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RESUMO

Camatti - Sartori, V., Valdebenito - Sanhueza, R. M., Silva Ribeiro, R. T. Desenvolvimento de Pantoea agglomerans em diversas temperaturas,
pH e concentragdes de carboxi-metil-celulose e seu impacto no controle de Rosellinia necatrix. Summa Phytopathologica, v.34, 1.1, p.13-17,

2008

Rosellinia necatrix Prill induz a podriddo branca da raiz da
macieira, doenga que causa severa perda em pomares localizados no
sul do Brasil. O manejo da doenga ¢ principalmente preventivo e
inclui o uso de porta-enxertos resistentes e a fumiga¢do do solo. A
prote¢do das mudas de macieiras antes do plantio com um isolado
antagonista de Pantoea agglomerans foi recentemente proposto para
reduzir a incidéncia da doenca. Os objetivos desta pesquisa foram
caracterizar o relacionamento entre o patdégeno e a bactéria
antagonista; a produgdo de metabdlitos biologicamente ativos pelo
isolado bacteriano e a sua acdo sobre o patdgeno; o efeito do pH, da
temperatura ¢ de carboxi-metil-celulose (CMC) sobre o crescimento
do antagonista e do patégeno, isolados ou ndo e no controle da doenca.

Palavras chave: controle bioldgico, formulagio, podridao de raizes.

Os resultados demonstraram que o crescimento de P. agglomerans
foi maior em pH 5,5 ¢ 6,0 e nas temperaturas de 20 °C ¢ 30 °C. O
crescimento micelial de R. necatrix foi inibido em meio de cultura e
previamente colonizado pelo antagonista e com CMC nas
concentragdes de 0,25 e 0,5 %. A prote¢do das macieiras da infec¢do
por R. necatrix foi observada quando utilizadas as concentragdes de
107; 10% e 10° cel/mL e nas diferentes concentragdes de CMC. Maior
desenvolvimento radicular das macieiras foi constatado em todas as
concentragdes de CMC quando usada a concentragdo de 10° cel/mL. A
formulag¢do de P. agglomerans com CMC tornara possivel a
incorporacdo desta estratégia de controle ao manejo integrado da
podridao branca das raizes da macieira no Sul do Brasil.

ABSTRACT

Camatti - Sartori V., Valdebenito - Sanhueza, R. M., Silva Ribeiro, R. T. Development of Pantoea agglomerans under different temperatures, pH and
carboximethyl cellulose rates and their effect on Rosellinia necatrix control. Summa Phytopathologica, v.34, 1.1, p.13-17, 2008

Rosellinia necatrix Prill induces the white root rot of apple, a
disease that causes severe losses in orchards located in Southern Brazil.
The management of the disease is mostly preventative and include
usage of less susceptible rootstocks and soil fumigation. Protection
of nursery apple trees before planting with an antagonistic bacterium
Pantoea agglomerans was recently proposed to reduce the disease
incidence. The aims of this research were to know about the
pathogen-antagonic bacterium relationships and the effect of cell
concentrations, pH, temperature and carboximethyl
cellulose(CMC) in the culture media on the growth of the

pathogen, the antagonic organism and on the disease control.

Additional keywords: biological control, formulation, root rot.

Results showed that growth of P agglomerans was improved on
pH 5.5 to 6.0 , and at temperature of 20 °C and 30 °C. Mycelia of
R. necatrix isolates was inhibited when grown in a media
previously colonized by the antagonist and the two isolates were
inhibited when in this media were added 0.25 % and 0.5 % of CMC
in the culture media. Protection of apple plants from R. necatrix
infection was observed with 107, 10® and 10° ufc/mL and different
CMC concentrations. Root development was improved when cell
concentration was 10° ufc/mL and when CMC was used.
Formulation of P. agglomerans will make possible the use of
biocontrol in the integrated management of the disease.

