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RESUMO

Agrobio é um biofertilizante produzido a partir de esterco bovi-
no fresco, &gua, melaco e sais minerais, submetidos a fermentacao
em temperatura ambiente por aproximadamente 56 dias em reci-
pientes abertos. Este produto, desenvolvido pela PESAGRO-RIO
(EES) tem sido largamente utilizado por agricultores orgénicos e
convencionais no estado do Rio de Janeiro, ao qua atribuem efeito
nutricional e de controle de doencas em diferentes culturas. No pre-
sente trabalho avaliou-se o efeito de antibiose e de concentracdes do
Agrobio contra Xanthomonas euvesicatoria, in vitro. Realizaram-se
quatro bioensaios, utilizando-setrésisolados distintos dafitobactéria,
e compararam-se amostras de Agrobio em diferentes estagios de
preparacdo (35; 85 e 115 dias) e submetidos a trés tratamentos
(autoclavado a 120°C/20 min; filtrado 0,22 pm; original). Utilizou-
se 0 método de escavacdo em placa e o efeito dos tratamentos foi
medido pelo diémetro do halo de inibicdo formado. Constatou-se
que Agrobio apresenta agdo bacteriostética sobre X. euvesicatoria,
independente da idade da amostra e do tratamento aplicado ao pro-
duto, e inibicdo do crescimento do patdgeno a concentragdo acima
de 5%, o que sugere a viabilidade de se utilizar este biofertilizante, a
partir de 35 dias de fermentac&o, como medida auxiliar no controle
da mancha-bacteriana do pimentdo, necessitando porém, de confir-
magdes por meios de estudos em condigdes de campo.

Palavras-chave: CapsicumannuumL., Xanthomonaseuvesicatoria,
antibiose.

ABSTRACT

Bacteriostatic action of biofertilizer Agrobio in vitro

Agrobio is a hiofertilizer prepared from fresh cattle manure,
water, molasses and minerals, fermented under room temperature in
open containers during 56 days. This product has been widely used
by organic and conventional farmersthroughout Rio de Janeiro State,
Brazil, to control several plant pathogens of various crops. The
antibiotic effect of different concentrations of Agrobio against
Xanthomonas euvesicatoria, in vitro vas evaluated. Four bioassays
were performed with three isolates of the bacterium. Agrobio was
tested in three preparation stages (35, 85 and 115 days of
fermentation) and applied raw, filtered (0,22 um) or autoclaved
(120°C/20 minutes). The effect of the treatments was assessed by
the diameter of the inhibition growth halo on Petri dishes. Agrobio
presented bacteriostatic effect on X. euvesicatoria regardless of the
sample age or pre-treatment. Growth inhibition occurred above 5%
concentration, indicating the feasibility of Agrobio, as a bacterial
leaf spot control agent, in early fermentation stages (35 days). Field
experiments are necessary to confirm these results.

Keywords: Capsicum annuum L., Xanthomonas euvesicatoria,
antibiosis.
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0 estado do Rio de Janeiro, um dos

biofertilizantes mais conhecidos e
utilizados em varias culturas é o
Agrobio, produzido e pesquisado na EE
de Seropédica da PESAGRO- RIO. O
Agrobio é obtido por meio da transfor-
macdo microbiana, em sistema aberto,
de uma mistura de &gua, esterco bovino
fresco, melago, leite e sais minerais.
ApGs cerca de 56 dias, dependendo das
condi¢Bes ambientais, o produto pode
ser engarrafado para uso em lavouras,
como fertilizante foliar e também para
controlar algumas doencas em mudas de
hortalicas folhosas, de ornamentais e de
fruteiras em geral (FERNANDES,
2000). Porém, apesar do uso frequente

de hiofertilizantes em diferentes cultu-
ras, sejacomo adubo foliar ou como au-
xiliar no controle de pragas e doengas,
0 seu modo de agdo ndo é conhecido,
apesar de resultados praticos
satisfatorios (BETTIOL et a, 1997).
No Agrobio ha uma comunidade
microbiana composta por fungos
(Fusarium tabacinum), bactérias
(Lactobacillus spp. e Bacillus subtilis)
leveduras (Candida spp. e, principal-
mente, Cryptococcus laurentii) e
actinomicetos (Sreptomyces spp.) (DE-
LEITO, 2002) e acredita-se que a sua
acao possa estar relacionada ao aumen-
to da atividade microbiana propiciada
pelas aplicagtes freguentes do produto.

