de Doencas de Plantas- Hortalicas.
Volume 2. Vigosa MG. UFV. pp.757-799.

Melo IS (1998) Agentes microbianos de controle de fungos fitopatogénicos. In: Melo
IS, Azevedo JL (Eds.) Controle Bioldgico. Jaguaritina- SP. Embrapa-CNPMA. pp.17-
67.

129



Moura AB, Romeiro R, Neves MCP (1998) Bioensaio para avaliagdo massal de
actinomicetos antagonistas a Ralstonia solanacearum, em tomateiro. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira 33:2065-2072.

Moura AB, Romeiro RS (2000) Actinomicetos pré-selecionados para o controle de
Ralstonia solanacearum com promotores de crescimento em tomateiro. Revista Ceres
47:613-626.

Pal KK, Gardener MB (2006) Biological control of plant pathogens. The Plant Health
Instructor DOI: 10.1094/PHI-A-2006-1117-02. Disponivel:
http://www.apsnet.org/education/advancedplantpath/topics/biolcontrol/pdfs/PHI-
BiologicalControl.pdf. Acesso em 24/11/2009.

Ramesh R, Joshi AA, Ghanekar MP (2009) Pseudomonads: major antagonistic
endophytic bactéria to suppress bacterial wilt pathogen, Ralstonia solanacearum in the
eggplant (Solanum melongena L.). World Journal of Microbiology and
Biotechnology 25:47-55.

Robbs CF, Cruz AP, Neto JR (1988) Algumas estratégias de controle a murcha
bacteriana (Pseudomonas solanacearum) em eucaliptos. Embrapa Jaguariuna, SP.
Comunicado Técnico n°3.

Romeiro RS, Neves DMS, Halfeld VBA, Mizubuti ESG, Deuner CC (2000)
Inadequacao de uso de apenas um patégeno desafiante na selecdo massal de residentes
de filoplano para fins de controle biologico- um caso. Phytopathologica 26: 142.
Abstract.

Romeiro RS (2007) Controle Bioldgico de Doengas de Plantas: fundamentos. Vigosa
MG. UFV.

Satoh K, Toyota K (2004) Comparison of disease suppressiveness of different soils
with or without repeated application of organic matters toward bacterial wilt of tomato
caused by Ralstonia solanacearum. Microbes and Environment 19:310-314.

Silva HAS, Romeiro RS (2004) Isolamento e sele¢do massal de rizobactérias como
indutoras de resisténcia sistémica a mancha bacteriana pequena do tomateiro. Ceres
51:345-354.

Silva FAS (2009) Versdao 7.5 do programa computacional Assistat para o sistema
operacional Windows. http:// www.assistat.com. Acesso em 16/10/2009

130


http://www.apsnet.org/education/advancedplantpath/topics/biolcontrol/pdfs/PHI-BiologicalControl.pdf. Acesso em 24/11/2009�
http://www.apsnet.org/education/advancedplantpath/topics/biolcontrol/pdfs/PHI-BiologicalControl.pdf. Acesso em 24/11/2009�
http://www.assistat.com/�

Silveira EB (2001) Bactérias promotoras de crescimento de plantas e biocontrole de
doengas. In: Michereff SJ, Barros R (Eds.) Protecdo de Plantas na Agricultura
Sustentavel- Recife: UFRPE. pp. 78-107.

Sun S, Wei AM, Wu HX, Wang J (2004) Advances in research on chemical and
biological controlo f plant bacterial wilt. Jiangxi Plant Protection 27:157-162.

Sudo S, Oliveira GHN, Percira AC (1983) Eucalipto (Eucaliptus sp.) e bracatinga
(Mimosa scabrella Penth), novos hospedeiros de Pseudomonas solanacearum E.F.
Smith. Fitopatologia Brasileira 8:631 (Resumo)

Takatsu A, Lopes CA (1997) Murcha-bacteriana em hortaligas: avangos cientificos e
perspectivas de controle. Horticultura Brasileira 15:170-177.

Uesugi CH, Tomita CK (2002) Murcha bacteriana. Cultivar HF. pp.12-14.

Vale FXR, Zambolim L, Zambolim EM, Alvarenga MAR (2004) Manejo Integrado das
Doengas doTomateiro: Epidemiologia e Controle. In: Alvarenga MAR (Ed.) Tomate:
producdo em campo, em casa-de-vegetacdo e em hidroponia. Lavras
MG.UFLA.pp.213-308.

Vanitha SC, Niranjana SR, Mortensen CN, Umesha S (2009) Bacterial wilt of tomato in
Karnataka and its management by pseudomonas fluorescens. BioControl 54:685-695.

