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BIOENSAIO PARA AVALIAGAO MASSAL
DE ACTINOMICETOS ANTAGONISTAS A RALSTONIA
SOLANACEARUM, EM TOMATEIRO!

ANDREA BITTENCOURT MOURA?, REGINALDO DA SILVA ROMEIRO?
e MARIA CRISTINA PRATANEVES?

RESUMO - O potencial antagonistico de 190 isolados de actinomicetos,
obtidos de diferentes solos, da rizosfera, do rizoplano ¢ de tecidos
internos de plantas sadias (endéfitas), foi avaliado contra Ralstonia
solanacearum. Sementes de tomate foram tratadas com suspensio de
propédgulos destes actinomicetos em agitagdo por dez minutos, ¢ pos-
tas a germinar em solo naturalmente infestado por R. solanacearum
em condiges controladas por 45 dias, avaliando-se controle da mur-
cha. Dezoito isolados proporcionaram 100% de controle. Foram com-
parados os métodos de aplicagio: por imers3o de sementes, imersdo de
rafzes nuas, e imersio de sementes com posterior imerso de rafzes. A
forma mais eficiente de aplicagfo, considerando porcentagem de con-
trole, em relagdo A maioria dos tratamentos, foi a imersfo de sementes
na suspensdo de propigulos.

BIOASSAY FOR MASSAL ASSESSING OF ANTAGONISTIC
ACTINOMYCETES AGAINST RALSTONIA SOLANACEARUM
ON TOMATO CROP

ABSTRACT - The antagonistic potential of 190 actinomycetes iso-
lated from rhizosphere, rhizoplane and root tissue (endophytics) of
tomato was assessed against Ralstonia selanacearum. Tomato seeds
were treated with propagules suspension of these actinomycetes in
agitation for ten minutes and then, sowed in R. solanacearum natu-
tally infested soil. The plants were grown at 28°C for 45 days, for
wilting control, and the percentage of infected plants was recorded.
Eighteen actinomycetes showed 100% of control. The best way of
inoculation of the antagonists, such as in seeds, in roots or seeds and
root soaking was evaluated. The most efficient way of application
(control percentage) was by dipping the seeds in a propagules suspen-
sion of actinomycetes.

A murcha-bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum & uma das
mais sérias doengas do tomateiro, que ocorre em todo o territério nacional
(Lopes & Quezado-Soares, 1997). A bactéria apresenta uma longa sobrevi-
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véncia no solo ¢ na rizosfera de plantas daninhas ou de outros hospedeiros
alternativos (Granada & Sequeira, 1983), A variabilidade genética de
R. solanacearum tem possibilitado adaptago (Hayward, 1991). O controle da

- murcha-bacteriana tem-se restringido 4 adogiio de medidas preventivas e cul-
- turais (Lopes & Santos, 1994). O controle biolégico através de antagonistas

tem possibilitado solugio vidvel para varias doenc;as consideradas de dificil
controle,

Os actinomicetos compreendem um grupo dc procanotas naturalmente
habitantes dos solos, que se adaptam a diversas condi¢des de ambiente
(Goodfelow & Williams, 1983). No solo produzem antibitticos (Kom-Wendisch
& Kiitzner, 1992) ¢ sdo capazes de colonizar rizosfera (Miller et al., 1989) e
tecidos internos das plantas (Sardi et al., 1992), Trabalhos visando ao contro-
le da murcha pelos actinomicetos datam de 1935 (Hino, citado por Thornton &
Skinner, 1953). Mais recentemente, obtiveram-se bons resultados no controle
de R solanacearum em batata-doce, banana e tomate, utilizando diferentes
espéctes de Streptomyces (Gao et al., 1983; El-Abyad etal., 1993a, 1993b).

O controle biolégico parte de uma selegio in vitro de microorganismos
com potencial antagonista contra determinados patégenos (Baker & Cook,
1974). A selegdo in vitro possibilita avaliar uma populagio elevada, além de
ser um método prético, rapido, que permite padronizagdes. Por outro lado
geralmente ndo h4 correlagiio significativa entre antagonismo demonstravel
em cultura e efetividade em condigdies de campo (Andrews, 1985). A selegiio
in vivo, ainda que seja um processo demorado e com maior exigéncia de

© espago € material, tem sido considerado como essencial para chegar ao con-

trole em condigdes de campo (Mariano, 1993). Neste ponto, surge uma deci-
s¥o dificil: ou se trabalha com poucos candidatos, mas em uma condigio bem
préxima & do cultivo do hospedeiro, ou se utiliza uma grande populagdo de
microorganismos em condigdes artificiais bem diferentes das encontradas em
condigdes de campo. Qualquer que seja a opgio do pesquisador, implicagdes
em perdas — seja no tempo gasto em uma selegdo em que seus resultados
podem ndo se corresponder quando realizada in vivo —, seja pelo pequeno
universo explorado, diminuindo as possibilidades de se encontrar um
controlador altamente efetivo, como na primeira opgio.

