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RESUMO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi elaborado segundo normas técnicas estabelecidas pela
Cadernos de Ciéncia & Tecnologia - CC&T, para avaliagdo da banca examinadora e, posteriormente,
sera encaminhado a comissdo editorial deste periddico. No controle do fungo fitopatogénico Alternaria
sp., a aplicagdo de fungicidas é o método de controle mais utilizado, o que pode gerar consequéncias
negativas a0 meio ambiente. Para se obter uma abordagem mais sustentavel, o presente trabalho avaliou o
potencial antagonista das bactérias endofiticas isoladas de plantulas de tomateiro das cultivares Cereja,
Rasteiro Rio Grande e Tomateiro cv. "Hibrido Chapolin' sobre o crescimento micelial do fungo patogénico
Alternaria sp. “in vitro”. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto
pelo cultivo do isolado do fungo fitopatogénico Alternaria sp. em 13 tratamentos (Testemunha e 12
isolados bacterianos previamente selecionados) com quatro repeticdes. Em relagdo a testemunha, a taxa
de nibicdo do didmetro micelial variou de 29,8 a 64,2% ¢ a velocidade de crescimento de 33,7 a 72,4%
na presenca das bactérias endofiticas, com destaque para os isolados CB3 (Bacillus siamensis KCTC
13613) e RBIOT (Bacillus velezensis CR-502). As bactérias endofiticas isoladas do tomateiro Cereja e
Rasteiro Rio Grande apresentam potencial de mibicdo contra o fungo fitopatogénico Alternaria sp. e

podem ser uma alternativa ecologica e futura para uso no controle biologico.

PALAVRAS-CHAVE: Solanaceae, antagonismo, controle biologico, fitopatdgeno
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Bactérias endofiticas do tomateiro como inibidoras de crescimento de Alternaria sp.

Resumo: No controle do fungo fitopatogénico Alternaria sp., a aplicacdo de fungicidas ¢ o método de
controle mais utilizado, o que pode gerar consequéncias negativas ao meio ambiente. Para se obter uma
abordagem mais sustentdvel, o presente trabalho avaliou o potencial antagonista das bactérias endofiticas
isoladas de plantulas de tomateiro das cultivares Cereja, Rasteiro Rio Grande e Hibrido Chapolin sobre o
crescimento micelial do fungo patogénico Alternaria sp. “in vitro”. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado composto pelo cultivo do isolado do fungo fitopatogénico Alternaria sp. em
13 tratamentos (Testemunha e 12 isolados bacterianos previamente selecionados) com quatro repeticoes.
Em relagdo a testemunha, a taxa de mibicao do didmetro micelial variou de 29,8 a 64,2% e a velocidade
de crescimento de 33,7 a 72,4% na presenca das bactérias endofiticas, com destaque para os isolados
CB3 (Bacillus siamensis KCTC 13613) e RBI10T (Bacillus velezensis CR-502). As bactérias
endofiticas isoladas do tomateiro Cereja e Rasteiro Rio Grande apresentam potencial de inibi¢ao contra o
fungo fitopatogénico Alternaria sp. e podem ser uma alternativa ecoldgica e futura para uso no controle
biolégico.

Termos para indexac¢ao: Solanaceae, antagonismo, controle biologico, fitopatdogeno

Tomato endophytic bacteria as growth inhibitors of A/ternaria sp.

Abstract: In the control of the phytopathogenic fungus Alternaria sp., the application of fungicide is the
most used control method, which can generate negative consequences for the environment. To obtain a
more sustainable approach, the present work evaluated the antagonistic potential of endophytic bacteria
isolated from tomato seedlings of the cultivars Cereja, Rasteiro Rio Grande and Hibrido Chapolin on the
mycelial growth of the pathogenic fungus Alternaria sp. “in vitro”. The experimental design used was
completely randomized, consisting of the cultivation of an isolate of the phytopathogenic fungus Alternaria
sp. in 13 treatments (Control and 12 previously selected bacterial isolates) with four replications. In
relation to the control, the inhibition rate of mycelial diameter ranged from 29.8 to 64.2% and the growth
rate from 33.7 to 72.4% in the presence of endophytic bacteria, with emphasis on CB3 isolates (Bacillus
siamensis KCTC 13613) and RB10T (Bacillus velezensis CR-502). The endophytic bacteria isolated
from the tomato plant Cereja and Rasteiro Rio Grande have mhibition potential against the
phytopathogenic fungus Alternaria sp. and can be an ecological and future alternative for use in biological
control.

Index terms: Solanaceae, antagonism, biologic control, phytopathogen
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INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) ¢ uma importante cultura agricola no Brasil. Entretanto, esta
espécie sofre com perdas significativas principalmente devido a incidéncia de fungos, bactérias, virus ou
msetos pragas, quando atingem potencial de dano econdmico (Teixeira, 2022).

Na agricultura convencional, o controle de fitopatdgenos tem sido comumente realizado através do
uso de agrotoxicos, o que pode gerar consequéncias nocivas ao meio ambiente € aos seres humanos
(Sharma et al., 2021, 2023).

