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ABSTRACT

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 a ims of  th is  research were  to  know about  the
pathogen-antagonic bacterium relationships and the effect of cell
concen t ra t ions ,  pH,  t empera tu re   and  ca rbox imethy l
cel lulose(CMC)  in  the   cul ture  media  on the   growth of  the
pathogen,  the antagonic organism and on the disease control .

Camatti - Sartori V., Valdebenito - Sanhueza, R. M., Silva Ribeiro, R. T. Development of Pantoea agglomerans under different temperatures, pH and
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RESUMO

Rosellinia  necatrix Prill  induz a podridão branca da raiz da
macieira, doença que causa severa perda em pomares localizados no
sul do Brasil. O manejo da doença é principalmente preventivo e
inclui o uso de porta-enxertos resistentes e a fumigação do solo. A
proteção das mudas de macieiras antes do plantio com um isolado
antagonista de Pantoea agglomerans foi recentemente proposto para
reduzir a incidência da doença. Os objetivos desta pesquisa foram
caracterizar o relacionamento entre o patógeno e a bactéria
antagonista; a produção de metabólitos biológicamente ativos pelo
isolado bacteriano e a sua ação sobre o patógeno; o efeito do pH, da
temperatura e de carboxi-metil-celulose  (CMC) sobre o crescimento
do antagonista e do patógeno, isolados ou não e no controle da doença.
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Os resultados demonstraram que o crescimento de P. agglomerans
foi maior em pH 5,5 e 6,0 e nas temperaturas de 20 °C e 30 °C. O
crescimento micelial de R. necatrix foi inibido em meio de cultura e
previamente colonizado pelo antagonista e com CMC nas
concentrações de 0,25 e 0,5 %. A proteção das macieiras da infecção
por R. necatrix foi observada quando utilizadas as concentrações de
107; 108 e 109 cel/mL e nas diferentes concentrações de CMC.  Maior
desenvolvimento radicular das macieiras foi  constatado em todas as
concentrações de CMC quando usada a concentração de 109 cel/mL. A
formulação de P. agglomerans  com CMC tornará possível  a
incorporação desta estratégia de controle ao manejo integrado da
podridão branca das raízes da macieira no Sul do Brasil.

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.  necatr ix  i so la tes   was  inhibi ted   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, 108 and 109 ufc/mL and different
CMC concentrations. Root development was improved when cell
concen t ra t ion  was  10 9 u fc /mL and  when  CMC was  used .
Formulat ion 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
decorrência de infecções causadas pelas podridões de raízes. A
podridão causada por R. necatrix é de difícil controle, uma vez
que as práticas disponíveis são pouco eficazes (10). Esta

situação compromete a rentabilidade das propriedades. Poucos
são os trabalhos de estudo das condições propícias para o
desenvolvimento de R. necatrix, que  No estudo deste patógeno
Agarwala & Sharma (1) é favorecido por temperaturas de 14 a
17 °C e pH 6 .



1 4 Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 1, p. 13-17, 2008

As recomendações de controle da podridão branca da raiz da
macieira incluem: o uso de mudas de um porta-enxerto resistente, a
aplicação do brometo de metila no replantio e o tratamento das raízes
das plantas com um fungicida do grupo dos benzimidazóis, medidas
que têm apresentado eficiência variável. Nas áreas de replantio de
macieiras, tratadas com os métodos hoje recomendados, somente é
possível retardar o surgimento da doença, fato que torna o replantio
das macieiras economicamente inviável. O controle biológico de R.
necatrix foi obtido com a utilização de estirpes de Trichoderma spp.
incorporadas ao solo contaminado, associando-se esta prática à
solarização (4, 17). Outra estratégia de controle da doença recentemente
proposto foi o  tratamento das raízes 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 e produzem exopolissacarídeos  em meio de cultura e
sideróforos, na presença de sacarose, ácido nicotínico, citrato férrico
(1, 5). Não 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 concentrações de células de P. agglomerans
e de CMC, em Rosellinia necatrix, na relação antagonista-patógeno e
no controle da podridão branca das macieiras.

MATERIAL E MÉTODOS

Microganismos
Foram utilizados dois isolados de R. necatrix  obtidos de raízes  de

macieira, sendo o isolado FC proveniente de um pomar do Município
de Flores da Cunha, RS e o isolado LV de um pomar do Município de
Lagoa Vermelha, RS. O isolado antagonista de Pantoea
agglomerans(10.2), foi obtido de raízes sadias de macieira. A
manutenção das culturas dos microrganismos foi feita no meio BDA
(batata - 200 g., dextrose - 20g; ágar, 20g e água destilada -1 L) A
bactéria antagonista foi multiplicada em vidros com o meio BD (batata
- 200 g; dextrose – 20 g e água destilada – 1 L) submetidos à agitação
(150 rpm). Todos os microrganismos utilizados pertencem á coleção
da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV - Bento Gonçalves, RS).

