RIZOBACTERIAS NO CONTROLE DA MANCHA ANGULAR DO ALGODOEIRO
Rhizobacteria to control cotton bacterial blight
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RESUMO

Avaliou-se o potencial de rizobactérias na indugdo de resisténcia do algodoeiro a Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum.
Ap6s o isolamento das rizobactérias, foram selecionados os isolados capazes de reduzir os sintomas da mancha angular bacteriana em
casa de vegetacdo, os quais foram aplicados espacialmente separados do patégeno desafiador. Os melhores isolados foram testados
quanto a capacidade de reduzir os sintomas da ramulose e da murcha de Verticillium e de inibir diretamente os patégenos in vitro. Do
total de 123 isolados de rizobactérias foram selecionados cinco, L2-1 (Bacillus cereus), MT5-6 (Bacillus cereus),L2-2 (Achromobacter
xylosoxidans), MT5-5 (Bacillus cereus) e MT5-11 (Brevibacterium sp.), os quais apresentaram controle da mancha angular acima de
40%, em relagdo a testemunha. Nenhum isolado reduziu a severidade da ramulose e da murcha de Verticillium em relagio a testemunha,
nem apresentou efeito inibitdrio direto in vitro a X. axonopodis pv. malvacearum e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.
Para V. dahliae, apenas o isolado L2-1 apresentou efeito inibitdrio.

Termos para indexacdo: Gossypium hirsutum, Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, Verticillium dahliae, resisténcia induzida.

ABSTRACT

The potential of rhizobacteria was evaluated for resistance induction against Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum.
After isolation, the rhizobacteria were screened for the reduction of angular leaf spot severity under greenhouse conditions. They
were spatially separated from the challenging pathogen. The best isolates were tested for the capacity to reduce ramulose and
Verticillium wilt severity and directly inhibit pathogens in vitro. From a total of 123 rhizobacterial isolates, five were selected, L2-1
(Bacillus cereus), MT5-6 (Bacillus cereus), L2-2 (Achromobacter xylosoxidans), MT5-5 (Bacillus cereus) and MT5-11 (Brevibacterium
sp.), which showed angular leaf spot control above 40% as compared to the control. The tested isolates neither reduced the severity
of ramulose and verticillium wilt compared to the control nor showed in vitro direct inhibition to X. axonopodis pv. malvacearum and
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. For V. dahliae, only isolate L2-1 showed direct inhibition.

Index terms: Gossypium hirsutum, Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides,
Verticillium dahliae, induced resistance.

(Recebido em 22 de setembro de 2006 e aprovado em 5 de fevereiro de 2007)

INTRODUCAO

A cultura do algoddo no Brasil vem aumentando
significativamente em 4rea e produgdo, especialmente na
regido Centro-Oeste, principal produtora do pafs,
responsdvel por 63,8% da produgdo nacional (CASSETARI
NETO & MACHADO, 2000). O alto investimento em
tecnologia e principalmente o plantio em extensas dreas,
requerem medidas eficientes no que diz respeito aos fatores
limitantes como as doengas, para obtencdo de indices

satisfatérios de produtividade. Dentre as doencas que
ocorrem no algodao, a mancha angular, Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Smith) (VAUTERIN et al.,
1995) (Xam), a ramulose (Colletotrichum gossypium var.
cephalosporioides A. S. Costa) estdo disseminadas,
praticamente, em todas as dreas de cultivo no pais. A
murcha de Verticillium (Verticillium dahliae Kleb.) ocorre
nos Estados do Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais, em solos
argilosos, com predominancia de alta matéria organica
(JULIATTI & RUANO, 1997). As primeiras observagdes
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de ocorréncia severa destas doencas foram feitas em
gendtipos altamente susceptiveis. A ramulose e a mancha
angular ocorrem com maior severidade sob condi¢des de alta
umidade, temperatura elevada e dias nublados (CASSETARI
NETO & MACHADO, 2000; CIA & SALGADO, 1997),
enquanto a murcha de Verticillium é mais severa sob
temperaturas mais baixas, (18-22°C), tanto em linhagens
tolerantes como susceptiveis, independente do grau de
agressividade do patégeno (CIA & SALGADO, 1997).

A resisténcia induzida é definida como o aumento
da capacidade defensiva da planta contra amplo espectro
de patégenos e pragas, adquirida apds um estimulo
apropriado (KNOESTER et al., 1999; LOON et al., 1998;
RAMAMOORTHY et al., 2001) e baseia-se no
reconhecimento de um invasor e subseqiientes eventos
de transdugdo de sinal que levam a ativagdo das defesas
(MAUCH-MANI & METRAUX, 1998).

