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RESUMO

O tomateiro é uma das culturas mais importantes do mundo. A mancha bacteriana é uma das
doencas mais importante da cultura por conta da severidade e auséncia de metodos eficazes.
Os bacteriéfagos sdo uma alternativa de controle bidlogico para a doenca. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia dos bacteri6fagos no controle da doenca em diferentes regimes
de aplicacdo. Foram utilizados dois isolados da cole¢do do Instituto Federal Goiano Campus
Morrinhos IFGOB4 e IFGOB15 avaliados isolados e em mistura. Os regimes de aplicacdo
foram 1) uma aplicacdo 48h antes da inoculagdo do patogeno; 2) uma aplicacdo 48h depois da
inoculacdo do patdgeno; 3) uma aplicacdo 48h antes e uma 48h depois da inoculagdo do
patogéno; 4) uma 48h antes e duas aplicacdes 48h e 120h depois da inoculagdo do patdgeno.
Os bacteriéfagos foram comparados com uma testemunha ndo tratada resultando em 13
tratamentos em esquema fatorial (3 x 4 + 1) com dez repeticbes de cada tratamento. O
delineamento foi em blocos ao acaso. Todos os tratamentos, nas diferentes avaliagOes,
proporcionaram menor severidade em relagdo a testemunha em relacdo aos regimes de
aplicacdes 3) uma aplicacdo 48h antes e uma 48h depois da inoculagdo do patogéno e 4) uma
48h antes e duas aplicacbes 48h e 120h depois da inoculagdo do patdgeno obteve melhores

resultados em relagdo aos demais tratamentos.

Palavra-chave: Tomate, controle bi6logico, bacteriéfagos, mancha bacteriana.



ABSTRACT

Tomato is one of the most important crops in the world. With all its importance, it still suffers
from the attack of several pathogens. Bacterial spot is one of the most important diseases of
culture due to its severity and lack of effective methods. Bacteriophages are an alternative
biological control for the disease. The objective of this work was to evaluate the effectiveness
of bacteriophages in controlling the disease in different application regimes. Two isolates from
the Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos collection were used, being IFGOB4 and
IFGOB15 evaluated isolated and in mixture. Application regimens were 1) one application 48h
before pathogen inoculation; 2) one application 48h after pathogen inoculation; 3) one
application 48 hours before and one 48 hours after pathogen inoculation; 4) one 48h before and
two applications 48h and 120h after pathogen inoculation. Bacteriophages were compared with
an untreated control resulting in 13 treatments in a factorial scheme (3 x 4 + 1). The design was
in randomized blocks. All treatments, in the different evaluations, provided less severity in

relation to the control.

Palavras-chave: Tomato, biological control, bacteriophages, bacterial spot.



1. INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicun L.) é uma das hortalicas mais importantes
do mundo e pertence a familia das solanaceas. O tomateiro € originado na América do Sul na
regido andina, entretanto relatos da historia da cultura que foi domesticada no México é
posteriormente apos a domesticacdo em 1544 foi introduzida na Europa (WARNOCK, 1988).
O cultivo de tomate rasteiro para processamento industrial no Brasil iniciou-se em Pernambuco
no século XX. Desde entdo, os problemas fitossanitarios tém sido comuns. Relatada pela
primeira vez no Brasil em 1959, a mancha é uma das doencas mais importantes para o tomate
destinado ao processamento industrial no pais (SILVA e GIORDANO, 2000; RODRIGUES e
NETO etal.,1984).

O tomate tem fontes de vitaminas essenciais para o ser humano e pode ser consumido
in natura ou proccessado que vai determinar o tipo de cultivo de producdo (PINHEIRO etal.,
2017).

O tomate é cultivado em regibes tropicais e subtropicais em todo mundo. O maior
produtor mundial de tomate € a China e o Brasil ocupa o nono lugar no ranking mundial
(CONAB, 2019). No Brasil, segundo o IBGE (2021), Goias e Sao Paulo sdo os maiores
produtores nacionais representando 28,9% e 25,6% respectivamente.

