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RESUMO

Guazina, R.A.; Theodoro, G.F. Agdo in vitro de fontes de silicio sobre isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Summa

Phytopathologica, v.43, n.4,p.310-315, 2017.

O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo in vitro do silicato de potassio e
de aluminio, em varias concentragdes (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ¢ 10,0 %),
sobre dez isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff).
O fungicida tolylfluanid foi utilizado como testemunha positiva. Os discos de
papel embebidos nos produtos, em diferentes concentragdes, foram colocados

no centro de cada placa de Petri apos a solidificagdo do meio de cultura (NSA)
contendo a bactéria e as aferi¢des dos halos de inibi¢do foram realizadas apos
48 h de incubagio. Verificou-se que o silicato de potéssio (Supa Silica®) ndo
afetou o crescimento de Cff, enquanto que o silicato de aluminio (Rocksil®) teve
acao inibitoria aos isolados avaliados.

Palavras-chave: murcha-de-curtobacterium, silicato de potéssio, silicato de aluminio

ABSTRACT

Guazina, R.A.; Theodoro, G.F. In vitro action of silicon sources on isolates of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Summa

Phytopathologica, v.43,n.4,p.310-315, 2017.

The aim of this study was to evaluate the in vitro action of potassium and
aluminum silicate, at various concentrations (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 and
10.0 %), on isolates of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff).
The fungicide tolylfluanid was used as a positive control. Paper discs embedded
with the test compounds at different concentrations were placed in the center

Keywords: bacterial wilt, potassium silicate, aluminum silicate

of each Petri dish after solidification of the culture medium (NSA) containing
the bacterium, and the measurements of inhibition halos were performed after
48 h incubation. Potassium silicate (Supa Silica”) did not affect the growth
of Cff, while the aluminum silicate (Rocksil”) had an inhibitory action on the
evaluated isolates.

A murcha-de-curtobacterium foi reportada causando sérios danos
em diversas regides produtoras de feijao no Brasil. Recentemente foi
constatado por Theodoro et al. (28) a primeira ocorréncia da doenga
no Estado de Mato Grosso do Sul, em lavoura comercial no municipio
de Chapadio do Sul, durante a safra 2009/10. Esta doenca ¢ causada
pela bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) e
causa os sintomas de escurecimento vascular, murcha, amarelecimento
de folhas, subdesenvolvimento e morte das plantas (26); em decorréncia
do patdgeno colonizar os vasos do xilema e obstruir a passagem de
seiva (16). Apos a morte da planta a bactéria pode permanecer nos
restos de cultura, quando mantidos na superficie do solo, tornando-se
uma importante fonte de indculo (22). Outros meios de sobrevivéncia
sdo em hospedeiros alternativos, como em outras leguminosas, por
exemplo, em feijao-caupi e soja (19, 23) e na propria semente (15),
tornando-se além de fonte de indculo, principal meio de disseminagéo
do patdgeno (10).

O manejo da doencga se baseia, fundamentalmente, em medidas
preventivas, como na rotagao de cultura, incorporagio de restos culturas,
uso de cultivares resistentes e de sementes sadias (29). A dificuldade
dos produtores em encontrar cultivares de feijoeiro resistente ao
patoégeno para uma determinada regido e até mesmo na aquisi¢ao de
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sementes certificadas livres do patdgeno tem despertado o interesse de
pesquisadores em buscar novas alternativas de controle para a doenga.
A erradicagdo da Cff'em sementes de feijoeiro utilizando a termoterapia
foi relatado por Estafani et al. (7) como uma técnica promissora, porém,
apresentando inconvenientes de ndo ser simples quando realizado
em um grande volume de sementes. Os autores ainda relatam que a
erradicacdo utilizando o produto quimico Agrimaicin nio foi efetiva
em sementes inoculadas, provavelmente pela alta concentragdo da
bactéria. Ja em experimento realizado por Metha et al. (18), o uso do
fungicida tolylfluanid, na concentragdo de 4.508 pg.mL"', demonstrou
alta eficiéncia na erradica¢do da bactéria em sementes de feijoeiro
naturalmente infectadas, apresentando ac@o bactericida contra Cff.
Apesar da comprovagao de sua eficiéncia o fungicida tolylfluanid ndo
¢ registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) para a cultura do feijoeiro.