Neste trabalho, objetivou-se a seleg8o massal, em cdmara de crescimento,
de actinomicetos isolados de solos, de rizosfera, de rizoplano e de tecidos
internos de tomateiro com potencial para o controle de R. solanacearum, ¢
verificar a melhor forma de aplicar o potencial antagonista.

Cultivoe manutencﬁo dos mlcroorgamsmos _

Os actinomicetos utilizados foram 1solados de solo, da rlzosfera e do
rizoplano, pelos métodos de dilui¢do em placas-de-Petri, e de espalhamento
de solo em meio de extrato de solo (Pramer & Schmidt, 1964). Foram adiciona-
dos ao meio cicloheximida e nistatina na concentragZo final de 100 ppm (Williams
& Davies, 1965) e de fenol a 0,7% (Lawrence, 1956), com ¢ sem pré-tratamento’
térmico, ¢ também de tecidos internos de tomateiros sadios, por deposicio,
no mesmo meio, de secglio transversal de raiz, ex}emamente estei"ilizada. To-’

- i
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dos os isolados de actinomicetos foram preservados por repicagem tubo a
tubo {Williams & Wellington, 1982).
0 isolado de R. solanacearum foi obtido segundo Klement et al. (1990).

Condigdes do ensaio

As plantas de tomateiro foram mantidas em cimara de crescimento a 28°C
e observadas diariamente. Para avaliagfio dos resultados, foram feitos testes
de exsudago em gotas (Lelliot & Stead, 1987) em todas as plantas com sinto-
mas tipicos. Ao final de 45 dias, as plantas que ainda nfo haviam manifestado
qualquer tipo de sintoma foram avaliadas, para verificar a presenga da bacté-
ria, observando-se, a0 microscopio, presenca ou ndo, de exsudagdo bacteriana.
Os resultados foram expressos em namero de plantas ndo infectadas por
fratamento.

Avaliacfo do potencial de antagonismo

Sementes foram imersas em suspensio salina (NaCl 0,85%) de propigulos
de actinomicetos ODs4=0,20, obtida a partir de meio s6lido, por 10 minutos, e
colocadas para germinar em pequenos copos de plastico contendo 10 g de
solo naturalmente infestado por R. solanacearum. ‘

Em cada isolado de actinomiceto foram depositadas cinco sementes. Como
testemunha, sementes foram imersas em 4gua. Nao foram feitas repetigdes.

Nos tratamentos em que ao final do perfodo avaliado n3o surgiram plantas
infectadas, procedeu-se a uma nova semeadura, com sementes ndo-tratadas,
para verificagdo da presenga de um nivel populacional de R. solanacearum
capaz de causar infecgio.

Avalia¢io da melhor forma de aplicagio dos actinomicetos

Solo tratado com brometo de metila foi infestado com R. solanacearum,
por encharcamento, utilizando-se suspenso bacteriana com 10° CFU/mL, na
proporcdo de 0,5 mL/g de solo.

_Nesta triagem, foram utilizados todos os isolados de actinomicetos que na
avaliagiio do potencial apresentaram alto potencial de controle, bem como
alguns de baixo controle, para comparagdes, num total de 26 isolados.

Esta avaliagfo foi feita em trés modalidades de tratamento: imersdo de
sementes; imersdo de rafzes; imers3o de sementes com posterior imersdo de
rafzes (Kerr, 1980). Utilizou-se uma semente ou uma planta por recipiente con-
tendo 30 g de solo infestado artificialmente, em oito repeti¢des, sendo cada
parcela constitufda de uma planta. Como testemunha, imergiram-se as semen-
tes e, oy, rafzes em Agua.

O isolado de R. solanacearum utilizado foi obtido e mantido sob ¢leo
mineral, em solo esterilizado e emulsificado em glicerina (Klement et al., 1990).

Dos 190 actinomicetos utilizados na avaliagfio do potencial antagénico,
18 isolados resultaram em 100% de controle, 34 em uma planta doente, 44 em
duas plantas doentes, 43 em trés plantas doentes, 24 em quatro plantas doen-
tes, & 23, inclusa a testemunha, em c¢inco plantas doentes.

Em todos os tratamentos onde um segundo semeio foi necessério, surgi-
ram plantas doentes numa proporgdo que variou de 10 a 80%, o que comprova
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que existia um nivel de inéculo minimo para causar infecgdo (Goodman et al.,
1986).