No tomateiro, Tofoli & Domingues (2018) mencionaram que os fungos fitopatogénicos do género
Alternaria possuem alta agressividade, cujo controle pode ser feito pelo uso de fungicidas ou pelo manejo
da cultura, como: evitar o plantio em épocas favoraveis a doenca, realizar rotagdo de culturas com familias
de plantas ndo-alvo ao patogeno, eliminacao de restos culturais e a escolha de cultivares resistentes.

De forma alternativa ao controle quimico, as bactérias endofiticas que vivem internamente nas
plantas podem sintetizar metabolitos secundarios, tais como fendis, quinonas e alcaldides, bem como
podem liberar enzimas liticas responsaveis pela degradagdo da parede celular fingica ou pela reducdo da
disponibilidade de nutrientes aos patdgenos; e produzir lipopeptideos ou compostos volateis, os quais sao
capazes de inibir o crescimento do patdgeno ou induzrr a resisténcia sist€émica no vegetal, o que reduz a
incidéncia de doengas (Morales-Cadefio et al., 2021).

Em relagdo ao controle biologico de fungos pertencentes ao género Alternaria, Tofoli &
Domingues (2018) relataram que o uso de produtos a base de Bacillus pumilus aplicados de forma
preventiva no solo ou no substrato de produgdo das mudas, t€m mostrado eficiéncia no controle deste
fitopatogeno.

Por sua vez, Hazarika et al. (2019) constataram que a bactéria endofitica Bacillus subtilis das
folhas da cana-de-actcar possui agdo antifingica contra os patdgenos Alternaria e Fusarium. Da
mesma forma, Sharma et al. (2021) mencionaram que a bactéria endofitica Bacillus siamensis, obtida das
plantulas de duas variedades indianas de tomateiro (Pusa Ruby e uma variedade local), apresentou
potencial antagonista “in vitro” contra os fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, Verticillium lateritium e Alternaria solani.

Na literatura, até o presente, ndo foram encontradas referéncias correlacionadas ao uso de bactérias
endofiticas do tomateiro cereja e de cultivares do tomateiro de mesa cultivados no Brasil que visem o
controle de fitopatdgenos da propria cultura, as quais podem ter melhor adaptacdo e eficiéncia sobre o
controle bioldgico de fitopatdgenos, quando comparado aos micro-organismos obtidos de outros tipos de

plantas.



O atual experimento buscou isolar, identificar e avaliar a nibicdo “in vitro” de bactérias endofiticas
do tomateiro sobre o crescimento micelial do fungo do fitopatogénico Alternaria sp. com o intuito de

buscar uma alternativa ecoldgica para o controle deste patdogeno.

MATERIAL E METODOS
Germinacio e sanidade das sementes

Os micro-organismos endofiticos utilizados foram obtidos de plantulas de tomateiro das cultivares
Cereja (REF 261), Rasteiro Rio Grande (REF 265) e Hibrido Chapolin (REF 268), cujas sementes nao
foram tratadas quimicamente ou passaram por transgenia, € eram provenientes do fabricante brasileiro
ISLA Sementes Ltda.

A cultivar do tomateiro cereja utilizada ndo apresenta resisténcia a nenhum patdgeno. O tomateiro
cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ possui resisténcia a murcha do Fusarium 1 e 2 e murcha de Verticillium. O
tomateiro cv. ‘Hibrido Chapolin® apresenta tolerancia ao Virus do encarquilhamento (Tomato leaf curl virus
— ToLCV), a Pinta preta (Alternaria sp.), a requeima, a murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum), a
nematoides e aos fatores abioticos, tais como: estresse térmico ¢ hidrico (ISLA, 2023).

Foram selecionadas 50 sementes de cada cultivar, posteriormente submetidas a desinfeccao
superficial pela imersdo em alcool 70%, hipoclorito de sddio 0,2%, seguido pela triplice lavagem em dgua
destilada autoclavada durante 1 minuto em cada solucao.

A cada 25 sementes desinfestadas, foi realizada a distribuicdo em caixas do tipo Gerbox com trés
folhas de papel de filtro qualitativo autoclavadas e umedecidas em dgua destilada autoclavada. Foram
realizadas duas repeticdes por cultivar.

A incubagdo foi feita em BOD a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz durante cinco dias, onde
foram adicionados 5 mL de dgua destilada autoclavada apenas no segundo dia ap6s a semeadura.

A partir desse processo, foram analisadas a taxa de germinagdo das sementes, a sanidade das
sementes, o pH da agua destilada e a condutividade elétrica da dgua destilada.

A taxa de germinacdo (G, %) das sementes foi determinada pela equacdo: G (%) = (nimero de
sementes germinadas x 100)/ nimero total de sementes.