Estudos feitos no Rio Grande do Sul mostram que as perdas
de plantas de macieira variam de 0,5 a 12 % ao ano, em
decorréncia de infecgdes causadas pelas podriddes de raizes. A
podriddo causada por R. necatrix ¢ de dificil controle, uma vez
que as praticas disponiveis s@o pouco eficazes (10). Esta
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situacdo compromete a rentabilidade das propriedades. Poucos
sdo os trabalhos de estudo das condi¢des propicias para o
desenvolvimento de R. necatrix, que No estudo deste patdogeno
Agarwala & Sharma (1) é favorecido por temperaturas de 14 a
17°CepH6.



As recomendagdes de controle da podriddo branca da raiz da
macieira incluem: o uso de mudas de um porta-enxerto resistente, a
aplicacdo do brometo de metila no replantio e o tratamento das raizes
das plantas com um fungicida do grupo dos benzimidazois, medidas
que tém apresentado eficiéncia variavel. Nas areas de replantio de
macieiras, tratadas com os métodos hoje recomendados, somente ¢
possivel retardar o surgimento da doenca, fato que torna o replantio
das macieiras economicamente inviavel. O controle biologico de R.
necatrix foi obtido com a utilizag@o de estirpes de Trichoderma spp.
incorporadas ao solo contaminado, associando-se esta pratica a
solarizacdo (4, 17). Outra estratégia de controle da doenga recentemente
proposto foi o tratamento das raizes das mudas com um isolado de
Pantoea agglomerans com 1 % carboxi-methil-celulose (22, 23).

Estudos sobre P. agglomerans mostraram que isolados desta
espécie utilizam diversas fontes de carbono, destacando-se a glicose,
a sacarose ¢ produzem exopolissacarideos em meio de cultura e
siderdforos, na presencga de sacarose, acido nicotinico, citrato férrico
(1, 5). Nao foram encontrados na bibliografia, resultados sobre o uso
de carboxi-metil-celulose (CMC) no desenvolvimento de P.
agglomerans.

O presente trabalho objetivou verificar os efeitos do pH, da
temperatura, das diferentes concentragdes de células de P. agglomerans
e de CMC, em Rosellinia necatrix, na relagao antagonista-patdgeno e
no controle da podriddo branca das macieiras.

MATERIAL E METODOS

Microganismos

Foram utilizados dois isolados de R. necatrix obtidos de raizes de
macieira, sendo o isolado FC proveniente de um pomar do Municipio
de Flores da Cunha, RS ¢ o isolado LV de um pomar do Municipio de
Lagoa Vermelha, RS. O isolado antagonista de Pantoea
agglomerans(10.2), foi obtido de raizes sadias de macieira. A
manutencdo das culturas dos microrganismos foi feita no meio BDA
(batata - 200 g., dextrose - 20g; agar, 20g ¢ agua destilada -1 L) A
bactéria antagonista foi multiplicada em vidros com o meio BD (batata
- 200 g; dextrose — 20 g ¢ agua destilada— 1 L) submetidos a agitagao
(150 rpm). Todos os microrganismos utilizados pertencem & cole¢ao
da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV - Bento Gongalves, RS).

Efeito da temperatura sobre o desenvolvimento de P. agglomerans.

Foram realizados dois experimentos. No primeiro, vidros com o
caldo BD ¢ a bactéria foram incubados por 24 h na temperatura de 10,
20, 30 e 40 °C. No segundo, aos tratamentos antes citados se
acrescentou a incubagdo nas temperaturas a 30 °C ¢ 37 °C. Ao final dos
experimentos, aliquotas das culturas foram transferidas para placas
de Petri com BDA ¢ apds a incubagdo foi determinado o nimero de
coldnias desenvolvidas. Cada tratamento constou de trés repeti¢des
constituidas por uma placa.

Efeito do pH sobre o desenvolvimento do antagonista e do
patégeno.

O antagonista foi cultivado em frascos com meio BD com pH :
5,0; 5,5 ¢ 6,0, corrigido com HCL. Os cultivos foram mantidos, por 24
ha27°C e aavaliagdo, feita pela medida da absorbancia em 570 nm.
Cada tratamento foi feito com 3 repeti¢cdes. No caso de R. necatrix, um
disco de 5 mm de didmetro de agar, colonizado com os isolados FC ou
LV foi cultivado em placas de Petri com meio BDA com pH 5,0; 5,5 ou
6,0 ¢ incubado durante 72 h a 25 °C. O experimento teve cinco
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repetigdes e na avaliag@o registrou-se o diametro das coldnias.