A nutri¢o mineral utilizada de forma equilibrada, juntamente
com outros métodos de controle, pode contribuir para o controle de
doengas em diversas culturas (8, 13). O silicio (Si) tem sido bastante
estudado e apesar de ndo ser um nutriente essencial as plantas, tém
trazido beneficios a varias espécies (20). Entre estes, o Si parece
ativar mecanismos de defesa em resposta ao ataque de patdogenos
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nas plantas, como o aumento na sintese de compostos fenolicos e
das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e quitinase (25); além de
induzir o fortalecimento da parece celular, com o aumento do teor de
lignina, dificultando a penetracdo de patdogenos na planta hospedeira
(12, 21), contribuindo na redugdo de componentes epidemiologicos
como o indice de esporulacdo, numero total de pustula e severidade
da doenga (5).

Resultados promissores também foram relatados com doengas
bacterianas em algumas espécies vegetais. Dannon & Wydra (6)
observaram redu¢do na incidéncia de Ralstonia solanacearum em
plantas de tomateiro crescidas em solug@o nutritiva contendo Si.
Outro efeito positivo foi observado em plantas de citros onde o
fornecimento metassilicato de sddio, via solo, reduziu os sintomas da
clorose variegada do citros (CVC), causado pela Xylella fastidiosa
subsp. pauca (17). Em plantas de meloeiro amarelo, o silicio reduziu
significativamente o indice de doenca, causada por Acidovorax avenae
subsp. citrulli (9). Na cultura do algodoeiro observou-se redugao da
severidade da mancha angular, causada por Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum (14).

Brancaglione et al. (4) relatam o controle preventivo e curativo
da bacteriose do maracujazeiro quando as plantas foram tratadas com
silicio. No mesmo experimento os autores observaram, in vitro, inibi¢ao
de até 100% do crescimento de Xantomonas axonopodis pv. passiflore,
nos tratamentos onde adicionaram argila silicatada, confirmando a
acdo antibacteriana do produto. Albuquerque & Uesugi (2) também
verificaram a mesma acdo de silicio sobre Xanthomonas axonopodis
pv. citri, agente causal do cancro citrico, cuja inibigdo foi obtida em
concentracdes superiores a 1%.

Diante do potencial antibacteriano deste elemento mineral, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo in vitro do silicato de potassio
¢ aluminio, em varias concentragdes (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2.5; 3,0
e 10,0 %), sobre Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratoério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campus de
Chapadao do Sul.

Os isolados de Cff foram obtidos da colecdo do Laboratorio de
Fitopatologia da UFMS, totalizando 10 isolados, oriundos de feijoeiro,
dos Estados de Mato Grosso do Sul, Goias, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina (Tabela 1).

Utilizou-se como fonte de silicio os produtos comerciais Supa
Silica® (silicato de potéssio) e Rocksil” (silicato de aluminio). A
descricdo dos produtos segue na Tabela 2.

Para cada isolado de Cff foi realizado um experimento em
delineamento inteiramente casualizado, seguindo o esquema fatorial
[(2x8)+1], perfazendo 17 tratamentos, constituidos pela combinagdo de
duas fontes de silicio, oito concentragdes ¢ mais um tratamento adicional
(testemunha positiva). Todos os tratamentos tiveram cinco repeti¢oes.

A metodologia empregada foi semelhante aquela utilizada por
Theodoro & Maringoni (27), que consiste na deposigdo de discos de

Tabela 2 Composigdo das fontes de silicio utilizadas neste estudo.

Tabela 1 Relagdo dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens utilizados neste estudo.

Isolados Origem
FJ 001 Mato Grosso do Sul
FI 004 Parana
FJ 005 Goias
FJ 007 Sao Paulo
FJ 008 Santa Catarina
FJ 009 Sao Paulo
FJ 010 Sao Paulo
FJ 011 Parana
FJ 013 Santa Catarina
FJ 014 Parana

papel de filtro, umedecidos nas concentragdes dos produtos, sobre o
meio de cultura nutriente-sacarose-agar (‘NSA’ — extrato de carne 3,0
g, peptona 5,0 g, agar 15,0 g, sacarose 5,0 g, 4gua destilada q.s.p. 1000
ml), contendo a bactéria. Esta foi cultivada em meio de cultura nutriente
liquido agar (‘NL’- extrato de carne 3,0 g, peptona 5,0 g, sacarose 5,0 g,
agua destilada q.s.p. 1000 ml) por 48 h, a 25-28 °C, e essa suspensao foi
misturada ao meio NSA fundente a 45-50 °C, na razdo de um mililitro
da suspensao bacteriana para 10 ml de meio de cultura.

Vinte milimetros dessa mistura foram transferidos assepticamente
para casa placa de Petri. Apos a solidificagdo do meio de cultura, foi
depositado no centro da placa um disco de papel de filtro esterilizado,
previamente embebido na suspensdo dos produtos. Os produtos
contendo silicio foram diluidos em série em agua destilada estéril e
ajustados para as concentragoes de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ¢ 10,0
%. O fungicida tolylfluanid foi utilizado como testemunha positiva na
concentragdo de 4.508 pg.mL"', conforme Metha et al. (18).