Os actinomicetos utilizados nesta avaliagiio podem ser considerados como
de alto potencial antagdnico, uma vez que 10% deles proporcionaram 100%
de controle, e outros 20% propiciaram 80% de controle da enfermidade. A
porcentagem de controle também ¢ satisfatéria, pois, além de ndo existir con-
trole efetivo para esta doenga, resultados de pesquisas com controle in vivo
costumam apresentar indices inferiores ou similares a esses, como o alcanga-
do pelo isolado Nongkang 321 de Streptomyces em condigdes de campo em
batata-doce, controlando R. solanacearum ao nivel de 70 a 80% ( Gao et al,,
1983), e por Streptomyces pulcher e Streptomyces citreoffuorescens, varian-
do de 42,9 a 100% de controle para R. solanacearum e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis em tomate (El-Abyad et al., 1993a).

Os tratamentos por imerslo de 6rgdos vegetais, embora tenham apresenta-
do bons resultados, como no controle de Colletotrichum falcatum (Sharma &
Sinha, 1982) em tolete de cana-de-agiicar, € por imers3o de raizes de tomateiro
em suspensio de Streptomyces ochraceiscleroticus no controle de Fusarium
oxysporum (Turhan, 1981) resultaram em alta porcentagem de infeccio dos
tomateiros por R. solanacearum. A imersdo de raizes pode ter ocasionado
ferimentos, abrindo caminho para entrada do patdgeno; apesar de
R. solanacearum n3o necessitar de ferimentos para penetrar ¢ causar infec-
¢%o (Vaughan, 1944), os ferimentos aumentam em muito a ocorréncia da doen-
ca (Buddenhagen & Kelman, 1964). Hi também a possibilidade de que outros
pontos tenham interferido, como a ndo-aderéncia e a colonizagiio pelos
actinomicetos, dentre outros.

A superioridade da aplicagio por sementes estd claramente mostrada na
Fig. 1. Esses resultados estio em conformidade com os obtidos no controle
de Rhizoctonia solani, Alternaria brassicicole (Kundu & Nandi, 1984;
Tavonen, 1985; Tahvonen & Avikainen, 1987) e também com os dados encon-
trados no controle de R. solanacearum em tomate, em que a melhor forma de
aplica¢ao foi a cobertura de semente com esporos (El-Abyad etal., 1993a).

Talvez a cobertura de sementes sejauma forma melhor de aplicar o antago-
nista, j4 que, assim, um nimero maior de propagulos € carregado (El-Abyad
et al., 1993a). A aplicagio de microrganismos ao solo ou s sementes pode
induzir protegiio contra microrganismos deletérios e patogénicos (Tuzun &
Kloepper, 1995). O tratamento das sementes e seu plantio em solo esterilizado
pode ter acarretado o surgimento de resisténcia induzida, pois o periodo de
tempo decorrido entre o contato da planta com o antagonista e a inoculagdo
do patégeno foi o suficiente para que, caso tenha ocorrido a indug3o, a resis-
téncia se manifestasse. Porém, nfio s¢ pode excluir outras possibilidades uma
vez que o patdgeno ¢ o controlador nfio estavam separados espacialmente
{Liuetal., 1995).

A necessidade de se desenvolverem metodologias mais proximas das con-
di¢des naturais que testes in vitro, que permitam avaliar populagies de mi-
crorganismos de forma massal ¢ em pequeno intervalo de tempo, atualmente é
o ponto de estrangulamento de muitos programas de controle biolégico. Al-
guns pesquisadores, visando minimizar este problema, usaram com sucesso
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orgios destacados, como folhas de Kalanchoe tubiflora para avaliagdo do
potencial de controle de procariotas diante de .dgrobacterium tumefaciens
(Napolefio, 1936). - '

Os testes de selegdo in vivo usados neste trabalho permitiram avaliar gran-
de numero de microorganismos em curto intervalo de tempo, utilizando-
-se a planta inteira do hospedeiro cultivado em solo natural, embora as condi-
¢des climaticas ainda fossem controladas. Dessa forma, reduziram-se etapas,
como, por exemplo, a selegdo em laboratério e em casa de vegetagio; porém,
cabe ressaltar que esse tipo de teste n3o pode ser tomado comoe definitivo, ¢
Gue outras etapas de um programa de controle, como é o caso das avaliagdes
de campo, necessitam ser cumpridas. | .
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FIG.1. Niimero de plantas sadias apds tratamento de
raizes (A), raizes e sementes (B) e sementes (C)
com 26 actinomicetos, em solo naturalmente in- -
festado por Ralstonia solanacearum, ’
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Os resultados do presente trabalho permitem considerar os isolados de
actinomicetos com alto potencial para o controle de R solanacearum em
tomateiro, principalmente quando veiculados is sementes.

Estudos posteriores, em condi¢des de campo, fazem-se necessarios, para
verificar o comportamento destes actinomicetos em condigdes de cultivo,
bem como avaliar a concentragdo de indculo e sobrevivéncia do antagonista.
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