Fracionamento e efeito de metabolitos liberados por P.
agglomerans sobre Rosellinia necatrix.

O processo foi feito a partir do sobrenadante de culturas de P,
agglomerans. Foi usado caldo de cultura BD com pH 5,0; 5,5 ou 6,0
e o tempo de incubagdo variou de 0 a 48 h. A testemunha foi apenas
caldo BD. As culturas foram centrifugadas a 15.000 g por 30 minutos
¢ a biomassa foi descartada. Os sobrenadantes foram esterilizados por
filtragdo a vacuo em membrana Millipore 0,22 um e colocados no
extrator continuo com solvente diclorometano por 6 h. A seguir cada
extrato foi concentrado em rotavapor rotativo ¢ submetido a
cromatografia de camada delgada de fluxo continuo, realizada em
cromatofolhas de aluminio contendo silica gel 60 GF,_,. Para a corrida
em placa de cromatografia foram utilizados os solventes hexano e
diclorometano na propor¢do de 1:1. A visualiza¢do das manchas foi
feita sob lampada UV 254-360 nm.

Cada mancha cromatografica foi recortada e colocada proxima a
um disco de agar de 0,5 cm de diametro colonizado por um dos isolados
de R. necatrix, em placa de Petri com BDA. Apds 72 h foi medido o
diametro das colonias do fitopatégeno. Para cada isolado de R. necatrix
e mancha cromatografica foram feitas trés repetigdes.

Efeito in vitro do caldo de cultura de Pantoea agglomerans sobre
Rosellinia necatrix.

A bactéria antagonica foi cultivada em caldo BD com concentragdes
crescentes de CMC (0,0; 0,25, 0,5; 1 e 1,5 %), em frascos agitados
por24ha 150 rpm e 27 °C. A seguir, as culturas foram centrifugadas
por 30 min a 15.000 g. Os pellets foram descartados e os sobrenadantes
foram esterilizados por filtragdo a vacuo com papel Whatmann® 1 e
membrana bacteriologica Millipore de 0,22 pm. A cada um dos filtrados
foi acrescentado agar fundente (40 °C) e em seguida, a mistura foi
distribuida em placas de Petri. Na superficie dos meios de cultivo
foram colocados 4 discos de 0,7 cm de didmetro dos isolados FC e LV
de R. necatrix . As placas foram mantidas por 3 dias na temperatura de
25 °C. Cada tratamento constou de trés repetigdes ¢, na avaliagdo, foi
registrado o tamanho das colonias. O controle foi constituido por
placas de Petri com caldo BD sem colonizar.

Efeito das concentracées de CMC e de Pantoea agglomerans no
desenvolvimento de Rosellinia necatrix.

Foram preparados trés conjuntos de suspensdes de CMC em
caldo BD nas concentragdes 0,0; 0,25; 0,5; 1 e 1,5 %. O primeiro
deles foi mantido sem P. agglomerans; ao segundo foi transferida uma
suspensao de células de P. agglomerans e, ao ultimo foi acrescentado
uma cultura de P. agglomerans com 24 h de incubagdo a 24 °C.
Aliquotas destes meios foram distribuidas sobre meio BDA contido
em placas de Petri. Quatro discos de 0,7 cm de meio BDA colonizado
pelos isolados LV ou LF de R. necatrix, foram colocados na superficie
dos meios em posi¢des eqiiidistantes. Foram utilizadas duas repeti¢oes
para cada isolado. Apods 72 h a 25 °C e na auséncia de luz, foi medido
o diametro das colonias do fitopatdgeno.