Efeito da temperatura sobre o desenvolvimento de P. agglomerans.
Foram realizados dois experimentos.  No primeiro, vidros com o

caldo BD e 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 incubação nas temperaturas a 30 ºC e 37 ºC. Ao final dos
experimentos, alíquotas das culturas foram transferidas para placas
de Petri com BDA e após a incubação foi determinado o número de
colônias desenvolvidas. Cada tratamento constou de  três  repetições
constituídas por uma placa.

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

O antagonista foi cultivado em frascos com meio BD com pH :
5,0; 5,5 e 6,0, corrigido com HCl. Os cultivos foram mantidos, por 24
h a 27 °C e a avaliação, feita pela medida da absorbância em 570 nm.
Cada tratamento foi feito com 3 repetições. No caso de R. necatrix, um
disco de 5 mm de diâmetro de ágar, 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  e  incubado durante 72 h à 25 °C. O experimento teve cinco

repetições e na avaliação registrou-se o diâmetro das colônias.

Fracionamento e efeito de metabólitos 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 incubação variou de 0 a 48 h. A testemunha foi apenas
caldo BD. As culturas foram centrifugadas a 15.000 g por 30 minutos
e a biomassa foi descartada. Os sobrenadantes foram esterilizados por
filtração à vácuo em membrana Millipore 0,22 µm e colocados no
extrator contínuo com solvente diclorometano por 6 h. A seguir cada
extrato foi concentrado em rotavapor rotativo e submetido a
cromatografia de camada delgada de fluxo contínuo, realizada em
cromatofolhas de alumínio contendo sílica gel 60 GF254. Para a corrida
em placa de cromatografia foram utilizados os solventes hexano e
diclorometano na proporção de 1:1. A visualização das manchas foi
feita sob lâmpada UV 254-360 nm.

Cada mancha cromatográfica foi recortada e colocada próxima a
um disco de ágar de 0,5 cm de diâmetro colonizado por um dos isolados
de R. necatrix, em placa de Petri com BDA.  Após 72 h foi medido o
diâmetro das colônias do fitopatógeno. Para cada isolado de R. necatrix
e mancha cromatográfica foram feitas três repetições.

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

A bactéria antagônica foi cultivada em caldo BD com concentrações
crescentes de CMC (0,0; 0,25, 0,5; 1 e 1,5  %), em frascos agitados
por 24 h a 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 filtração à vácuo com papel Whatman n° 1 e
membrana bacteriológica Millipore de 0,22 µm. A cada um dos filtrados
foi acrescentado ágar fundente (40 °C) e em seguida, a mistura foi
distribuída em placas de Petri. Na superfície dos meios de cultivo
foram colocados 4 discos de 0,7 cm de diâmetro dos isolados FC e LV
de R. necatrix . As placas foram mantidas por 3 dias na temperatura de
25 °C. Cada tratamento constou de três repetições e, na avaliação, foi
registrado o tamanho das colônias. O controle foi constituído por
placas de Petri com caldo BD sem colonizar.

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

Foram preparados três conjuntos de suspensões de CMC em
caldo BD nas concentrações 0,0; 0,25; 0,5; 1 e 1,5 %.  O primeiro
deles foi mantido sem P. agglomerans;  ao segundo foi transferida uma
suspensão de células de P. agglomerans e, ao último foi acrescentado
uma cultura de P. agglomerans com 24 h de incubação a 24 °C.
Alíquotas destes meios foram distribuídas 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 superfície
dos meios em posições eqüidistantes. Foram utilizadas duas repetições
para cada isolado. Após 72 h a 25 °C e na ausência de luz, foi medido
o diâmetro das colônias do fitopatógeno.

Controle biológico de Rosellinia  necatrix nas macieiras
A bactéria P. agglomerans foi multiplicada em caldo BD e pH 6,0.

A concentração das suspensões bacterianas foi feita pela determinação
de absorbância a 570 nm, sendo os valores previamente definidos por
uma curva de concentração e absorbância. O patógeno 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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Tratamentos