A sanidade das sementes foi avaliada pela taxa de contaminagdo por fitopatdgenos nas sementes
pela equagdo: C (%) = (nimero de sementes contaminadas x 100)/ numero total de sementes. A
identificacdo taxondmica dos fungos fitopatogénicos foi realizada com base nas caracteristicas
morfologicas da estrutura reprodutiva segundo Barnett e Hunter (1998).

O pH e a condutividade elétrica foram determmados segundo Silva (2009).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e nos casos em que houve

diferenca significativa, aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa SISVAR.



Isolados bacterianos endofiticos

Uma vez produzidas as plantulas das cultivares de tomateiro para obtencdo das bactérias
endofiticas, foi realizada a retirada de fragmentos de até 0,5 cm da radicula ou dos foliolos das plantulas
selecionadas com base no desenvolvimento vegetativo, apos o teste de germinacao e sanidade realizado
no bioensaio anterior.

A cada quatro fragmentos de plantulas, o material vegetal foi transferido para meio de cultura a base
de batata-dextrose-agar (BDA comercial, 39 g.L'!) acondicionado em placas de Petri. Foram realizadas
trés repetigoes por cultivar com incubagao realizada em BOD a 28 + 1 °C com fotoperiodo de 8 h de luz
durante cinco dias.

A variavel analisada foi o nimero de bactérias endofiticas por cultivar, obtido apods a realizagdo da
diluigio em série até 10° das colonias bacterianas observadas por cultivar, segundo a metodologia de
Madigan et al. (2004) com modificagdes, com o mtuito de obter culturas bacterianas puras.

Para isto, foi transferido um disco de meio de cultura colonizado pelo isolado bacteriano de 6 mm
para um tubo de ensaio com 10 mL de 4gua destilada autoclavada e agitado com auxilio do Vortex.
Posteriormente, foi retirada uma aliquota de 1 mL da solugdo que continha o disco colonizado pela
bactéria e transferida para tubos de ensaio com 9 mL de 4gua destilada autoclavada (diluigio de 107) e
agitado novamente. O processo foi repetido até a diluigdo de 10°. A partir da dltima diluigdo (107) foi
transferida uma aliquota de 1 mL da solugdo, para placas de Petri com meio de cultura BDA comercial e
distribuida sobre o meio com auxilio da algca de Drigalski. A ncubagao foirealizada em BOD a 28 + 1 °C
com fotoperiodo de 8 h de luz durante cinco dias.

As colonias bacterianas obtidas foram quantificadas e identificadas pelas pelas siglas CB (Tomateiro
cv. ‘Cereja’), RB (Tomateiro cv. ‘Rasteiro Rio Grande’) e HB (Tomateiro cv. ‘Hibrido Chapolin’),
seguidas pela numeracdo sequencial.

Os micro-organismos endofiticos obtidos foram conservados em tubos de ensaio com meio BDA

em geladeira a 4 °C.

Selecao de bactérias endofiticas com potencial antagonista ao fungo Alternaria sp.

O isolado do fungo fitopatogénico de Alternaria sp., agente causal de manchas foliares e da Pinta
preta no tomateiro, utilizado no bioensaio foi o0 ALT23. O moculante fingico foi obtido a partir do tomate
que apresentou os sintomas caracteristicos da doenca. Foram retirados fragmentos do fruto e transferidos
para placas de Petri com meio de cultura BDA comercial. A incubagao foirealizada em BOD a 28 £ 1 °C

com fotoperiodo de 8 h de luz durante sete dias.



Foi realizado um bioensaio para a selecdo das bactérias endofiticas antagonistas de Alternaria
sp., onde no centro de placas de Petri com meio BDA, foi posicionado um disco micelial do fungo
fitopatogénico com 5 mm de didmetro e quatro discos de papel de filtro autoclavados de 5 mm de
diametro e umedecidos com dgua destilada autoclavada que foram imersos, isoladamente, em cada colonia
bacteriana obtida anteriormente, distribuidas ao seu redor. O cultivo foi realizado em BOD a 28 + 1 °C
com fotoperiodo de 8 h de luz durante 34 dias.

As variaveis analisadas foram: a alteragdo do formato ¢ da intensidade de alteragdo do crescimento
micelial do fungo fitopatogénico na presenca dos isolados bacterianos endofiticos aos 5 dias da
moculacdo. A alteracdo formato (ALT-FORM) do crescimento micelial do fungo fitopatogénico frente as
bactérias endofiticas foi avaliada pelo critério subjetivo, em que: (+) altera e inibe o crescimento e (-) ndo
altera e ndo nibe o crescimento, em comparagdo ao crescimento caracteristico deste isolado fliingico
fitopatogénico.

A mntensidade de alteragdo (INT-ALT) do crescimento micelial do fungo ALT23 foi avaliada aos 34
dias de cultivo pelo critério subjetivo: Moderado e Forte, em que: “moderado” indica pouca nibicdo do
crescimento micelial; e “forte” equivale a redugdo ou alteragdo intensa do crescimento micelial.