Controle biolégico de Rosellinia necatrix nas macieiras
Abactéria P. agglomerans foi multiplicada em caldo BD e pH 6,0.
A concentragdo das suspensoes bacterianas foi feita pela determinagao
de absorbancia a 570 nm, sendo os valores previamente definidos por
uma curva de concentrago e absorbancia. O patogeno foi multiplicado
em segmentos de ramos de macieira (1 x 1 cm) autoclavados por 1 h,
dois dias consecutivos e, posteriormente colonizados com discos de
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BDA (5 mm) com R. necatrix (19). O plantio das mudas do porta-
enxerto MM 106 foi feito em caixas de madeira (25 x 30 x 17 cm) com
solo sem esterilizar. Um segmento de ramo, colonizado pelo patégeno,
foi disposto em 4 covas de 15 cm de profundidade, 15 dias antes do
plantio das mudas. As raizes das plantas foram imersas durante 30
min nas suspensdes com diferentes concentragdes de propagulos do
isolado antagonico de P. agglomerans (107, 10® e 10° ufc/mL) sem e
com CMC nas concentragdes 0,0; 0,25;0,5; 1,0 e 1,5 %. A testemunha
recebeu apenas o fitopatégeno. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo por 15 dias e posteriormente transferidas para um telado.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os
tratamentos constaram das combinagdes entre a infestacdo do solo
com os dois isolados de R. necatrix, nas diferentes concentragdes da
bactéria antagonica ¢ as de CMC. Cada tratamento foi feito com duas
repeti¢cdes, cada uma constituida por uma caixa com quatro plantas. A
avaliagdo foi feita apds 270 dias e as variaveis avaliadas foram: matéria
seca da raiz; didmetro do colo a 2 cm acima do nivel do solo e numero
de plantas sadias e mortas. Foi aplicado o fungicida difenoconazole
para controle de oidio, nas doses recomendadas pelo fabricante. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparagao
das médias foi feita com o teste de Duncan (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da temperatura sobre o desenvolvimento de P.
agglomerans.

O desenvolvimento de P agglomerans nas temperaturas de 10
°C; 20 °C; 30 °C; 35 °C, medido pela absorbancia das suspensdes
foide 0,03; 0,217, 0,289; 0,161 e de 0,018 nm, respectivamente. O
maior estimulo das temperaturas no crescimento bacteriano, citados
em ordem decrescente ocorreu sob 30 °C, 20 °C e 35 °C(p<0,05%).
Nas temperaturas de 10 °C e 40 °C detectaram-se as absorbancias

igualmente menores e a absorvancia obtida a 40°C foi igual a da
suspensdo inicial da cultura. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por outros autores (5, 8, 26) que obtiveram bom crescimento
de P agglomerans entre 18 e 37 °C. Contudo, neste trabalho quando
a cultura do isolado antagonista ora avaliado foi feita em meio solido,
apos 24 h de incubagdo a 37 °C, ndo foi verificado nenhum crescimento
da bactéria.

Efeito do pH sobre o desenvolvimento do patégeno e do
antagonista.

O desenvolvimento de colonias de P. agglomerans foi
igualmente maior (p<0,05%) nos pHs 5,5 ¢ 6,0 (0,34 ¢ 0,36 cm,
respectivamente), sendo constatado o menor tamanho de colonia
no pH 5,0. O impacto dos trés valores de pH sobre R. necatrix foi
diferente dependendo do isolado avaliado. Assim, enquanto o
isolado FC nao foi afetado por nenhum dos valores de pH testados,
o isolado LV apresentou colonias de maior tamanho em pH 5,5
atingindo 2,24 cm, o menor no pH 5,0 (1,86 cm) ¢ colonias de
tamanho intermediario(2,0 cm) no pH 6,0 (p<0,05%). Outros
trabalhos relataram que o maior desenvolvimento deste patogeno
ocorre em meio de cultura com valores de pH que oscilam entre 6,0
e 7,0 (4, 11, 19). Nao foram encontrados relatos de comparagdes
do efeito do pH do meio de cultura no desenvolvimento de R.
necatrix.

Na literatura, cultivos em meios com pH em torno de 5,0 e 7,0
sdo citados nos experimentos com P. agglomerans, ndo havendo
contudo trabalhos de comparacdes do efeito de diferentes valores
deste fator na bactéria (7, 8, 12, 14, 26). Visto que as condigdes
favoraveis para o desenvolvimento P. agglomerans foram pH 5,5 e
6,0, se sugere que, maior vantagem competitiva para P. agglomerans
atuar como antagonista ocorrera em solos de pomares com pH
corrigido, como ¢ atualmente recomendado para a cultura da macieira,
3,19).