Apesar de todo potencial econdnico acultura é constamente afetada por patogénos como
fungos, bacterias, pragas, nematoides, virus. Quando as condicbes favordveis para o
desenvolvimento de doencas podem atingir niveis de severidade altos, reduzindo produtividade,
qualidade visual e nutricional dos frutos (QUEZADO-DUVAL e LOURENCO JUNIOR,
2018).

A cultura do tomate é bastante afetada pela mancha bacteriana, sendo esta uma das
doencas mais destrutivas e severas da cultura. A doenca tem o agente causal descritos no Brasil
as especies Xanthomonas vesicatoria, X. euvesicatoria X. gardneri e X. Perforans. Os danos
causados pela doenca vdo desde a reducdo da area foilar até a perda do valor comercial dos
frutos (QUEZADO-DUVAL e LOPES, 2010).

Os sintomas da doenca podem ser encontrados nas folhas, caules e frutos. Nas folhas
apresentam pequenas areas encharcadas com formato irregular e podem ser observados
inicialmente nas folhas do baixeiro, no fruto apresentam manchas levemente elevadas seguidas
de coloragdo marrom escura com centro deprimido (LOPES e AVILA, 2005).

A doenca é de dificil controle, em funcdo da répida disseminagdo do patodgeno,



transmissdo por sementes e falta de cultivares resistentes (NASCIMENTO et al. 2013). O
controle da mancha bacteriana € feito por produtos fitossanitarios, principalmente a base de
cobre. Entretanto a eficiéncia doa produtos presentes no mercado € variavel (QUEZADO-
DUVAL & LOPES, 2010).

Os bacteriofagos sdo virus que infectam bactérias e que ndo atacam as células
eucaridticas. Estes também podem ser chamados de “fagos”. Os fagos podem ser isolados de
diferentes ambientes como solo, agua e folhas (BUTTIMER et al., 2017). Os fagos podem
constituir-se de uma alternativa de controle bioldgico de fitobactérias (VU & OH, 2020).

A Dbaixa persisténcia no ambiente pode ser considerada uma desvantagem no uso de
bacteriéfagos no biocontrole. Luz ultravioleta, aumento de temperatura, mudanca de pH e
alteracdo na concentragdo de sais alteram a integridade do bacteri6fago, comprometendo o
numero efetivo das particulas para infeccdo da espécie bacteriana alvo (BUTTIMER et al.,
2017).

Atualmente a fagoterapia, isto é, o emprego de bacteri6fagos no combate a infec¢cbes ,
é considerado como uma alternativa bastante atraente no biocontrole, pois além se serem
extremamente especificos e eficazes na lise celular bacteriana, ndo sdo patogénicos a seres
humanos e animais, replicam-se somente no local onde se encontra a infeccdo e as bactérias as
quais adquirem resisténcia aos fago continuam susceptiveis a outros tipos de fagos os quais
possuem hospedeiros similares (SULAKVELIDZE, etal, 2001).

Haja vista o este potencial o presente trabalho objetivou a avaliagdo do uso de
bacteriofagos no controle da mancha bacteriana do tomateiro associado a diferentes tipos de

aplicacao.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos. O trabalho
foi conduzido no laboratério de fitopatologia e em casa de vegetagcdo. A casa de sitema de
irrigacdo automatizado com sistema de controle de temperatura e umidade, o sitema de irrigacdo

é atraves de sitema de gotejamento subterraneo.

2.1 Preparo da solucdo de bacteri6fagos

Os bacteriofagos que foram utilizados da colecdo do IFGoiano-Campus Morrinhos
foram isolados de Sousa (2020) e foram selecionados os fagos que foram promisores no
controle da doenca.