As bactérias classificadas como “fortes” foram selecionadas para a avaliacdo de mibicdo do
crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. e identificadas a nivel de espécie pelo método

de sequenciamento de DNA da regido 16S do ribossomo através do sistema taxonomico EzBiocloud.

Inibicio do crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. por bactérias endofiticas

Para avaliar a taxa de mibigdo do crescimento micelial do isolado ALT23 pelos isolados
bacterianos endofiticos foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado composto por
13 tratamentos com quatro repeticdes: testemunha (fingo fitopatogénico, sem noculagdo de isolados
bacterianos) e 12 isolados bacterianos (CB2, CB3, CB5, CB6, HB19A, HB22A, RB9A, RB10T, RB12,
RB13, RB14 e¢ RBIST). Os isolados bacterianos utilizados neste bioensaio foram selecionados no
bioensaio anterior conforme a intensidade de alteracdo do crescimento micelial do fungo fitopatogénico.

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item anterior, entretanto, foi estabelecida uma
distancia de 2,5 cm entre o disco micelial do fungo e os quatro indculos bacterianos em placas de Petri
commeio BDA comercial. A incubagao foirealizada a temperatura ambiente durante cinco dias.

As varidveis analisadas foram: o didmetro micelial (DM), a velocidade de crescimento (VM), a
porcentagem de nibicdo do didmetro micelial (PIC-DM) e da velocidade de crescimento (PIC-VM), a
mtensidade de inibicdo do crescimento micelial (IN-ALT) e o odor.

O diametro micelial (DM, em cm) foi obtido pela média de duas medigdes cruzadas do crescimento

do fungo fitopatogénico com auxilio de régua milimetrada, ap6s o quinto dia de cultivo.



A velocidade de crescimento (VM, em cm.dia™) foi avaliada pela equagdo: VM = (A-B)/C x 100,
em que: A = valor do didmetro micelial final, B = valor do didmetro micelial inicial e C = intervalo de
tempo em dias. O didmetro inicial utilizado foi o disco micelial de 5 mm do meio de cultura colonizado pelo
fungo ALT23. A velocidade de crescimento micelial fo1 avaliada apos o quinto dia de cultivo.

A porcentagem de mibicdo do didmetro micelial (PIC-DM, %) e da velocidade de crescimento
(PIC-VM, %) foi calculada pela equacao: PIC = (D — E)/D x 100, em que: D = valor da variavel
analisada no tratamento testemunha (ALT23), sem inoculagdo do isolado bacteriano endofitico e E = valor
da variavel analisada no tratamento com a presenga da bactéria endofitica.

A intensidade de nibicdo do crescimento do fungo fitopatogénico ALT23 (IN-ALT) foi classificada
como Moderado, Forte e Muito Forte, em que: “moderado” = mibicdo do crescimento micelial inferior a
40%; “forte” = inibicdo do crescimento micelial superior a 40% e inferior a 45%; “muito Forte” = inibicao

do crescimento micelial superior a 45% (Figura 1).

Figura 1. Crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT23) na presenca de isolados

bacterianos endofiticos obtidos de plantulas de cultivares de tomateiro, ap6s cinco dias de cultivo*®

*Classificacdo do crescimento micelial do fungo ALT23: (A): Crescimento tipico; (B) Alteragdo Moderada; (C) Alteracdo Forte; (D)
Alteragdo Muito Forte

O odor do meio de cultivo foi classificado como suave, forte ou ausente, apos quinto dia de cultivo.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e nos casos em que houve

diferenga significativa aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinacio e sanidade das sementes
A taxa de germinacdo média foi de 82,7% das sementes do tomateiro, sem diferenga significativa
entre as cultivares testadas (Tabela 1). Em relagdo aos dados fornecidos pelo fabricante, a germinagao

ocorreu dentro do periodo indicado de 5 a 14 dias, mas com taxas de germinacdo média inferiores ao

estimado de 95% (ISLA, 2023).



Tabela 1. Taxa de germinagdo das sementes das cultivares dos tomateiros Cereja e de mesa e fungos

fitopatogénicos identificados, apds cinco dias de cultivo

Fungos Podridao das Fungos Sementes
Cultivar Germinagdo (%) . . .
fitopatogénicos sementes Endofiticos Favorecidas
Rhizoctonia sp.
Cereja 88,0 a* Aspergillus sp. 1 18% - -
Aspergillus sp. 2
Rasteiro Rio Aspergillus sp. 3
96,0 a 8% Aspergillus niger 12%.
Grande Aspergillus sp. 4.
Hibrido 64,0 A illus ni 2%
) 0a - - spergillus niger o
Chapolin
CV (%) 16,8

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Dentre os fatores que podem ter nfluenciado na taxa de germinagao das sementes das cultivares de
tomateiro pode-se considerar a presenca de fungos fitopatogénicos, pois podem gerar danos as sementes,
como podriddes de pré-emergéncia ou pos-emergéncia (Menten, 2022). Enquanto os micro-organismos
endofiticos ndo causam danos as sementes ou plantulas, a depender da interagdo com a planta hospedeira
e sdo capazes de atuar de forma benéfica as plantas, uma vez que estimulam ou atuam diretamente no
sistema de defesa vegetal ou na promogao de crescimento (Azevedo, 1998; Sharma, 2021).