N&o existem informagdes na litera-
tura do efeito do Agrobio sobre o de-
senvolvimento de fitopatégenos, porém
ja existem relatos para outros
biofertilizantes. Castro et al. (1991)
comprovaram o efeito do biofertilizante
proveniente da digestdo anaerdébia do
esterco bovino causando inibicdo do
crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides, agente da antracnose
do maracuj4, de Thielaviopsis paradoxa,
agente da podriddo do abacaxi, de
Penicillium digitatum agente do mofo
verde dos citrus e de Cladosporium sp.,
agente da mancha deprimida do mara-
cuja Tratch e Bettiol (1997) verifica
ram em biofertilizante produzido com a

1Parte da Dissertagéo de Mestrado apresentada pela primeira autora ao Curso de Pés-Graduag&o em Fitotecnia da UFRRJ; bolsista da CAPES.
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Tabela 1. Inibic&o do crescimento de Xanthomonas euvesicatoria (ENA 4170) in vitro, por
diferentestratamentos, expresso pelo didmetro do hal o deinibicdo formado (mm). Seropédica,

UFRRJ, 2001.

Tratamento Halo (mm)
Sulfato de estreptomicina (0,24 mg/ml) 17,16 a
Sulfato de cobre (0,24 mg/ml) 12,66 ab
Agrobio com 115 dias filtrado (0,22 pm) (5%) 8,44 bc
Agrobio com 85 dias autoclavado (120,C/20 min) (5%) 827 ¢
Agrobio com 115 dias autoclavado (120, C/20 min) (5%) 822 ¢
Agrobio com 85 dias filtrado (0,22 pm) (5%) 794 ¢
Agrobio com 35 dias filtrado (0,22 pm) (5%) 772 ¢
Agrobio com 35 dias autoclavado (120,C/20 min) (5%) 738 ¢
Agrobio com 85 dias original (5%) 683 c
Agrobio com 115 dias original (5%) 633 c
Agrobio com 35 dias original (5%) 572 ¢
Agua 00 d
CV % 25,0

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

adicdo de sais e residuos organicos, que
concentragcBes acima de 15% inibiram
completamente o crescimento micelial
de Alternaria solani, Stemphylium
solani, Septoria lycopersici, Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani e Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli e a germina
¢a0 de esporos de B. cinerea, A. solani,
Hemileia vastatrix e Coleosporium
plumierae.

N&o existem, porém, relatos do efei-
to de biofertilizantes sobre bactérias
fitopatogénicas, em gerd de dificil con-
trole no campo, e para as quais existem
apenas duas opcdes de controle quimico,
antibidticos ou fungicidas a base de co-
bre. E o que ocorre com a mancha-
bacterina do pimentéo, causada por
Xanthomonasaxonopodispv. vesicatoria,
renomeada por Jones et a. (2004) como
Xanthomonas euvesicatoria. No campo,
apos inicio da epidemia, normamente é
recomendada a aplicacdo de fungicidas
cUpricos ou cuprorganicos que, em gerd,
ndo diferem entre s (MARCO; STALL,
1983; AGUIAR et d, 2003) exceto quan-
do daocorrénciade estirpesresistentes ao
cobre, onde o segundo pode apresentar
maior eficiéncia (MARCO; STALL,
1983) ou ndo (JONES et al., 1991;
AGUIAR et al, 2003). Aguiar et al.
(2000) relatam a ocorréncia no Brasil
de estirpes resistentes a até 1800 ul/ml
decobre. O controle quimico éaindadi-
ficultado pelaocorrénciaataefreqiente
de estirpes resistentes ao sulfato de
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estreptomicina (JONES et al., 1991;
WARD:; O’ GARRO, 1992;
QUEZADO-DUVAL et a., 2003).
Tendo em vista a necessidade de se
desenvolverem novas tecnologias para
0 manejo de fitobacterioses o presente
trabalhofoi realizado paraavaliar o efei-
to de antibiose do Agrobio contra
Xanthomonas euvesicatoria, in vitro.

MATERIAL E METODOS

Para testar o efeito de antibiose do
biofertilizante Agrobio foram feitos qua-
tro bioensaios, in vitro, com trés isola
dos da fitobactéria (ENA 4170, ENA
4370 e ENA 818) utilizando-se 0 méto-
do de escavacdo em placa (SALGADO
et d., 2002). Em placas de Petri de 20
cm de didmetro contendo 50 ml de meio
Nutriente Agar (FAHY; HAYWARD,
1983) foram distribuidos 0,5 ml de sus-
pensdo bacteriana em solugdo salina
(NaCl a 0,85%) ajustada em
espectrofotdbmetro para 75% de
transmitancia, a 600 nm (108 ufc/ml).
Ap6s secagem do liquido excedente fo-
ram feitos seis orificios de 5 mm de di&-
metro aos quais foram adicionados 25 pl
de amostras dos respectivos tratamentos.
A leiturados resultados foi feita apds 48
horas de incubagéo a 28°C, medindo-se
0 halo de inibi¢do formado. Utilizou-se
0 delineamento inteiramente a0 acaso,
com cinco repeticdes representadas por
uma placa ou seis orificios cada.