Apbs a deposigdo dos discos de papel na superficie do meio de
cultura, as placas de Petri foram mantidas durante 2 h, sob refrigeragéo,
para a difusdo do produto no meio de cultura e a paralisacdo do
crescimento bacteriano. Posteriormente, as placas de Petri foram
submetidas a incubago por 48 h, a 25-28 °C.

As avaliagdes de aferi¢do do halo de inibi¢éo foram realizadas apo6s
48 h de incubagio, medindo os didmetros perpendiculares dos halos,
em milimetro e em cada placa de Petri. Apos a aferi¢do dos halos foram
descontados 12 mm referente ao diametro dos discos de papel de filtro
para entdo realizar analise estatistica.

Os dados obtidos foram transformados para x + 1 e submetidas
a analise de variancia. Quando alcangada significancia estatistica as
médias dos fatores qualitativos (fontes de silicio) foram comparadas
entre si pelo teste F. O efeito das concentragdes das fontes silicatadas
(fatores quantitativos), quando significativos, foi submetido a analise
de regressao, selecionando-se a equagio que melhor ajusta-se aos dados
obtidos. Para comparar as concentragdes com a testemunha positiva
foi utilizado o teste de Dunnett. Para todos os testes realizados neste
estudo foram utilizados a 5 % de significancia.

Produto Comercial Composicio
Supa Silica” Si0, 10 % +K,0 23,7 %
Rocksil”

Si0, 17,43 % + ALO, 20,56 % + S 9,82 % + CaO 1,31 %+ TiO, 0,34 % + MgO 0,18 % + Fe, O, 0,16 % + P.0_0,10 %
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise de variancia verificou-se efeito significativo
(p<0,05) na interagdo entre fontes x concentragdes. Dentre as fontes,
observa-se que o tratamento com silicato de potassio, independente
do isolado, ndo apresentou agdo antibacteriana, pois ndo promoveu
inibicdo do crescimento, enquanto que, no tratamento com silicato de
aluminio foi possivel observar halos de inibi¢do em todos os isolados
de Cff. Nos isolados FJ 004 e FJ 009 houve diferenga entre as
fontes ja nas menores concentragodes (0,5 e 1,0 %, respectivamente)
enquanto que nos demais isolados observou-se diferenca entre as
fontes nas concentragdes mais altas, geralmente a partir de 1,5 a
2,0 % (Tabela 3).

Os resultados obtidos neste estudo com o silicato de potassio ndo
corroboram com os obtidos por Anjos et al. (3) que relataram que
esta fonte de Si inibiu o crescimento de Xanthomonas spp. Pouco se
sabe do mecanismo de supressdo do patdogeno com adigao de fontes
de silicio no meio. Uma hipdtese para a explicagao da supressao do
patogeno e da diferenca entre as fontes utilizadas neste estudo é o
fato de que o produto possa apresentar em sua composicdo elementos
toxicos, como no caso do Rocksil® (silicato de aluminio), que além
do silicio contém teores de aluminio e titdnio, os quais ja foram
reportados como sendo toxicos as bactérias (1, 11).

Foi realizado analise de regressdo no tratamento com silicato
de aluminio, pois foi verificada acdo inibitoria das diferentes
concentragdes sobre o crescimento da bactéria. O modelo matematico
foi ajustado para se obter uma equagao de concentragdo/resposta que
melhor representa-se as duas variaveis em cada isolado. Em todos
os dez isolados de Cff avaliados o halo de inibicdo respondeu de
forma linear e positiva (p<0,05) com o aumento das concentragdes
utilizadas. Desse modo, nota-se que a ago inibitoria depende da
concentracdo do silicato de aluminio, o que em parte, explica o

aumento do halo de inibi¢do nas maiores concentragdes desta fonte
silicatada (Figura 1).

Com relagdo a comparagdo entres as concentragdes do silicato
de aluminio e a testemunha positiva (tolylfluanid) (Tabela 4),
nota-se que apenas na maior concentragdao (10,0 %) mostrou
diferenca com o tratamento testemunha em todos os isolados de
Cff. O isolado FJ 005, oriundo do Estado de Goias, apresentou
comportamento diferente em relacio aos outros isolados avaliados,
pois nao foi sensivel ao tolyfluanid, mas apresentou sensibilidade as
concentragdes de 2,5, 3,0 ¢ 10 % de silicato de aluminio. Os isolados
FJ 004, FJ 009 e FJ 013 apresentaram sensibilidades semelhantes
entre si, pois formaram halos nas concentragdes de 3,0 e 10,0 %
de silicato de aluminio. Apesar de diferirem estatisticamente da
testemunha somente na maior concentragdo (10 %), os isolados
FJ 014 e FJ 010, apresentaram a maior sensibilidade ao silicato de
aluminio, observando halos de 19,8 mm e 21,4 mm, enquanto para
o tolylfluanid os halos foram de 2,8 mm ¢ 3,0 mm, respectivamente,
para cada isolado.