Nas sementes do tomateiro cv. ‘Cereja’ foram identificados os fungos fitopatogénicos Rhizoctonia
sp. e dois isolados de Aspergillus spp., que causaram a podridao de 18% das sementes e plantulas. Nesta
cultivar ndo foram observados fungos endofiticos. No tomateiro cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ também foram
identificadas dois isolados de Aspergillus spp. como fungos fitopatogénicos por terem promovido
podriddo em 8% das plantulas. Neste tratamento, o Aspergillus niger com conidioma de coloragdo preta,
ndo promoveu danos as plantulas, o que caracteriza um comportamento tipico de fungo endofitico em
12%. Da mesma forma, no tomateiro cv. 'Hibrido Chapolin', apenas o Aspergillus niger. com conidioma
preto foi identificado, o qual também apresentou comportamento endofitico em 2% das plantulas (Tabela
1).

Outro fator importante a ser considerado na germinacdo das sementes ¢ o pH e a condutividade
elétrica da dgua utiizada no umedecimento durante a conducdo do bioensaio. Para o tomateiro,
recomenda-se que a agua apresente uma condutividade elétrica (CE) de 1,5 mS/cme pH entre 5,5 € 6,5
(Miranda, 2023), pois podem mfluenciar no crescimento de plantulas e na velocidade de germinacdo

(Krzyzanowski, 2022).



Neste trabalho, o pH médio da 4gua destilada autoclavada utilizada no umedecimento do papel
durante o teste de germinacdo foi de 8,2 e de 7,7 na 4gua destilada ndo autoclavada, valores estes
superiores aos indicados para o tomateiro, o que pode ter afetado a germinagdo das sementes e ter
favorecido o crescimento de patdogenos.

Em relacao a condutividade elétrica, os valores relacionam a intensidade da corrente elétrica entre
dois pontos pela quantidade de lixiviados, para determinar o vigor das sementes, onde maiores valores
equivalem a um menor vigor ¢ maior perda de nutrientes e sais (Silva et al, 2014). O processo de
autoclavagem da agua destilada resultou no aumento desta varidvel de 2,8 para 9,15 mS/cm, o que
também pode ter interferido na germinagao € no desenvolvimento das plantulas, uma vez que se

apresentou muito alta em relagdo ao recomendado para o tomateiro.

Isolados bacterianos endofiticos

O numero de isolados bacterianos endofiticos obtidos pelo método de diluicdo em série foi
equivalente a seis no tomateiro cv. ‘Cereja’ (isolados de CB1 a CB6), onze no tomateiro cv. ‘Rasteiro Rio
Grande’ (isolados de RBY9A a RB16) e seis no tomateiro cv. 'Hibrido Chapolin' (isolados de HB17 a
HB23).

Selecdo de bactérias endofiticas com potencial antagonista ao fungo A/ternaria sp.

Nao foram encontradas referéncias quanto ao uso de bactérias endofiticas do tomateiro cereja e de
cultivares do tomateiro de mesa cultivados no Brasil que visem o controle de fitopatogenos da propria
cultura, porém o uso de bactérias endofiticas na reducao do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos
ja foi descrito na literatura. Em trabalho realizado por Souza (2018), os isolados de Bacillus spp. obtidos
de partes vegetativas de citros apresentaram inibigdo do crescimento de Alternaria alternata no cultivo
“n vitro” em um periodo de 7 dias. Sharam et al. (2021) constataram a acao antagonista em bactérias
endofiticas do género Bacillus sp. contra fungos fitopatogénicos do tomateiro Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Verticillium lateritium e Alternaria solani também em um
periodo de 7 dias.

No presente trabalho, os isolados bacterianos obtidos de cultivares do tomateiro promoveram a
alteragdo do formato do crescimento micelial do isolado ALT23 do fungo fitopatogénico Alternaria sp.
desde o 5° dia de cultivo, com exce¢do a CB2, CB4 e CB5 do tomateiro cv. ‘Cereja’ e RB9A e RB13
do tomateiro cv. ‘Rasteiro Rio Grande’. Ao realizar a avaliagdo no 34° dia de cultivo, foi possivel
constatar que todos os isolados bacterianos apresentaram a¢ao sobre o crescimento micelial do fungo

fitopatogénico ALT23 (Tabela 2).