1
Meio BDA

2
Meio BDA + suspensão de células de Pantoea agglomerans

3
Meio BDA + cultura de Pantoea agglomerans com 24 h de incubação

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 patógeno,
foi disposto em 4 covas de 15 cm de profundidade, 15 dias antes do
plantio das mudas. As raízes das plantas foram imersas durante 30
min nas suspensões com diferentes concentrações de propágulos do
isolado antagônico de P. agglomerans (107, 108  e 109  ufc/mL) sem e
com CMC nas concentrações 0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 %. A testemunha
recebeu apenas o fitopatógeno. As plantas foram mantidas em casa de
vegetação por 15 dias e  posteriormente transferidas para um telado.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os
tratamentos constaram das combinações entre a infestação do solo
com os dois isolados de R. necatrix, nas diferentes concentrações da
bactéria antagônica e as de CMC. Cada tratamento foi feito com duas
repetições, cada uma constituída por uma caixa com quatro plantas. A
avaliação foi feita após 270 dias e as variáveis avaliadas foram:  matéria
seca da raiz; diâmetro do colo a 2 cm acima do nível do solo e número
de plantas sadias e mortas. Foi aplicado o fungicida difenoconazole
para controle de oídio, nas doses recomendadas pelo fabricante.  Os
dados obtidos foram  submetidos a análise de variância e à comparação
das  médias  foi feita com o teste de  Duncan (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

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 absorbância das suspensões
foi de 0,03; 0,217; 0,289; 0,161 e de 0,018 nm, respectivamente. O
maior estímulo 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 absorbâncias

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

igualmente menores e a absorvância obtida à 40°C foi igual à da
suspensão inicial da cultura. Estes resultados são 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 sólido,
após 24 h de incubação a 37 °C, não foi verificado nenhum crescimento
da bactéria.

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

O desenvolvimento de colônias de P. agglomerans foi
igualmente maior (p<0,05%) nos pHs 5,5 e 6,0 (0,34 e 0,36 cm,
respectivamente), sendo constatado o menor tamanho de colônia
no pH 5,0. O impacto dos três valores de pH sobre R. necatrix foi
diferente dependendo do isolado avaliado. Assim, enquanto  o
isolado FC não foi afetado por nenhum dos valores de  pH testados,
o isolado LV apresentou colônias de maior tamanho  em pH 5,5
atingindo 2,24 cm, o menor no pH 5,0 (1,86 cm) e colônias de
tamanho intermediário(2,0 cm) no pH 6,0 (p<0,05%). Outros
trabalhos relataram que o maior desenvolvimento deste patógeno
ocorre em meio de cultura com valores de pH que oscilam entre 6,0
e 7,0 (4, 11, 19). Não foram encontrados relatos de comparações
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
são citados nos experimentos com P. agglomerans, não havendo
contudo trabalhos de comparações do efeito de diferentes valores
deste fator na bactéria (7, 8, 12, 14, 26). Visto que as condições
favoráveis para o desenvolvimento P. agglomerans foram pH 5,5 e
6,0, se sugere que, maior vantagem competitiva para P. agglomerans
atuar como antagonista ocorrerá em solos de pomares com pH
corrigido, como é atualmente recomendado para a cultura da macieira,
(3 , 19).

Diâmetro das colônias (cm) de R. necatrix  em meio de cultura sem
e com P. agglomerans e diferentes concentrações de  CMC (%)

0.0

1.90 a A

1.26 a A

1.38 a A

0.25

1.90 a A

0.87 b B

0.73 d C

0.5

1.96 a A

1.04 abAB

0.98 cdBC

1.0

1.88 a A

1.21 aAB

1.06 bcABC

1.5

1.96 a A

1.22 a A

1.34 abAB

*Médias de 8 repetições. Dados seguidos de letras minúsculas iguais na linha (minúscula) ou na coluna (maiúsculas) não diferem entre si (Duncan,  p<0,05).

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

Concentrações de CMC (%)

0.0

0.25

0.5

1.0

1.5

Matéria seca das raízes (g) nas suspensões de P. agglomerans
10

7 
cel/mL

0.58 a
1

0.90 a

1.09 a

1.15 a

1.07 a

10
8 

cel/mL

0.96 a

0.99 a

0.91 a

1.05 a

1.51 a

10
9 

cel/mL

0.57 b

1.18 a

1.21 a

1.28 a

1.46 a
1
 Médias de duas repetições cada uma constituída por quatro plantas. Dados seguidos de letras iguais na  coluna não diferem entre si (Duncan, p<0,05).
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Efeito in vitro  das frações dos metabólitos obtidos do caldo de cultura
de P. agglomerans e do CMC sobre  o desenvolvimento de R. necatrix.

Foram constatadas 5 frações no caldo de cultura de P. agglomerans
e nenhuma delas inibiu o  tamanho das colônias do isolado LV de R.
necatrix o que  apresentou colônias com tamanho de 1,56 a 1,63 cm de
diâmetro (Figura 1). No isolado FC deste patógeno, somente pela
fração 2 A  teve efeito inibitório do tamanho das colônias (p<0,05) a
que atingiu 1,66 cm de diâmetro. Não se observou efeito das frações
3 e 1 (1,8 e 1,83 cm, respectivamente) e as frações 2 e 4,
apresentaram efeito intermediário nas colônias (1,76 cm de
diâmetro).