No primeiro bioensaio, utilizou-se o
isolado ENA 4170 e o biofertilizante
Agrobio a 5% com 35 dias de preparo,
85 e 115 dias (prontos para uso), e sub-
metidos aostratamentos: original, filtra-
dos em milipore (0,22 um) e autocla-
vados (120°C/20 minutos). Como con-
troles, utilizaram-se os tratamentos adi-
cionais: sulfato de cobre (0,24 mg/ml)
esulfato de estreptomicina (0,24 mg/ml)
e dgua. A concentracdo dos respectivos
bactericidas foi escolhida com base em
testes in vitro visando a obtencdo de
halos homogéneos e com diametro
maior que 12 mm conforme Salgado
(2002), independente das concentragtes
recomendadas para produtos comerciais
em condi¢Bes de campo. No segundo
bioensaio, utilizou-se o isolado ENA
4370 e comparou-se 0 Agrobio, com 0s
trés periodos de preparo e as trés prepa-
racOes, citados anteriormente, arranja-
dos em esguema fatoria (3x3). Como
controle, utilizou-se o diluente agua des-
tilada e autoclavada. No terceiro
bioensaio, utilizou-se o isolado ENA
818 e compararam-se 0s tratamentos:
Agrabio a5%, pronto parauso (56 dias),
em sua forma original, filtrado em
milipore e autoclavado e trés testemu-
nhas, &gua, sulfato de cobre (0,24 mg/
ml) e sulfato de estreptomicina (0,24
mg/ml). Os resultados dos bioensaios
foram submetidos a andlise de varién-
cia e ao teste de Tukey a 5% de proba
bilidade.

A fim de se estabel ecer umarelacéo
entre os principios ativos usuais, cobre
e antibidtico, e o Agrobio, testou-se no
quarto bioensaio aresposta do patégeno
(isolado ENA 818) a doses crescentes
do Agrobio (0; 2,5; 5; 7,5; 10; 20; 25;
30; 40 e 50 ml/100 ml) e como testemu-
nha utilizaram-se também doses cres-
centes de sulfato de cobre (0; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 g/100
ml) e de sulfato de estreptomicina (0;
0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05;
0,1; 0,5e1,0 ¢/100 ml). Com as médias
dos halos, obtidas em trés repetices,
representadas por trés placas com seis
orificios, foram construidos gréficosem
funcdo das doses dos trés produtos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O biofertilizante Agrobio apresentou
acdo bacteriostatica sobre X.
euvesicatoria para os trés isolados tes-
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tados, independente do tempo de pre-
paro e do tratamento aplicado ao pro-
duto, confirmado pelainibi¢do do cres-
cimento bacteriano naregido dos halos,
porém permitindo a recuperacéo da
fitobactéria por meio de repicagens a
partir da referida regiéo.

No primeiro bioensaio, realizado
com isolado ENA 4170, o Agrobio, in-
dependente do tempo de preparo e do
tratamento aplicado ao mesmo, apresen-
tou atividade bacteriostatica, com hao
deinibicdo variando de 5,72 a8,44 mm,
gue ndo diferiram estatisticamente en-
tre i, que por sua vez foram superiores
a testemunha &gua (0,0 mm) e inferio-
res ao sulfato de cobre (12,7 mm) e ao
sulfato de estreptomicina (17,2 mm)
(Tabela 1). Este resultado foi confirma-
do no segundo bioensaio, realizado com
o0 isolado ENA 4370, onde n&o foi ob-
servada interacdo significativa entre o
periodo de preparo e a preparacdo do
biofertilizante (filtragem, autoclavagem
e amostraoriginal), nem diferencas sig-
nificativas entre os tratamentos. Obser-
VOU-Se nos tratamentos com Agrobio
halo médio de 8,7 mm enquanto que no
diluente , &gua, este foi de 0,0 mm.