Tabela 2. Avaliagdo da alteragdo do formato (ALT-FORM) e intensidade de alteracdo (INT-ALT) do
crescimento micelial do fungo fitopatogénico ALT23 (Alternaria sp.) na presenca de isolados bacterianos

endofiticos no 5° e 34° dias de cultivo

) Isolado ALT-FORM* INT-ALT
Cultivar _
bacteriano 5° dia 34° dia 34° dia

CB1 + + Moderada

CB2 - + Forte

CB3 + + Forte

Cereja

CB4 - + Moderada

CB5 - + Forte

CB6 + + Forte

RB9A + + Forte
RBIT - + Moderada
RB10A + + Moderada

RBI10T + + Forte

Rasteiro
RB11A + + Moderada
Rio
RBI11T + + Moderada
Grande

RB12 + + Forte

RB13 - + Forte

RB14 + + Forte

RBIST + + Forte

RB16 + + Forte
HB17 + + Moderada
HB19T + + Moderada
Hibrido HB21 + + Moderada

Chapolin HB22A + + Forte
HB22T + + Moderada
HB23 + + Moderada

* Avaliagdo subjetiva, em que (+) = Altera o crescimento micelial do fitopatogeno; (-) = Auséncia de alteragdo do crescimento micelial do

fitopatogeno

Em relagdo a intensidade de alteragdo, os isolados CB2, CB3,CB5, CB6, RB9A, RB10T, RB12,
RB13, RB14, RB15T, RB16 ¢ HB22A foram os que promoveram forte alteracao no crescimento micelial,
apos 34 dias de cultivo (Tabela 2).

Do total de bactérias obtidas, foram selecionados 12 isolados bacterianos (CB2, CB3, CB5, CB6,
RB9A, RBI10T, RB12, RB13, RB14, RB15T ¢ HB10A, HB22A) (Figura 2), por promoverem alteracao
avaliada como “forte” no formato do micélio do fungo fitopatogénico Alternaria sp., apds 34 dias de

cultivo.



RB10T

HB19A

Figura 2. Isolados bacterianos endofiticos obtidos e selecionados das cultivares de tomateiro cv. ‘Cereja’
(CB2, CB3, CBS5 e CBo6), cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ (RB9A, RB10T, RB12, RB13, RB14 ¢ RB15T) e
cv. 'Hibrido Chapolin' (HB19A, HB22A) ap6s 5 dias de cultivo (barra = 1cm)

Os isolados bacterianos endofiticos selecionados foram identificados e apresentaram alta taxa de
similaridade com espécies dos géneros Bacillus, Paenibacillus e Burkholderia. No tomateiro cv.
‘Cereja’ foram encontradas as bactérias Paenibacillus ottowii MS237 e Bacillus siamensis KCTC
13613 com similaridade entre 99,22 ¢ 99,93%. Ja para a cultivar de tomateiro Rasteiro Rio Grande a
relacdo de similaridade foide 100% para Bacillus velezensis CR-502 em RB10T e para Bacillus subtilis
NCIB 3610 em RB12. No tomateiro cv. 'Hibrido Chapolin' apenas a bactéria Burkholderia territorii
LMG 28158 foi identificada, com 99,79% em todos os isolados (Tabela 3).



Tabela 3. Isolados bacterianos endofiticos, por cultivar dos tomateiros Cereja e de mesa, selecionados

para avaliagdo da mibi¢do do crescimento micelial do fungo fitopatogénico ALT23

Cultivar Isolado bacteriano Espécie Similaridade (%)
CB2 Paenibacillus ottowii MS2379 99,82
Cercia CB3 Bacillus siamensis KCTC 13613 99,93
CB5 Paenibacillus ottowii MS2379 99,56
CB6 Paenibacillus ottowii MS2379 99,32
RB9A Paenibacillus ottowii MS2379 99,55
RBIOT Bacillus velezensis CR-502 100
Rasteiro Rio RBI2 Bacillus subtilis NCIB 3610 100
Grande RBI13 Paenibacillus ottowii MS2379 99,57
RB14 Paenibacillus ottowii MS2379 99,47
RBI15T Bacillus velezensis CR-502 99,85
Hibrido HBI19A Burkholderia territorii LMG 28158 99,79
Chapolin HB22A Burkholderia territorii IMG 28158 99,79

Inibicdo do crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. por bactérias endofiticas

Todos os isolados bacterianos endofiticos selecionados nas trés cultivares avaliadas reduziram
significativamente o crescimento avaliado com base no didmetro micelial e na velocidade de crescimento

micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. emrelagdo a testemunha (Figura 3).
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Figura 3. Didmetro micelial (cm) e velocidade de crescimento (cm.dia') do fungo fitopatogénico
Alternaria sp. (TEST) cultivado em conjunto aos isolados bacterianos endofiticos das cultivares de
tomateiro cv. ‘Cereja’ (CB2, CB3, CB5 e CB6), cv. 'Hibrido Chapolin' (HB19A e HB22A) e cv.
‘Rasteiro Rio Grande’ (RB9A, RB10T, RB12, RB13, RB14 ¢ RB15T), apds cinco dias de cultivo
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Em relacdo a testemunha do fungo fitopatogénico de Alternaria sp. (ALT23), a taxa de mibi¢do do
didmetro micelial (PIC-DM) variou de 29,8 a 64,2% e a velocidade de crescimento (PIC-VM) foi de
33,7 a 72,4% (Figura 4).