Van Loon LC, Bakker PAHM, Pieterse MJ (1998) Systemic resistance induced by
rhizosphere bacteria. Annual Reviews Phytopathology 36:453-483.

Xue QY, Chen Y, Li SM, Chen LF, Ding GC, Guo DW, Guo JH (2009) Evaluation of
the strains of Acinetobacter and Enterobacter as potential biocontrol agents against
Ralstonia wilt of tomato. Biological Control 48:252-258.

Zoccoli DM, Tomita CK, Uesugi CH (2009) Ocorréncia de murcha bacteriana em
heliconias e musacea ornamental no Distrito Federal. Tropical Plant Pathology 34:45-
46.

Weller DM (1988) Biological controlo f soilborne plant pathogens in the rhizosphere
with bacteria. Annual Reviews Phytopathology 26:379-407.

131



Weller DM; Raaijmakers JM; Gardener MBB, Thomashow LS (2002) Microbial
populations responsible for species, soil supressiveness to plant pathogens. Annual
Rewiew of Phytopathology 40:309-348.

Whipps JM (2001) Microbial interactions and biocontrol in the rhizosphere. Journal of
Experimental Botany 52:487-511.

Yabuuchi E, Kosako Y, Yano I, Hotta H, Nishiuchi Y (1995) Transfer of two
Burkholderia and an Alcaligenes species to Ralstonia gen. nov.: proposal de Ralstonia
pickettii (Ralston, Palleroni and Doudoroff 1973) comb. nov., Ralstonia solanacearum
(Smith 1896) comb. nov. and Ralstonia eutropha (Davis 1969) comb. nov.
Microbiology and Immunology 39:897-904.

Yuan WM, Crawford DL (1995) Characterization of Streptomyces lydicus WYEC108
as a potential biocontrol agent against fungal root and seed rots. Applied and
Environmental Microbiology 61:3119-3128.

132



CONSIDERACOES FINAIS

Em solos agricolas ¢ possivel determinar diferentes grupos de bactérias que se
adaptam as condicdes mais extremas de temperatura (bactérias termofilas), pH
(bactérias acidofilas e alcalofilas) e salinidade (bactérias halofilas). Nestas amostras de
solos, a maioria dos isolados obtidos foram representados por bactérias Gram negativas,

e das Gram positivas ndo houve formadoras de esporos.

Os isolados enviados para identificacdo foram separados em trés grupos
distintos, com base nas reagdes positivas para as caracteristicas bioquimicas: o primeiro
grupo formado, com base no teste O/F, obteve-se sete isolados pertencendo a familia
Enterobacteriaceae, o segundo grupo com base no crescimento em meio King-B, dois
isolados de Pseudomonas spp.; e o terceiro grupo ndo relacionados taxonomicamente

com dois isolados, Giesbergeria sp. e Chryseobacterium sp.

No estudo da promo¢do do crescimento das plantas, no experimento com
aplicagdo individual, em ambos os sistemas organicos, os isolados UnB 1327
(Klebsiella sp.) e UnB 1324 (Enterobacter sp.) mostraram ser eficientes agentes
promotores do crescimento das plantas de tomate, avaliados em casa de vegetagdo.
Ambos os isolados se destacaram com maiores incrementos na altura das plantas, peso

da matéria fresca e seca, em relagao a testemunha (nao tratada).

Os experimentos em combinagdes de isolados mostraram que ndo tiveram
efeitos significativos na altura, peso da matéria fresca e seca, em ambos os sistemas
organicos, quando comparados com a aplicacdo individual que demonstrou melhores

resultados.

No estudo da supressdo de Ralstonia solanacearum, no experimento individual,
em ambos os sistemas organicos a testemunha tém mostrado maior incidéncia da doenca
em relagdo aos demais tratamentos, no entanto a incidéncia foi baixa quando comparada
com experimento em combinacdo de trés e com todos isolados simultaneamente. Os

isolados UnB 1321 (Enterobacter sp.) no sistema BK ¢ UnB 1326 (Klebsiella sp.) e
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UnB 1322 (Enterobacter sp.) no sistema CO, mostraram ser eficientes na supressdo da

bacteriose, destacando-se com 100% de controle.

No experimento em combinacdo de trés isolados ¢ com todos aplicados
simultanecamente, em ambos o0s sistemas organicos a testemunha apresentou alta
incidéncia da doenca. No sistema BK, a testemunha diferenciou significativamente de
todos os tratamentos, inclusive da combinagdo UnB 1329 (Pseudomonas sp.) + UnB
1322 (Enterobacter sp.) + UnB 1330 (Giesbergeria sp.) apresentando 87% ¢ 27%,
respectivamente, de plantas mortas. No sistema CO, houve alta percentagem da doenga
em todos os tratamentos, no entanto nenhum tratamento diferenciou da testemuha que

apresentou 60% de plantas mortas.
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ANEXO 1

Tabela- Composigdo ¢ quantidades de matéria primas utilizadas para a produgdo de composto

organico (compostagem) e composto bioativo (bokashi) (Tomita, 2001).