O estudo da resisténcia de plantas induzidas por
rizobactérias, para controle de doencas, tem mostrado
resultados promissores em vdrias culturas contra fungos,
bactérias e virus (HOFFLAND et al., 1996; JETTYANON &
KLOEPPER, 2002; SILVA et al., 2004a,b). Além do fator
ambiental, com a utilizagdo de produtos menos toxicos ao
meio ambiente, a prote¢do contra amplo espectro de
patégenos faz da resisténcia induzida uma opcdo adicional
para o agricultor, sendo complementar a resisténcia genética
e ao uso de fungicidas contra um amplo espectro de
patégenos. Se integrada, apropriadamente, em programas
de manejo de plantas sadias, ela pode prolongar a vida util
de genes de resisténcia e dos fungicidas usados atualmente.

Assim, objetivou-se, neste trabalho, selecionar
rizobactérias capazes de induzir resisténcia sistémica a Xam
em algoddo; avaliar o efeito destas rizobactérias no controle
da ramulose e da murcha de Verticillium em casa de
vegetacdo e no crescimento in vitro de Xam, C. gossypium
var. cephalosporioides e V. dahliae.

MATERIALE METODOS
Material vegetal

Nos ensaios em casa de vegetagdo, sementes de
algoddo da cultivar susceptivel CNPA Ita 90, previamente
desinfestadas com hipoclorito de s6dio 1%, por 5 minutos,
foram semeadas em vasos de 1,5 kg de capacidade
contendo a mistura de solo, areia e esterco (2:1:1),
previamente fumigada com brometo de metila.

Origem e preservacio dos isolados de rizobactérias e dos
patogenos

Foram obtidos 123 isolados de rizobactérias de
plantas de algoddo provenientes dos municipios de Lavras-

MG, Rondonépolis-MT, Primavera do Leste-MT e Campo
Verde-MT, dos quais foram selecionados 14 isolados mais
eficientes em reduzir os sintomas da mancha angular do
algodoeiro (ISHIDA, 2004). O isolado de Xam foi obtido
de folhas de algodoeiro apresentando lesdes tipicas da
mancha angular, provenientes da regido produtora do
municipio de Rondonépolis-MT. Para o uso experimental,
estes isolados, preservados em peptona glicerol a -80 °C
(LAZO & GABRIEL, 1987) e em folhas herborizadas (Xam),
foram transferidos para o meio 523 (KADO & HESKETT,
1970), pelo método de estrias paralelas e incubados por 48
h, a 28 °C. Para o preparo da suspensio dos isolados de
rizobactérias, as colOnias foram diluidas em dgua de torneira
e a concentragdo ajustada para A, = 0,50. A aplicagdo foi
feita pela irrigacdo do substrato, realizada 2 semanas antes
da inoculag¢do do patégeno com 100 mL da suspensdo
bacteriana.

A inocula¢@o de Xam foi realizada 36 dias ap6s o
plantio, pulverizando-se a face inferior das folhas com
suspensdo bacteriana, na concentragdo de 10° UFC/mL.
As plantulas foram mantidas por 24 h antes e depois da
inoculagdo em cdmara umida (28-30°C e 90-95% UR), sendo
em seguida levadas para casa de vegetacio.

Os fungos Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides e Verticillium dahliae, obtidos na
micoteca do Laboratério de Patologia de Sementes (DFP
—UFLA), foram cultivados em meio batata dextrose agar
(BDA), incubados a 25 °C, por 2 semanas. Uma suspensao
de 10° conidios/mL foi usada para a inoculagdo. A
inoculagcdo de C. gossypii var. cephalosporioides foi
realizada pulverizando-se a face inferior das folhas de
algoddo com suspensdo de conidios. As plantas
inoculadas foram mantidas por 12 h depois da inoculagéo
em cdmara umida (20-25°C), sendo em seguida levadas
para casa de vegetagdo. A inoculagdo de V. dahliae foi
realizada através do método de puncio na haste (BUGBEE
& PRESLEY, 1967), com seringa plastica e agulha estéreis.
As testemunhas foram injetadas com dgua destilada
estéril.