CV = 17.08

= Inibicio do Diametro Micelial (PIC-DM) = Velocidade de Crescimento (PIC-VM)

80 T
31
34,6 337

60 1 565295

70 T
CB? 5 CBG RB9A RBlOT RB12 RB13 RBH RBI5T HB19A HB22A
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Figura 4. Porcentagem de mibicdo do didmetro micelial (PIC-DM) e da velocidade de crescimento

Isolados Bacterianos

(PIC-VM) do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (TEST) cultivado em conjunto aos isolados bacterianos
endofiticos das cultivares de tomateiro cv. ‘Cereja’ (CB2, CB3, CB5 e CB6), cv. ‘Rasteiro Rio Grande’
(RB9A, RB10T, RB12, RB13, RB14 ¢ RB15T) e cv. 'Hibrido Chapolin' (HB19A e HB22A), ap6s cinco
dias de cultivo.

Entre os tratamentos do tomateiro cv. ‘Cereja’, o isolado bacteriano CB3 (Bacillus siamensis
KCTC 13613) se destacou quanto a porcentagem de mibicdo do diametro micelial de 53,1% (Figura 4)
e todos os isolados bacterianos apresentaram porcentagem de velocidade da mibicdo de crescimento do
fungo fitopatogénico Alternaria sp. maiores que 50%.

No tomateiro cv. ‘Rasteiro Rio Grande’, o isolado RB10T (Bacillus velezensis CR-502) se
destacou em ambas as varidveis analisadas. A viabilidade do uso de produtos a base de Bacillus como
controle biologico de fungos do género Alternaria ¢ uma tecnologia a ser explorada, como no estudo
realizado por Moura (2020), onde foram testadas formulagdes a base de Bacillus spp., na qual foi
constatada eficiéncia na inibicdo da germinagdo do desenvolvimento de coldnias do fungo fitopatogénico
A. alternata por Bacillus subtilis. Além disso, o trabalho de Almeida (2023), apontou eficiéncia no
antagonismo de Bacillus velezensis LABIM40 (cepa CMRP 4489) avaliado “in vitro” contra fungos
fitopatogénicos Alternaria linariae, Botryotinia squamosa, Colletotrichum lindemuthianum,
Gibberella zeae e Rhizoctonia solani, reduzindo a incidéncia de R. solani em 57%. No presente
trabalho, a presenga do isolado bacteriano RB10T (Bacillus velezensis CR-502) obtido a partr de
plantulas de tomateiro apresentou mibicdo do didmetro micelial de 64,4% e de 72,4% na velocidade de
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crescimento em relagdo a testemunha do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (Figura 4), alcangando um
resultado bastante promissor para uso como controle bioldgico quando comparado aos dados obtidos por
Almeida (2023) e pelo estudo de Graf et al. (2021) que avaliou o potencial do uso de 6leo essencial
extraido de folhas de cataia (Drimys brasiliensis Miers) como fungicida no controle do crescimento
micelial do fungo Alternaria porri “in vitro”, cuja o maior indice de mibi¢ao atingido foi de 55% sob dose
de 500 ppm em relagdo a testemunha e, portanto, inferior aos valores descritos para o isolado bacteriano
RBI10T.

Uma anilise “in vitro” realizada por Diniz (2022) afirmou a atividade antagonica de Bacillus
velezensis através da producdo de lipopeptideos e Paenibacillus ottowii pela producao de polimixina
contra o fungo Fusarium verticillioides. Diniz (2022) também apontou que a combinac¢do de P. ottowii e
B. velezensis como eficientes promotores de crescimento vegetal no milho. Ambas espécies foram
identificadas no tomateiro cv. ‘Cereja’ e cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ com bons resultados na mibicao do
patogeno Alternaria sp. nesta pesquisa.

As bactérias do género Burkholderia, encontradas no tomateiro cv. 'Hibrido Chapolin', também
possuem atividade antagonista conhecida, como mostrado pela pesquisa de Brito et al. (2018), onde
Burkholderia sp. extraido como endofitico de plantas de miho apresentou comportamento mibitorio
contra os fungos fitopatogénicos Colletotrichum musae, Giberela zeae e Macrophomina phaseolina
com uma zona de mnibicdo do didmetro fingico de 36%, 32% e 26%, respectivamente, em avaliacao de
sete dias. Em comparagdo com o presente estudo, apesar dos tratamentos HBI9A e HB22A do
tomaterro cv. 'Hibrido Chapolin' terem a zona de mnibicdo do didmetro fingico igual a 29,8 e 30,7%,
respectivamente, sendo a cultivar com pior desempenho em relagdo as variaveis analisadas, quando
comparadas as demais cultivares avaliadas neste trabalho, apresentou uma porcentagem de mibi¢ao
relativamente alta em apenas cinco dias, quando em confronto com os resultados apresentados por Brito
etal. (2018).