Os resultados obtidos mostraram a variação dos impactos que
a produção de metabólitos pode ter em diferentes estirpes do mesmo
patógeno o que confirma a necessidade de antagonistas competitivos
apresentarem uma diversidade de mecanismos de ação para se
tornarem confiáveis como ferramenta de controle de fitopatógenos.

Não foi constatada variação do tamanho das colônias de R.
necatrix. na  ausência de CMC, tanto na presença de culturas do
antagonista recém preparadas como nas com 24 h de incubação
(Tabela 1). No entanto na presença de 0,25 % de CMC e células da
bactéria antagonista, ocorreu forte inibição, que foi ainda maior
quando foi utilizada a cultura bacteriana com 24 h de idade (Duncan
p<0,05). Na concentração 0,5 % de CMC  o menor desenvolvimento
de R. necatrix ocorreu com a cultura com 24 h de incubação.
Finalmente, na presença de 1,0 e 1,5 % de CMC, não foi observado
nenhum efeito da presença da bactéria antagonista, confirmando-se
que nas concentrações menores da CMC  são mais adequadas para

estimular a ação antagônica de P. agglomerans  a que deverá atuar
como suporte para o antagonista sem se constituir em substrato para
o patógeno.

Na avaliação do biocontrole de R. necatrix, em casa de vegetação,
foi observado quando inoculada uma suspensão de 10 9cel/mL de P.
agglomerans as plantas desenvolveram maior massa de raízes em
todos os tratamentos com CMC o que não ocorreu com as concentrações
menores das suspensões com o antagonista((Tabela 2).

Os dados obtidos sugerem que P. agglomerans deve ter vários
mecanismos de ação no biocontrole de R.necatrix e na redução da
doença, atuando como antagonista com ação direta de inibição sobre o
patógeno, e, na presença de CMC estimulando os mecanismos de
defesa no cultivar MM106 de porta-enxerto de macieira pela
compensação de massa radicular e provávelmente, competindo com
R. necatrix por nutrientes e/ou por sítio de infecção.

Controle biológico de  R. necatrix por formulações de  P.
agglomerans

Todas as concentrações da bactéria antagônica reduziram a
mortalidade das macieiras por R. necatrix  e promoveram aumento
do diâmetro do caule das plantas (Tabela 3). Adicionalmente, no
tratamento com 1x108 ufc/mL do antagonista foi detectado
aumento  da  maté r ia  seca  das  ra ízes .  L inhagens  de  P.
agglomerans, estudadas por outros autores têm apresentado
capacidade de formar associações endofíticas e epifíticas com
suas hospedeiras, protegendo-as. Este efeito foi relacionado à
atividade fitohormonal e habilidade de estirpes desta espécie
em reduzir o nitrogênio (16). A promoção de crescimento das
plantas por diversas espécies de  rizobactérias nas quais P.
agglomerans se inclui,  é um efeito já conhecido sendo este
grupo de organismos citados  como PGPR (2, 18).

Os benefícios da formulação da bactéria antagônica com 0,25
a 0,5 % de CMC serão provavelmente os de assegurar a
homogeneização da suspensão de células do antagonista,
estabelecer uma barreira física entre o hospedeiro e o patógeno
e estimular o tamanho do sistema radicular  das macieiras
melhorando a  res is tência  do porta-enxer to  MM 106.  A
bioformulação com CMC poderá conferir ao isolado antagônico
de P. agglomerans ,  uma vantagem competi t iva sobre a
microflora do solo por permitir maior adesão e atividade da
bactéria junto às raízes se constituindo  num fator importante
para a otimização 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,
poderá representar uma alternativa para complementar o manejo
integrado da podridão branca das raízes da macieira na região Sul
do Brasil.

Tabela 3. Diâmetro,  matéria seca e  morte das macieiras estabelecidas em solo infestado com Rosellinia necatrix  e tratadas com diferentes concentrações
de Pantoea agglomeran(Pa).

Tratamentos

10
7 

 cel/mL de Pa

10
8 

cel/mL de Pa

10
9 

cel/mL de Pa

Testemunha

Desenvolvimento das macieiras nos tratamentos
Diâmetro do Caule (cm)

5.17 a
1

5.24 a

5.81a

4.24 b

Matéria Seca das raízes (g)

0.58 b

0.96 a

0.57 b

0.29 b

Número de  plantas mortas

0,22 b

0,00b

0,00 b

2,73 a
1
 Médias de duas repetições cada uma constituída por quatro plantas  Dados seguidos de letras iguais na coluna não diferem entre si ( Duncan, p<0,05).

1 2 2A 3 4

Figura 1. Metabólitos da cultura de Pantoea agglomerans (cromatografia
em UV 254-360 nm). Frações: 1. caldo BD, pH 6; 2. Sobrenadante da
suspensão 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 P.agglomerans,
pH 6.
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