Tabela 1. Crescimento de Rosellinia necatrix em meio de cultura (BDA) com diferentes concentragdes de CMC e Pantoea agglomerans.

Didmetro das colonias (cm) de R. necatrix em meio de cultura sem
e com P. agglomerans e diferentes concentracdes de CMC (%)

Tratamentos

0.0 0.25 0.5 1.0 1.5
"Meio BDA 1.90 a A 190aA 196aA 1.88 a A 1.96 a A
*Meio BDA + suspensao de células de Pantoea agglomerans 1.26 a A 0.87 bB  1.04 abAB 1.21 aAB 122 aA
’Meio BDA + cultura de Pantoea agglomerans com 24 h de incubagao 138 a A 0.73dC  0.98 cdBC 1.06 bcABC 1.34 abAB

*Médias de 8 repeti¢des. Dados seguidos de letras minusculas iguais na linha (mintscula) ou na coluna (maitsculas) ndo diferem entre si (Duncan, p<0,05).

Tabela 2. Desenvolvimento das raizes das macieiras tratadas com diferentes concentragdes de Pantoea agglomerans e de carboxi-metil-celulose

Matéria seca das raizes (g) nas suspensdes de P. agglomerans

Concentrag¢des de CMC (%) 10" cel/mL 10° cel/mL 10" cel/mL
0.0 0.58 a 0.96 a 0.57 b
0.25 0.90 a 0.99 a 1.18 a
0.5 1.09 a 091 a 1.21 a
1.0 1.15 a 1.05 a 1.28 a
1.5 1.07 a 1.51 a 1.46 a

T - - . - - . -
Médias de duas repetigdes cada uma constituida por quatro plantas. Dados seguidos de letras iguais na coluna nao diferem entre si (Duncan, p<0,05).
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Tabela 3. Didmetro, matéria seca ¢ morte das macieiras estabelecidas em solo infestado com Rosellinia necatrix e tratadas com diferentes concentragdes

de Pantoea agglomeran(Pa).

Desenvolvimento das macieiras nos tratamentos

Tratamentos Didmetro do Caule (cm)
10" cel/mL de Pa 517 a'
10° cel/mL de Pa 524 a
10” cel/mL de Pa 5.81a
Testemunha 424 b

Matéria Seca das raizes (g)

Nimero de plantas mortas

0.58 b 0,22 b
0.96 a 0,00b
0.57 b 0,00 b
029 b 2,73 a

1 . L. . . . . N . .
Médias de duas repetigoes cada uma constituida por quatro plantas Dados seguidos de letras iguais na coluna ndo diferem entre si ( Duncan, p<0,05).
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Figura 1. Metabolitos da cultura de Pantoea agglomerans (cromatografia
em UV 254-360 nm). Fragdes: 1. caldo BD, pH 6; 2. Sobrenadante da
suspensdo de P. agglomerans, pH 5; 2A. Sobrenadante da cultura de 48 h
de P. agglomerans, pH 5; 3. Sobrenadante da cultura de 48 h de P.
agglomerans, pH 5,5; 4. Sobrenadante da cultura de 48 h de Pagglomerans,
pH 6.

Efeito in vitro das fracoes dos metabolitos obtidos do caldo de cultura
de P. agglomerans e do CMC sobre o desenvolvimento de R. necatrix.

Foram constatadas 5 fragdes no caldo de cultura de P. agglomerans
e nenhuma delas inibiu o tamanho das colonias do isolado LV de R.
necatrix o que apresentou colonias com tamanho de 1,56 a 1,63 cm de
diametro (Figura 1). No isolado FC deste patdogeno, somente pela
fragdo 2 A teve efeito inibitorio do tamanho das colonias (p<0,05) a
que atingiu 1,66 cm de didmetro. Nao se observou efeito das fragdes
3el(1,8¢ 1,83 cm, respectivamente) e as fragdes 2 ¢ 4,
apresentaram efeito intermedidrio nas coldnias (1,76 cm de
diametro).