Ja no terceiro bioensaio, redizado
com o isolado ENA 818 e amostras de
Agrobio com 56 dias de preparo, obser-
vou-se maior diémetro dos halos deini-
bicdo em relacdo agueles observados
paraosisolados ENA 4170 e ENA 4370
(Tabela2). Oshaos deinibi¢do nostra-
tamentos com o biofertilizante origina
(23,3 mm) efiltrado (13,2 mm) e o sul-
fato de cobre (12,3 mm) n&o diferiram
estatisticamente, mas por suavez foram
superiores estatisticamente aos halos
formados no produto autoclavado (10,4
mm) e a &gua (0,0 mm), sendo todos,
porém, significativamente inferiores ao
sulfato de estreptomicina (31,8 mm).
Embora ndo existam relatos na literatu-
ra sobre o efeito de biofertilizantes so-
bre a fitobactéria em estudo, o presente
resultado confirmam os de Castro et d.
(1991) e os de Tratch e Bettiol (1997)
gueobservaram atividade antimicrobiana
de dois diferentes biofertilizantes, carac-
terizada pela inibigdo da germinagéo de
conidios e do crescimento micelia de
diferentes fungos.

A filtragem e a autoclavagem néo
reduziram o tamanho do halo de inibi-
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Tabela 2. Inibi¢do do crescimento de Xanthomonas euvesicatoria (ENA 818) in vitro por
diferentestratamentos, expresso pel o didmetro do hal o deinibi¢do formado (mm). Seropédica,

UFRRJ, 2001.

Tratamento Halo (mm)
Sulfato de estreptomicina (0,24 mg/ml) 31,80 a
Sulfato de cobre (0,24 mg/ml) 12,30 b
Agrobio com 56 dias original (5%) 13,30 b
Agrobio com 56 dias filtrado (0,22 ym) (5%) 13,20 b
Agrobio com 56 dias autoclavado (120,C/20 min) (5%) 10,40 c
Agua 0,00 d
CV % 7,39

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 1. Halo de inibi¢cdo (mm) do crescimento de Xanthomonas euvesicatoria, in vitro,
promovido por doses crescentes do biofertilizante Agrobio (ml/100 ml), sulfato de cobre (g/
100 ml) e sulfato de estreptomicina (g/100 ml). Seropédica, UFRRJ, 2001.

¢80 0 que sugere que a agdo do produto
deve-se a presenca de substancias
bacteriostéti cas no mesmo e ndo somen-
te a acdo direta da flora microbiana e,
gue essas substancias estdo presentes no
produto independente do periodo de pre-

paro (36 a 100 dias), ndo sendo
termolabeis, concordando com osresul-
tados de Tratch e Bettiol (1997). A ac&o
bacteriostética in vitro, confirmada no
presente ensaio, pode estar associada a
presenca de Bacillus subtilis em todas
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as fases do preparo do Agrobio (Delei-
to, 2002), que € reconhecidamente um
produtor de antibiético (BETTIOL e
KIMATI, 1990; CASTRO et d., 1991).
S&0 necessArios, porém, estudos em con-
di¢Bes de campo paracomprovacdo des-
te efeito no filoplano.

No quarto ensaio, em que se avaliou
o efeito de concentragdes crescentes do
Agrobio comparado a doses crescentes
de sulfato de estreptomicina e de sulfa-
to de cobre em relacdo ao patdgeno (iso-
lado ENA 818), observou-se aumento do
diametro dos halos de inibi¢cdo com o
aumento daconcentragdo deAgrobio. No
Agrobio, observou-se hado médio de 9,0
mm a concentragdo de 10 ml/100 ml, e
de 15 mm a concentragdo de 50 ml/100
ml, enquanto que para do sulfato de co-
bre registraram-se halos de 13 mm e 15
mm as concentragdes de 1,0 g/100 ml e
5,0 g/100 ml, respectivamente, e para
sulfato de estreptomicinahalosde 12 mm
e 18 mm as concentragdes de 0,001 g/
100 ml e 0,05 ¢/100 ml (Figura 1).

Estesresultados mostram atividade de
antibiose do Agrobio, porém, muito me-
nos acentuada que ado antibiético sulfato
de estreptomicinae do cobre e, sugerem a
viabilidade de se utilizar o biofertilizante
Agrobio, apos 35 dias de fermentacéo
como medidaauxiliar no controledaman-
cha-bacteriana do pimentdo, confirman-
do os resultados de Deleito (2002) em
ensaios em condi¢Bes de casa-de-vegeta
¢80. S80 necessarios, porém, confirma:
¢Oes deste efeito por meio de estudos
epidemiol6gicos em condigBes de cam-
po, tendo em vistaacomplexidadedo con-
trole quimico deta fitobacteriose (MAR-
CO; STALL, 1983; JONES &t d., 1991;
AGUIAR €t d., 2000; CARMO €t al.,
2001; AGUIAR et al., 2003).

C.S.R. Deleito et a.
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