Selecdo de rizobactérias com potencial para controlar a
mancha angular do algodoeiro em condicGes de casa de
vegetacio

Os tratamentos com as rizobactérias foram
aplicados 14 dias antes da inoculacdo de Xam. A
severidade da doenca foi avaliada aos 7, 14, 21 e 28 dias
apds a inoculacdo do patdgeno, utilizando-se a escala de
Sidhu & Webster (1977), adaptada. Os valores obtidos
serviram de base para o cilculo da drea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD), proposta por Shaner
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& Finney (1977). Foi realizada a anélise de varidncia e a
comparacao das médias, pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade. O delineamento experimental foi o de
blocos casualizados com 15 tratamentos e 4 repeticoes (4
plantas/repeti¢ao).

Efeito in vitro de rizobactérias sobre o crescimento de
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum,
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e
Verticillium dahliae

Um dos critérios para distinguir a resisténcia
induzida de outros mecanismos que podem reduzir a
incidéncia ou severidade da doenca € a auséncia de efeitos
téxicos do agente indutor sobre o patdégeno desafiador
(STEINER & SCHONBECK, 1995). Para verificar tal
critério, avaliou-se o efeito in vitro dos isolados L2-1,
MT5-6, L2-2, MTS5-5 e MT5-11 sobre Xam, C. gossypii
var. cephalosporioides e V. dahliae. Para isto, placas de
Petri contendo meio 523 (KADO & HESKETT, 1970) foram
semeadas com 1 L da suspensdo de rizobactérias, em 2
pontos eqiiidistantes, e incubadas por 24 horas, a 28 °C.
Em seguida, as placas foram invertidas e em cada tampa
adicionou-se 1 # L de cloroférmio. Apds 30 minutos, as
placas foram abertas para a completa evaporagdo do
cloroférmio. As coldnias de rizobactérias foram, entio,
recobertas com uma sobrecamada de 5 mL de meio 523
semi-sélido fundente, contendo 100 4 L da suspensao
bacteriana de Xam. Ap6s a incubagdo a 28 °C por 48 horas,
as placas de Petri foram examinadas a procura de zonas
de inibicdo indicativas de antibiose. Para os fungos,
utilizou-se 5 mL de meio BDA semi-sélido fundente,
contendo 100 mL da suspensdo de conidios dos fungos
testados (5 x 10° esporos/mL). As placas de Petri foram
incubadas a 25 °C e examinadas, diariamente, a procura
de zonas de inibicdo indicativas de antibiose até que o
crescimento dos fungos tomasse toda a placa. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com 10 repeticdes.

Rizobactérias no controle da ramulose e da murcha de
Verticillium em algodoeiro em casa de vegetacio

Os isolados de rizobactérias L2-1, MT5-5 e MT5-
6 (Bacillus cereus), L2-2 (Achromobacter xylosoxidans),
e MT5-11 (Brevibacterium sp.), selecionados por reduzir
a severidade da mancha angular do algodoeiro, foram
avaliados, no controle da ramulose € da murcha de
Verticillium, em casa de vegetagdo. Para efeito de
comparacgio, utilizou-se o acibenzolar-S-metil (ASM), na
dosagem de 10 gi.a./100L dgua. Os tratamentos foram
aplicados 14 dias antes da inoculacdo dos patégenos

pela irrigacdo do solo, com 100 mL de suspensdo
bacteriana dos isolados e pela pulverizacdo foliar do
ASM. Foram realizadas 5 avaliagdes semanais da
severidade das doencas a partir do aparecimento dos
primeiros sintomas, (3 semanas apds a inoculagdo do
patégeno). A severidade da ramulose foi avaliada por
meio da escala de notas de Costa (1941), e da murcha de
Verticillium pela escala de Sidhu & Webster (1977). Os
valores obtidos serviram de base para o célculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
proposta por Shaner & Finney (1977). Para cada uma
das variaveis, foi realizada a anélise de varidncia e a
comparacgdo das médias pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com 7 tratamentos e 4 repeti¢cdes
(6 plantas/repeti¢do).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao de rizobactérias com potencial para controlar a
mancha angular do algodoeiro em condicoes de casa de
vegetacao

Os 14 isolados de rizobactérias testados
reduziram a severidade da mancha angular do
algodoeiro, diferindo significativamente da testemunha.
No entanto, destacaram-se os isolados L2-1, MT5-5 e
MT5-6 (Bacillus cereus), L2-2 (Achromobacter
xylosoxidans), e MT5-11 (Brevibacterium sp.), 0s quais
proporcionaram controle acima de 39%, em relacio a
testemunha (Tabela 1). O controle da mancha angular
do algodoeiro foi relatado pela selecdo de bactérias
antagonistas, tanto do filoplano (ARYA & PARASHAR,
2002) como da rizosfera (SAFIYAZOV et al., 1995), pelo
tratamento de sementes.