Para preparo das solu¢bes estoque de fagos, foram preparadas 200 placas de Petri, com
meio &gar-agua na parte inferior e meio semisolido na parte superior, ao qual foi previamente
adicionado suspensdo bacteriana ajustada a ODe00o=0,1 e suspensdo de fagos estoque. As
culturas foram mantidas a 28°C por 24 horas. Apos este periodo, foi adicionado em cada placa,
um volume de 5 ml de SM-buffer (5,8g de NaCl, 2,0g MgS0O4.7H20, 50ml TrisHCI —PH 7,4;
0,1g de gelatina incolor, 1000ml de H2O destilada). As placas foram deixadas sob agitacdo
28°C por 1 hora. Depois de recolhido o volume de SM-buffer das 200 placas, foi adicionado a
este cloroférmio (10% do olume final). A mistura foi centrifugada a 10000rpm por 5min. O
sobrenadante foi fitrado em filtro de seringa (Jet Biofilm 0,22pm tamanho do poro), obtendo-
se a solucéo.

A concentracdo dos fagos utilizados foram de 10° UFC/mL para o preparo da solucéo.

A suspensdo de fagos foi mantida sob refrigeracdo protegida da luz até o momento da
aplicacao.

Antes de fazer o preparo da solugdo verificou a capacidade de patogenicidade do dos
fagos a bacteria utilizada, ap06s a confirmacdo foi realizado também a viabilidade da solugéo
preparada em ambos os teste foram constatados a viabilidade de patogenicidade dos fagos
utilizados B4 e B15 representados pelas lise formada do processo de infecccdo dos

bacteriéfagos (Figura 1).
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B4.1 B15.1

B4.2 B15.2

Figura 1: Teste"in vitro" de patogeniciade dos fagos; Fago B4.1: teste da solucdo estoque; Fago B4.2 teste da solucdo
preparadapara aplicacdo; Fago B15.1: Testeda solucdo estoque; Fago B15.2: teste da solugdo preparada paraaplicacdo; as
manchas nas placas representam lise do fago demostrando a capacidade de infeccdo da bactéria.

2.2 Avaliacao dos bacteriofagos “in vivo”

Mudas de tomateriro com 25 dias de idade com duas folhas totalmente expandidas com
foram transplantadas para vasos de 2 litros preenchidos com solo: areia (2:1 ; viv) e foram
mantidos em casa de vegetacdo com ambiente controlado para cultura do tomateiro. As plantas
foram mantidas em cima de bancadas sendo irrigadas duas vezes ao dia de forma a obter a
capacidade de campo entre 60 a 70% por sistema de irrigacdo automatico.

As plantas foram adubadas com nitrogénio, fosforo e potassio de acordo com a
recomendagdo da cultura, foram feitas as adubagdes de cobertura com dreia com 15, 30 e 50
dias ap0s o transplantio das mudas, com dose de 0,25 g por vaso.

Apbs 55 dias apo6s o transplantio teve inicio a aplicacdo dos tratamentos. Foram
utilizados os bacteriéfagos IFGO-B4 e IFGO-B15. Além do uso isolado, foi avaliada a mistura
dos dois bacteriéfagos (IFGO-B4 + IFGO-B15). Nas aplicacdes foram realizadas realizadas
com um pulverizador manual, foi aplicada suspensédo de fagos com concentracdo final de 10°
UFP/mL até o ponto de escorrimento. Foram avaliados diferentes regimes de aplicagdo: 1) uma
aplicacdo 48h antes da inoculacdo do patdgeno; 2) uma aplicacdo 48h depois da inoculagdo do

patdgeno; 3) uma aplicacdo 48h antes e uma 48h depois da inoculagdo do patogeno; 4) uma 48h
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antes e duas aplicacbes 48h e 120h depois da inoculacdo do patdgeno. Somando-se a
testemunha ndo tratadas foram avaliadas 13 tratamentos em equema fatorial (3 x 4 + 1), cada
tratamento foram totalizados dez repeticOes.