Em relagdo a mibicdo do crescimento do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT23) na presenca
de bactérias endofiticas (Tabela 4; Figura 5), os isolados RB12, RB13, RB14 e RBI5T apresentaram
mibicdo do didmetro micelial superior a 40% e tiveram potencial de mibi¢ao classificado como forte, uma
vez que apresentaram reducao visivel do crescimento tipico do fungo em relagdo a testemunha dentro do
periodo de tempo avaliado. Entretanto, os isolados RB12 ¢ RBIS5T sofreram inibigao do crescimento da
colonia bacteriana endofitica pela presenca do indculo fingico em quase todas as repetigdes, de forma que

a Alternaria passou a crescer por cima da bactéria.
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Tabela 4. Inbicdo do crescimento do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT23) na presenca de

bactérias endofiticas selecionadas de cultivares de tomateiro cv. ‘Cereja’ (CB2, CB3, CB5 e CB6), cv.

‘Rasteiro Rio Grande’ (RB9A, RB10T, RB12, RB13, RB14 ¢ RB15T) e cv. 'Hibrido Chapolin' (HB19A

e HB22A)
Isolado IN-ALT* Odor
5* dia 5°dia
CB2 Muito Forte Forte
CB3 Muito Forte Forte
CB5 Muito Forte Forte
CB6 Muito Forte Forte
RB9A Muito Forte Forte
RBI10T Muito Forte Forte
RB12 Forte Forte
RBI13 Forte Ausente
RBI14 Forte Ausente
RBIST Forte Suave
HBI%A Moderado Ausente
HB22A Moderado Ausente
*IN-ALT: “moderado” = inibi¢do do crescimento micelial inferior a 40%; “forte” = inibi¢do do crescimento micelial superior a 40% e

inferior a 45%; “muito Forte” = inibi¢do do crescimento micelial superior a 45%.
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Figura 5. Crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT23) na presenca dos isolados
bacterianos endofiticos obtidos a partir de plantulas de cultivares do tomateiro cv. ‘Cereja’ (CB2 a CB6),
cv. 'Hibrido Chapolin' (HI9A e HB22A) e cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ (RB9A, RB10T, RB12, RBI13,
RB14 e RB15T), apos cinco dias de cultivo (Barra = 1 cm)
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Todos os tratamentos da cultivar Cereja (CB2, CB3,CB5 e CB6) foram classificados com potencial
de mibicdo da Alternaria sp. (ALT23) como “Muito Forte”, ainda que ndo tenham sido encontradas
evidéncias na literatura da resisténcia da cultivar do tomateiro cereja a presenca de patdogenos do género
Alternaria. Os isolados RB9A e RB10T também foram classificados com potencial de nibigao “Muito
Forte” em relagdo ao fitopatogeno (Tabela 4, Figura 5). Nenhum desses tratamentos sofreu interferéncia
no crescimento de suas colonias bacterianas pela presenca do fungo de Alternaria.

Todos os fungos caracterizados em IN-ALT como “Muito Forte”, apresentaram odor “Forte”
(Tabela 4) conforme avaliagdo subjetiva. Portanto, ¢ possivel que exista uma relacdo entre o odor
determinado forte e o potencial antagonista das bactérias endofiticas, uma vez que os mecanismos de acao
desses micro-organismos quanto ao controle de fitopatdgenos envolve a sintese e liberacdo de compostos
volateis tais como: fenodis, quinonas e alcaldide (Morales-Cadefio et al, 2021). Bactérias do género
Bacillus spp. tiveram sua atividade antagonista comprovada por meio da mducdo de resisténcia das
plantas e pela producdo de compostos volateis (Souza, 2018). Portanto, ¢ possivel que a presenca do
odor forte seja um indicador da producdo de compostos volateis pelas bactérias, utilizados como

mecanismo de agdo para a inibicdo do fungo Alternaria sp. (ALT23).

CONCLUSOES

Por meio do presente estudo foi possivel constatar que as bactérias endofiticas obtidas a partir de
plantulas de tomateiro cv. ‘Cereja’, cv. ‘Rasteiro Rio Grande’ e cv. 'Hibrido Chapolin' s3o capazes de
promover “in vitro” a iibicdo do crescimento fitopatogénico de Alternaria sp. (ALT23) obtido do
tomate.

Os isolados bacterianos CB3 (Bacillus siamensis KCTC 13613) e RB10T (Bacillus velezensis
CR-502) tiveram 6timo desempenho quanto a nibicdo do crescimento micelial e reducdo significativa da
velocidade de crescimento do fungo de Alternaria emrelagao a testemunha.

A cultivar de tomateiro Cereja se destacou por obter o maior nimero de isolados com elevado
potencial antagonista ao crescimento fingico da Alternaria.

As bactérias endofiticas possuem grande potencial a ser explorado em campo para atuar de forma
sustentavel como controle bioldgico de doengas causadas pelo fungo fitopatogénico Alternaria sp. na

cultura do tomate, € podem ser usadas para reduzir danos ao meio ambiente € aos seres humanos.
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