Efeito in vitro de rizobactérias sobre o crescimento de
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum,
Colletotrichum gossypium var. cephalosporioides e
Verticillium dahliae

Nenhum isolado testado inibiu o crescimento de
Xam e C. gossypium var. cephalosporioides. Para o fungo
Verticillium dahliae, apenas o isolado L2-1 proporcionou
halo de inibic@o do crescimento de 0,35 cm (Figura 1). De
acordo com os resultados, verificou-se que nenhum dos
isolados testados apresentou efeito inibidor sobre Xam,
indicando que a reducio da severidade da mancha
angular do algodoeiro, proporcionada por estes isolados
em casa de vegetacdo, ndo foi obtida por antagonismo
direto, podendo estar relacionada a inducdo de
resisténcia.
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Tabela 1 — Efeito de 14 isolados de rizobactérias, na reducio de sintomas da mancha angular do algodoeiro.

Tratamentos AACP D' Porcentagem de controle em
relacdo a testemunha

MT5-5 108,31 C 56,05

MT5-6 125,03 C 49,27

L2-2 132,59 C 46,21

L2-1 139,95 C 4322

MT5-11 147,96 C 39,97

MT4-19 162,33 B 34,14

MT5-8 166,02 B 32,64

MT6-6 172,09 B 30,18

MT6-4 173,14 B 29,75

MT7-10 178,50 B 27,57

MT1-4 187,78 B 23,81

MT1-12 189,04 B 23,30

MT4-8 189,38 B 23,16

MT5-17 204,67 B 16,96

Testemunha 246,46 A -

C.V. 18,28

IAACPD - drea abaixo da curva do progresso da doenga

2Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Testemunha

Figura 1 — Efeito do isolado L2-1 (Bacillus cereus) sobre o crescimento in vitro de Verticillium dahliae.

Kilic-Ekici & Yuen (2004) verificaram que os
isolados 89B-61 e WCS417r de Pseudomonas fluorescens
ndo inibiram o crescimento micelial de Bipolaris
sorokiniana e reduziram, significativamente, a severidade
da doenga em plantas de Festuca aurundinacea. Romeiro
et al. (2005) verificaram que macromoléculas liberadas pelo

isolado UFV101 Bacillus cereus ndo tiveram efeito
antimicrobiano sobre os patégenos Alternaria solani,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Corynespora
cassiicola, Xanthomonas camprestris pv. vesicatoria, P.
syringae pv. syringae, P. corrugata, Ralstonia
solanacearum e Clavibacter michiganensis pv.
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michiganensis, no entanto, proporcionaram a redugdo
dos sintomas causados por A. solani, P. syringae pv.
tomato, C. cassiicola e X. camprestris pv. Vesicatoria,
no tomateiro.

Efeito dos isolados L2-1, L.2-2, MT5-5, MT5-6 e MT5-11
de rizobactérias e acibenzolar-S-metil (ASM), no controle
da ramulose e murcha de Verticillium em algodoeiro, em
casa de vegetacio

Os tratamentos com os isolados L2-2, MT5-11,
L2-1 e MT5-5 reduziram a severidade da ramulose em
24,69%, 22,22%, 18,52% e 14,81%, respectivamente, no
entanto, nenhum deles diferiu, significativamente, da
testemunha, enquanto o acibenzolar-S-metil (ASM)
reduziu muito (80%) a severidade da doenca em relacdo a
testemunha (Figura 2).

Quanto a murcha de Verticillium, os isolados L.2-
1, MT5-5 e MT5-11 e o acibenzolar-S-metil (ASM)
proporcionaram redugdo da severidade da murcha de
Verticillium em 6,51%, 3,55%, 1,09% e 1,18%. Entretanto,
nenhum dos tratamentos diferiu significativamente da
testemunha inoculada (Figura 3). Plantas tratadas com
os isolados MT5-6 e L2-2 apresentaram maior severidade
do que as plantas ndo tratadas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Berg et al. (2001) em processo de
selecdo de rizobactérias de diferentes hospedeiras de
Verticillium dahliae. Estes autores verificaram que os

isolados B E2 de Pseudomonas putida (rizosfera de
morangueiro) e K15 de P. chlororaphis (rizosfera de
batata) proporcionaram 11% e 6% de reducdo na
incidéncia da doenca, em plantas de morangueiro, no
entanto o isolado R12 de Serratia plymuthica aumentou
a incidéncia da doenca.