Para a inoculacdo, foi utilizada um isolado de X. perforans. Para tal, colonias do
patdgeno incubados por 48h a 28°C em meio de cultura &gar nutriente foram coletadas em agua
destilada esterelizada. A concentracdo foi ajustada para ODs00=0,3, a aplicacdo foi por meio de
borrifadores manuais até o ponto de escorrimento.

As avaliagbes de severidade da doenca foram realizadas estimando-se o percentual de
area foliar lesionada com auxilio de uma escala diagramética (Figura 1).

As avaliagBes foram realizadas aos 3, 6, 9, 12 dias ap0s a inoculagdo. ApOs o termino
das avaliagdes de severidade, foi possivel determinar a curva de progresso da doenca e estimar
a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), coforme descrito por Campbell e
Madden (1990).

Avalio-se ainda o percentual de controle dos tratamentos em relagdo a testemunha néo

tratada.

Figura 2: escala diagramatica para avaliacdo da porcentagem da area foliar infectada por Xanthomonasspp.
(MELLO et al., 1997)

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso. Os dados foram submetidos a

analise de varidncia. Quando observados efeitos dos tratamentos (F, P<0,05), as médias de

severidade de cada tratamento foram compardas com a testemunha pelo teste de Dunnett
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(P<0,05). A comparagdo entre os tratamentos quanto as variaveis AACDP e o percentual de
controle foi realizada por meio do teste T de Student (P<0,05). As analises estatisticas doram

realizadas por meio do programa SAS OnDemand for Academics.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os tratamentos com aplicacdo de bacteridfagos nas diferentes avaliagdes,
proporcionaram menor severidade em relagdo a testemunha. Foi observada diferengas
significativa para esta varidvel para todos os tratamentos quando comparados com a
testemunha (Dunnett, P<0,05). Nos graficos de AACDP (Figura 2) pode-se verificar que

independente do uso isolado ou em mistura de fagos todos diferiu da testemunha.

20
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=@ 1X - 481 antes
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1x - 48h \[L‘l‘\\i\
w3 - 4811 antes, 48 ¢ 120N depois

2X -

18h antes ¢ 48h depois

B4 + B15

Q

Dias apos a inoculagio

Figura 3. Curvas de progresso da mancha bacteriana em fungdo do namero de aplica¢des dos fagos, isolados ou

em em mistura, em diferentes momentos em rela¢do a inoculagéo.

Em relacdo a AACDP os tratamentos quando submetidos a teste T de Student a

(P<0,05), pode ser observados na tabela 1 que ndo houve diferenca significativa em relacdo a

os diferentes tipos de fagos isolados ou a mistura dos dois. Ja quando comparados os diferentes

numeros de aplicacdo foi constatado diferenca significativa quando realizado as aplicacdes 2x

— 48h antes e 48h depois e 3x — 48h antes, 48 e 120h depois demostrando melhor efetividade

no controle da doenca.

Tabela 1. Valores de area abaixo da curva de progresso da doenca (AACDP), em ralagdo ao

tipo de aplicagdo e ao fago utilizado.

Tratamentos B15 B4 B15+B4 Média
1x - 48h antes 69,90 67,80 67,05 68,25 B
1x - 48h depois 69,45 69,00 67,50 68,65 B
2x — 48h antes e 48h depois 62,85 63,75 62,40 63,00 A
3X — 48h antes, 48 e 120h depois 61,50 62,85 59,55 61,30 A
Meédia 65,93NS 65,85 64,13

x: quantidade de aplicacdo; NS: ndo significativo; M édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si.

No percentual de controle da doenca pelo teste T de Student (P<0,05) é possivel

verificar que os fagos isolados ou em mistura néo teve diferenga significativa entre eles. Mas

quando comparando o numero de aplicacdes as aplicagdes 2x — 48h antes e 48h depois e 3x —



16

48h antes, 48 e 120h também desmostraram diferenca significativa no percentual de controle

da doenca como demostrado na tabela 2.