Composto Orgéanico (compostagem) Bokashi
Matéria prima Quantidade (t) Matéria prima Quantidade (Kg)

Bagaco de cana 10 Terra virgem 1.000

Terra de barranco 2 Composto 250

Farelo de arroz 2 Residuos de 250
leguminosas

Residuos de 2 Farelo da arroz 200

leguminosas

Farelo de mamona 1 Farinha de osso 100

Agua 45% (V/Iv) Cinza 100
Farelo de mamona 50
Rapadura 10
Amido de milho 5
Fuba 5
Agua 45% (VIV)
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ANEXO 2

Sequenciamento do 16S dos isolados

Isolado UnB 1326
CGGTCCAAGACTCCTACCGGGAGCAACCAAGTGGGAATATGCCACAATGGGCCAAGCCTGATGCCAGCCC
ATCCGCGTGTGTGAAGAAAGCCTTTCGGTTGTAAAGCCGTTTCGCGGGGAGCGGGGCGGTGATGTTTCTT
AGCCTTCCGTGTGGTGTTACGCGCCGCAGCAGGACGGTCTTTCTCCGTTCCAGGAGGGGGGGTAATATGG
CGGGTGGGCTTTTTAATCGGCTTTTGTGGGCGTCGCGCGCTCGGGGGCGGTTTGTCAAGTCGTATGTGAT
CTTTTCTGGCTGGGGGTGGTCACTGCATTTGCCCCTGGGGGTGTTGAGTGTTGTATAGGGTGGTCGATTT
GCGGGTTTCTTGGTGAGGTGCGTTGAGCTGTGTGGGACTGCCGGTGGCGGGGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
ATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTNAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC
TTCGGGAACTGTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAGTTTGGGTTTAAGTGCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCCAGCGGTTAACGGCCGGGTAACTCAAAGGAGACTGCCAG
TG

>lsolado UnB 1327
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGC
AAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTGG
GGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATA
ACCTTATCGATGACGTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCC
AGTTGTCGGGGTGAAAGCGTAGAGATCTGGAGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCG
GGAACTGTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGAGTTGTTGTGGTTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTCGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCATAAGGAGACTGCCAGTGTTAAA
GCTGGAGGCAAGGTGTGCGGAGTGACNTCAAGTCATNCACTGGCCACTTACCGACCAAGGGCTACACACG
TGCTAGCAATGGCATATACAAAGAGAGAGTGACACTCGGCGAGACGCTAAGCGGACCTCATAAAGTAGTC
GTCGTTAGTCCCGGATTTCGGAGTCTGCTNACTGCGCACTTCCTTATGAAGTC

>Isolado UnB 1321
CCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATTGNGGTTA
ATAACCTCAGCGGATGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGTTAGAA
TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGC
CTTCGGGAACTCTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTTTGTTGTTTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGAT
AAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACA
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ATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATT
GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCGAC

>lsolado UnB 1323
CCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATTGNTGGTT
AATAACCATCAGTCGATTGACGTACCCGCGAGAAACCCGCTACTCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTGT
TACTGAGGGGCAAGCTTAATTGGAATTCGTGGTCGTAAGCGCACGCAGGCGTTCTTCAAGTCGGTTGTTA
AATCCCCGGGCTTTACCTGGGAACTGCATTTGAACTGGCAGGCTAGATTCTTTTAAGGGGGGTAGAATTC
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTT
CGGGAACTCTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTGTAGTTGTTTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAA
CTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCATATAATGCGTGATC

>lsolado UnB 1330
CTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGCACTTCGGTGGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACA
TCGGAACGTGCCTAGTAGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATGAGATCTAAGGATG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTACTAGAGCGGCTGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAA
AGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGTTGTGAGAGGCCGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTGCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCG
TGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAGCCCTCTTCTAATACAGGAG
GTCATGCCGGTACCGTAAGGCTCAGCACCGGCAAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCG
CAAGCGTTAATCGGGATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGGCGTTTTGTAAGACAAGGGTGAAATCCCC
GGGCTCACCCTGGGAACTGCCTTTGTGACTGCAAGGCTAGATTACGGCAGAGGGGGATGGAATTCCGCGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGGCCTGTACTGAC
GCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCA
ACTGGTTGTTGGTTCTTAATTGACTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCTCGAAAGA
GAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTGTTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGCCATTAGTTGCTACGAAAGGCACCTCTAATGGGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTAC
AAAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAGCCAGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAA
CTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGA

>Isolado UnB 1324
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGC
AAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGGGTCCTGGCGTCTGCTGTGCCCCGCTGGGATTGGCTAGTAGGTGG
GGTAGTGGTACCTGAGGCGACGATCCCTAGGTGGTCTGAGAGGATGGCCAGCCACCGTGGAACTGTGACA
CGGTCCAGACTTCTACGGGAGGCAGCCGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATG
CCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTTGAAAGTGTATTTATCGGGAAGGAGTGGGGTTAATTTTGTTG
GGTTATTACTTGGCGTGTCTTCCAGGAAATGCACCGGCTAATTCTGTGCCCGCACCGCTGTTTTACGGGG
GGTGCAAGCTTTTATCGGAATTTGTGGGCTTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCGGGTGTGGAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTTGCAGGCTAGAGTCTTTTAGAGGGGGGTAGAATTCC
AGGTTTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGACAAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTC
GGGAACTCTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTTTTGTGTGTTGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAA
CTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
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GCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGATAGTAATCGTAGATCGG

>lsolado UnB 1331
CCTAACACATGCAAGCCGAGCGGTAGAGTTCCTTCGGGAACTTGAGAGCGGCGCACGGGTGCGGAACACG
TGTGCAACCTGCCTTTATTGGGGGATAGCCTTTCGAAAGGAAGATTAATACCCCATAATATACTGGATGG
CATCATNCGGTATTGAAAACTCCGGTGGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATTAGATAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGTCCACGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGA
CCAGCCTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATGTTGGACAATGGGTGAGAGCCTGGTCCAGCCATCCCGC
GTGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACTCTCGTGAGAGTAG
GTGAAGTTCTTAATTCGGCTGTGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAA
GCGTTATCCGGATTTAATGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATCTGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCACAG
CTTAACTGTGAAACTGCCATTGATACTGCAGGTCTTGAGTGTTGTTGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTA
GCGGTGGAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAAGCAACAACTGACGCT
GATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGCTAACT
CGTTTTTGGGTTTTCGGATTCAGAGACTAAGCGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCA
AGTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGATAC
GCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAAATGACAGGCTTAGAAATAGGCTTTTCTTCGGACATTTTT
CAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACC
CCTGTCACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGGACTCTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCCACACACGTAATACAATGGCCGGTACAGAGG
GCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCTATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGC

>lsolado UnB 1325
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGC
AAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGGCCTGGGCTTTGCCTCGATGGGATTGGCTGGTAGTTGG
GGTCCCGGCTACGTGGCGACGATCCCTAGTGGTTTGAGGGATGCCCAGCCACCCTGGAACTGAGACCCGT
CCAGACTTCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATACCTCA
CCGATGACGTACCCTCAGCCGTTGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA
AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGG
GCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGAT
TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAA
CTGTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGAGTTGTA

>lsolado UnB 1328
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGGGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGG
AGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA
AAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCG
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTGATCCCTT
GGTGTTTTTCGTTACCTTCGGGATAGGCATCGGCTGCGTTTGTGCCCGGAGGCGGTGTTTTGCGCAGGGT
GCGCGCGTTAGTGGGCATTCTTGGGGGTTAAGGGCGCGTCGGTGGTTCAGCAGTTGGATGTGGAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCCAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAAGGGTGGTGGAATTTCCTGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACA
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA
CTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGA
ACTCAGACACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAG
CGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGG
TACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTG
CAACTCGACTGCGTGAAGTCGAATCGACTAGTAATTCGTGATCAGA

>lsolado UnB 1322
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
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GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GGGGTAATGGCTCACGAGGCGACGNCCCTCGGTTGTGGAGAGGGATGGCCCGCCCCCCTGGAACTGGAAC
CCGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGCAAGCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATA
CGCTCATCAATTGACGTACCCTCCAGAGAGTACGCTGGCTAAGTCCGTGCCAGCGTCCGCGGTGATACGA
GGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTTCTGGGCGTAACGCGCACGCCGGCGGTTTTTTAAGTCAGATGTGAA
ATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGGAACTGGCAAGCTAGATTCTCTTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAG
ACTGACGCTCAGTTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
ATGTCGATTTGGAGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCT
TCGGGAACTCTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGTTGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATTA
ACTGGAAGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGG
AGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGA

>Isolado UnB 1329
GCTCCTTGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCG
AAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGAT
GAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAG
AGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCCAGATCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAACGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTT
AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTGGACCGTTACCGACAGAATAAGCACCGGGC
TAAACTCTGTGCCAGCTAGCCGCGGTAATACAGAGGGTTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTCGCTTAAGTTGGATTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTG
ACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGT
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