Neste trabalho, foram selecionados, de 123
isolados de rizobactérias, os cinco isolados mais
promissores na inducdo de resisténcia do algodoeiro a
Xam. Quando testados contra os fungos C. gossypii var.
cephalosporioides e Verticillium dahliae, ndo diferiram
significativamente da testemunha inoculada. No entanto,
quando aplicados em mudas de café, os cinco isolados
reduziram significativamente a severidade da
cercosporiose em relacdo a testemunha (AMARAL et
al., 2006), sugerindo que tais isolados sdo mais eficientes
em induzir resisténcia, em plantas de algodao e café, contra
patégenos foliares. Os sintomas diretos da ramulose
aparecem primeiramente em folhas novas, tanto na haste
principal como nas laterais, na forma de manchas
necroéticas. No entanto, o fungo afeta o meristema apical
provocando sua necrose, o que estimula o
desenvolvimento dos brotos laterais que se transformam
em galhos extranumerdrios, conferindo a planta o aspecto
de envassouramento (CIA & SALGADO, 1997),
dificultando assim o seu controle. Silva et al. (2004b)
observaram diferencas no grau de protecdo
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Figura 2 — Efeito dos isolados L.2-1, MT5-5 e MT5-6 (Bacillus cereus), L2-2 (Achromobacter xylosoxidans) e MT5-11
(Brevibacterium sp.) de rizobactérias e do acibenzolar-S-metil (ASM), na redugfo severidade (AACPD) da ramulose.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (CV = 21,73).

AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca.
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proporcionado por trés isolados de rizobactérias (B101R,
B212R e AO68R), previamente selecionados como
indutores de resisténcia sistémica, em tomateiro, a
Pseudomonas syringae pv. tomato, contra Alternaria
solani, Stemphilium solani e Oidium lycopersici, sendo
que apenas o isolado B101R (Bacillus cereus) reduziu a
intensidade das trés doengas. Segundo os autores, a
defesa induzida por microrganismos em plantas pode
apresentar niveis varidveis de eficiéncia em suprimir o
ataque de patégenos, dependendo da habilidade deste
em evitar as defesas ativadas do hospedeiro. A nio
especificidade da resisténcia induzida € uma
caracteristica almejada por pesquisadores e tem
mostrado resultados positivos. Silva et al. (2004a)
verificaram que a microbiolizacdo de sementes com o
isolado de rizobactéria Bacillus cereus, combinada ou
ndo com aplicagdes do fungicida Chlorotalonil, reduziu
a severidade das doencas causadas por Alternaria
solani, Phytophthora infestans e Septoria lycopersici

em condi¢des de campo. Hoffland et al. (1996)
confirmaram a ndo especificidade da ISR apds a
microbiolizacdo de sementes de rabanete com o isolado
WCS417 de P. fluorescens. Os autores observaram a
reducdo da incidéncia da murcha causada por Fusarium
oxysporum f. sp. raphani, bem como a reducdo na
severidade de Alternaria brassicicola e Pseudomonas
syringae pv. tomato. Estes resultados vislumbram o uso
da resisténcia sist€mica induzida por rizobactérias, como
uma ferramenta adicional no manejo integrado de
doencas de plantas. Além disso, resultados promissores
tém sido obtidos com a utilizagdo de misturas
compativeis de isolados de rizobactérias, na inducao de
resisténcia de plantas. Jetiyanon & Kloepper (2002)
verificaram que um isolado (IN937a) e quatro misturas
compativeis de rizobactérias promoveram supressio
significativa dos patégenos Ralstonia solanacearum,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides e
CMYV — cucumber mosaic virus.

600
a
580 -
560 a a
a a
E 540 - a
g
S04 °
500 -
480 -
460 -
N v b2 o > >
N N & & A S &
<+ &
<&
Tratamentos

Figura 3 — Efeito dos isolados L.2-1, MT5-5 e MT5-6 (Bacillus cereus), L2-2 (Achromobacter xylosoxidans) e MT5-11
(Brevibacterium sp.) de rizobactérias e do acibenzolar-S-metil (ASM), na reducgio da severidade (AACPD) da murcha
de Verticillium. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(CV =17,45). AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca.
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CONCLUSOES

Os isolados L2-1, MT5-5 e MT5-6 (Bacillus cereus),
L2-2 (Achromobacter xylosoxidans) e MT5-11
(Brevibacterium sp.) de rizobactérias reduziram a
severidade da mancha angular do algodoeiro.

Nenhum dos isolados testados reduziu a severidade
da ramulose e da murcha de Verticillium do algodoeiro.
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