Tabela 2. Valores de percentual de controle da doenga em ralagdo ao tipo de aplicacdo e ao

fago utilizado.
Tratamentos B15 B4 B15+B4 Média
1x - 48h antes 31,09 33,16 33,90 32,72 B
1x - 48h depois 31,54 31,98 33,46 32,32B
2x — 48h antes e 48h depois 38,04 37,15 38,49 37,89 A
3x — 48h antes, 48 e 120h depois 39,37 38,04 41,30 39,57 A
Meédia 35,01Ns 35,08 36,79

x: quantidade de aplicacdo; NS: ndo significativo; M édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si.

Na figura 4 representa a severidade da doenca no foliolo da planta de tomateiro na avaliacdo
aos 12 dias apds a inoculagdo do patdgeno onde podemos constatar que a figura A sendo o grupo controle
apresentando maior severidade comparada aos outros tratamentos.

Figura4: A) testemunha; B)Uma aplicacdo 48h antes da inocula(;éo do patdgeno; C)Uma aplicacdo 48h depois da inoculagdo
do patdgeno; D)Uma aplicagdo 48h antes e uma 48h depois da inoculagdo do patégeno; E)Uma 48h antes e duas aplicagbes
48h e 120h depois da inoculacdo

Estudos recentes com utilizacdo de fagos vem demostrando resultados eficientes da
fagoterapia. Nos Estados Unidos é possivel encontrar diversos trabalhos que utilizam fagos
para controle da mancha bacteriana (Balogh et al. 2003; Obradovi¢ et al. 2004; Obradovi¢ et
al. 2005). O biocontrole com uso de fagos concentra os estudos agora em melhorar eficéncia
de durabilidade a campo (Pandit et al., 2022).

Em trabalho realizado por Souza (2020), utilizando diferentes tipos de isolados de

fagos e também a mistura para controle da mancha bacteriana (Xanthomonas perforans),
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houve reducdo da severidade da doenga em relacdo a testemunha, as aplicagbes foram
realizada 24 horas antes da inoculacdo ja demostrando reducdo de severidade, apresentanto o
mesmo comportamento das aplicacdes 1 e 2 que utilzaram intervalos de 24 horas antes e depois
dainoculacdo, entretanto o as aplicagdes que utilizaram mais de uma aplicagdoe comintevalos
de 24 e 48 horas se mostram mais eficientes que somente uma aplicagéo.

Ja Hernandez, Salazar e koskella (2020), ao estudaresm o efeito de fagos em
pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), observaram que o efeito no controle da
doenca dependeu da quantidade de dias ap0s a inoculacdo quando houve aplicacdo. Ja em
outro de Magar et al. (2022) com resultados semelhantes ao deste utilizando diferentes
isolados de bacteriéfagos e a mistura dos fagos para controle da murcha bacteriana do
tomateiro, foi possivel observar que plantas que foram tratadas com fagos aos trés e cinco dias
apos ainoculagdo (DAI) de Ralstonia pseudosolanacearum, obtiveram areducdo significativa
da doenca. Em plantas que foram aplicados os fagos um dia antes da inoculacdo e um dia ap0os
a inoculagdo ndo observou resultados na supressédo da doenca.

Assim é possivel observar que o momento da aplicacdo influéncia no nivel de controle
da doenca demostrando a importancia de andlisar o momento de aplicacdo para elevar a

eficiéncia dos fagos.
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4. CONCLUSAO

Osfagos utilizados isolados ou em mistura se motram eficiéntes no controle da mancha
bacteriana, todos demostram reducéo da severidade da doenca. As aplicagcbes 3) uma aplicacdo
48h antes e uma 48h depois da inoculacdo do patogeno; 4) uma 48h antes e duas aplicacdes

48h e 120h depois da inoculagcdo do patdégeno foram as que demostraram maior controle.
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