As variagdes na sensibilidade ao silicato de aluminio entre
isolados, verificada neste estudo, sugerem a ocorréncia de
variabilidade genética na populacdo de Cff, confirmando com as
observagdes de Souza et al. (24). Assim, ressalta a importancia
do conhecimento da variabilidade genética entre populagdes para
futuros estudos que objetivem recomendar uso de produtos.

Embora seja relatada alta atividade antibacteriana deste produto
a X. axonopodis pv. passiflore e X. axonopodis pv. citri, inibindo 100
% o crescimento bacteriano em meios de culturas contendo baixas
concentrac¢des do produto (a partir de 0,5 %) (2, 4), o mesmo, ndo foi
confirmado neste trabalho, porém, verifica-se, de modo geral, uma
tendéncia de que quanto maior a concentragdo, maior ¢ o efeito do
silicato de aluminio no sentido de inibir o desenvolvimento de Cff; ja
que os melhores indices de inibi¢ao foram nas maiores concentragdes.

Tabela 3 Halo de inibigdo (mm) de 10 isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens com diferentes concentragdes, provenientes

de duas fontes de silicio.

Concentracdes (%)

Isolados Fontes 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 10,0 CV (%)
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
koot Rocksil 1,0a 1,0a 1,6a 1,8a 22b 2,8b 2,8b 8.4b 46,70
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
FJ 004 22,94
! Rocksil 1,0a 1,8b 22b 30b 340 320 3,8b 12,2b ’
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
F1007 Rocksil 1,0a 1.6a 2,0a 2,40 30b 340 3,8b 11,0b 34,99
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
FJ 008 29,98
Rocksil 1,0a 1,6 a 24b 30b 300 36b 4,0b 11,0 b ’
7005 Supa Sil'ica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 28,09
Rocksil 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,8b 2,6 b 32b 10,2 b
FIoll Supa Sll.lca 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 32,08
Rocksil 1,0a 1,0a l4a 22b 2,8b 300 3,0b 11,6 b
F1010 Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 4226
Rocksil 1,0a 14a 2,0a 2,8b 2,8b 30b 50b 21,4b ’
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
FJ 009 46,71
Rocksil 1,0a 1,6 a 2,6 b 2,6b 32D 4,0b 5,6b 132b ’
FT013 Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 53.08
Rocksil 1,0a 14a 1,8a 24a 32b 340 54b 15,0 b ’
Supa Silica 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a
ko4 Rocksil 1,0a 1,2a 1,82 24a 32b 4,0b 52b 19,8 b 48,58

Dados transformados em x+1. Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem significativamente pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Figura 1 Inibi¢do in vitro do crescimento de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em diferentes concentragdes do silicato de

aluminio (Rocksil®).
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Tabela 4 Comparacio da inibi¢do de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens entre as concentragdes do silicato de aluminio (Rocksil®)

¢ a testemunha positiva (tolylfluanid).

Concentracdes Isolados

(%) FJ0o01 FJ004 FJ007 FJ008 FJ005 FJo11 FJO10 FJ009 FJo013 FJo14
0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,5 1,0 1,8 1,6 1,6 1,0 1,0 1,4 1,6 1,4 1,2
1,0 1,6 22 2,0 2,4 1,0 1.4 2,0 2,6 1,8 1,8
1,5 1,8 3,0 2,4 3,0 1,0 2,2 2,8 2,6 2.4 2.4
2,0 2,2 34 3,0 3,0 1,8 2,8 2,8 3,2 3,2 3,2
2,5 2,8 32 34 3,6 2,6% 3,0 3,0 4,0 34 4,0
3,0 2,8 3,8% 3,8 4,0 3,2% 3,0 5,0 5,6% 5.4% 5,2
10,0 8,4%* 12,2* 11,0* 11,0* 10,2* 11,6* 21,4% 13,2* 15,0* 19,8*
tolyfluanid 2,0 2,2 2,0 2,8 1,0 1,8 3,0 2,6 1,6 2,8

Dados transformados em x+1. As médias seguidas por asterisco, na coluna, diferem significativamente da testemunha, a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
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