Os resultados obtidos mostraram a variagdo dos impactos que
aprodugdo de metabolitos pode ter em diferentes estirpes do mesmo
patogeno o que confirma a necessidade de antagonistas competitivos
apresentarem uma diversidade de mecanismos de agdo para se
tornarem confidveis como ferramenta de controle de fitopatogenos.

Nao foi constatada variacdo do tamanho das coldnias de R.
necatrix. na auséncia de CMC, tanto na presenga de culturas do
antagonista recém preparadas como nas com 24 h de incubagdo
(Tabela 1). No entanto na presenga de 0,25 % de CMC e células da
bactéria antagonista, ocorreu forte inibigdo, que foi ainda maior
quando foi utilizada a cultura bacteriana com 24 h de idade (Duncan
p<0,05). Na concentrag@o 0,5 % de CMC o menor desenvolvimento
de R. necatrix ocorreu com a cultura com 24 h de incubagio.
Finalmente, na presenca de 1,0 e 1,5 % de CMC, nao foi observado
nenhum efeito da presenga da bactéria antagonista, confirmando-se
que nas concentragdes menores da CMC sdo mais adequadas para
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estimular a agdo antagdnica de P. agglomerans a que devera atuar
como suporte para o antagonista sem se constituir em substrato para
o patogeno.

Na avaliagdo do biocontrole de R. necatrix, em casa de vegetagdo,
foi observado quando inoculada uma suspensio de 10 °cel/mL de P,
agglomerans as plantas desenvolveram maior massa de raizes em
todos os tratamentos com CMC o que ndo ocorreu com as concentragdes
menores das suspensdes com o antagonista((Tabela 2).

Os dados obtidos sugerem que P. agglomerans deve ter varios
mecanismos de a¢do no biocontrole de R.necatrix ¢ na reducdo da
doenga, atuando como antagonista com agao direta de inibi¢do sobre o
patogeno, e, na presenca de CMC estimulando os mecanismos de
defesa no cultivar MM 106 de porta-enxerto de macieira pela
compensagao de massa radicular e provavelmente, competindo com
R. necatrix por nutrientes e/ou por sitio de infecgao.

Controle biolégico de R. necatrix por formula¢des de P.
agglomerans

Todas as concentragdes da bactéria antagdnica reduziram a
mortalidade das macieiras por R. necatrix ¢ promoveram aumento
do diametro do caule das plantas (Tabela 3). Adicionalmente, no
tratamento com 1x10% ufc/mL do antagonista foi detectado
aumento da matéria seca das raizes. Linhagens de P.
agglomerans, estudadas por outros autores tém apresentado
capacidade de formar associa¢des endofiticas e epifiticas com
suas hospedeiras, protegendo-as. Este efeito foi relacionado a
atividade fitohormonal e habilidade de estirpes desta espécie
em reduzir o nitrogénio (16). A promogao de crescimento das
plantas por diversas espécies de rizobactérias nas quais P.
agglomerans se inclui, é um efeito ja conhecido sendo este
grupo de organismos citados como PGPR (2, 18).

Os beneficios da formulagao da bactéria antagdnica com 0,25
a 0,5 % de CMC serdo provavelmente os de assegurar a
homogeneizagdo da suspensdo de células do antagonista,
estabelecer uma barreira fisica entre o hospedeiro e o patégeno
e estimular o tamanho do sistema radicular das macieiras
melhorando a resisténcia do porta-enxerto MM 106. A
bioformulagdo com CMC podera conferir ao isolado antagdnico
de P. agglomerans, uma vantagem competitiva sobre a
microflora do solo por permitir maior adesdo e atividade da
bactéria junto as raizes se constituindo num fator importante
para a otimizagdo do biocontrole de R. necatrix na macieira

Desta forma espera-se que o tratamento das plantas com o
isolado de P. agglomerans, agente de biocontrole de R necatrix,
podera representar uma alternativa para complementar o manejo
integrado da podriddo branca das raizes da macieira na regido Sul
do Brasil.
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