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RESUMO

Lucon, C.M.M., Melo, I.S. de. Selecéo de rizobactérias antagonicas a Erwinia carotovora subsp. atrosepiica, em tubérculos de batata.

Summa Phyiopathologica,y.25,p. 132-136,1999.

Este trabalho teve por objetivo selecionar isolados
rizobacterianos potencialmente capazes de controlar a severidade
de podriddao mole de tubérculos comerciais de batata causada por
Erwinia carotovora subsp. atrosepiica (Eca), um importante
patégeno de plantas.

Isolados obtidos a partir do rizoplano de cenoura foram
inicialmente testados quanto a capacidade de inibir Eca nos meios
BDA, pela produgéo de substancias antibitticas, e KB (B de King),
pela producdo de pigmentos fluorescentes.

Dos 193 isolados bacterianos, testados quanto a antibiose “in
vitro”, 71 foram antagdnicos a Eca em meio BDA e 23 em meio KB.
Os raios dos halos de inibi¢ao variaram de 0,6 a 1,70 cm em meio
BDA ede 0,6 a 1,2cmem meio KB.

Dentre os 94 isolados utilizados para testes de antagonismo
“in vivo” a Eca, em tubérculos comerciais de batata, 41 foram
capazes de reduzir a severidade da doenca, sendo que 7 destes
reduziram significativamente a porcentagem de perda de peso dos
tubérculos comerciais em relagéo ao controle.

Palavras-chave adicionais: controle bioldgico, antibiose, podriddao mole.
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ABSTRACT

Lucon, C.M.M., Melo, LS. de. Selection of antagonistic rhizobacteria to Erwinia carotovora subsp. atroseptica on potato tubers.

SummaPhytopathologica,v. 25, p. 132-136,1999.

This paper deals with the selection ofbacterial strains able
to control the severity ofsoft rot in commercial potato tubers,
caused by Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca), an
important plant pathogen.

Isolates obtainedfrom the carrot rhizoplane were initially
tested “in vitro” against Eca on PDA (potato-dextrose-agar)
medium, by producing antibiotic substances, and KB (Kings ’B)
medium, by producingfluorescent pigments.

Additional keywords: biocontrol, antibiosis, soft rot.

Dentre os patdgenos bacterianos, espécies do género Erwinia
ocorrem em Vérias espécies de plantas hospedeiras, causando
doencas como podriddo mole, canela preta, talo oco e murcha (18,
20,21). Estas bactérias podem infectar plantas e seus orgdos vegetais
tanto nas fases de crescimento quanto durante o armazenamento,
transporte e comercializagdo dos produtos colhidos (2). As perdas
variam bastante, em flingdo da espécie e/ou subspécie, condi¢bes
climéticas, de cultivo e de pés-colheita. As culturas de batata
(Solanum tuberosum L.),tomate (Lycopersicon esculentum Mill.),
pimentdo (Capsicum annuum L.) e cenoura (Daucus carota L.) estéo
entre as mais suscetiveis no Brasil (17,20).

Em tubérculos de batata, por ocasido da colheita, bactérias do
género Erwinia, provenientes do solo e/ou de ramos doentes,
penetram facilmente pelos ferimentos ou pelas aberturas naturais
do tubérculo. Em todos os orgdos afetados manifesta-se um
encharcamento seguido de podriddo mole, que é resposavel pela
rapida deterioragcdo dos mesmos apos a colheita (21)

Para o controle de Erwinia carotovora (Ec) muitos métodos
témsido utilizados, como aplica¢do de bactericidas, pasteurizacdo
de tubérculos, utilizagdo de variedades resistentes e controle
biolégico. Todavia, nenhum destes métodos tém sido
satisfatoriamente efetivo para aplicacdo em nivel comercial (4).

A utilizacdo de rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCPs) no controle de Ec tem sido bastante estudada;
os resultados destas pesquisas apontam perspectivas promissoras
(1,5,14,15,22,24).

As RPCPs sdo bactérias isoladas da rizosfera de plantas que
sdo capazes de promover aumento no crescimento e,
consequentemente, na producdo de culturas. Elas podem exercer
seus efeitos diretamente através da producdo de metabolitos ou
indiretamente pela supressdo de patégenos de plantas (7).

Este trabalho teve por objetivo inicial, selecionar isolados
rizobacterianos potencialmente capazes de inibir o crescimento,
“in vitro”, do isolado de Erwinia carotovora subsp. atroseptica
{Eca), IB603, e a severidade de podriddo mole, em tubérculos
comerciais de batata, com vistas a um possivel programa de controle
bioldgico de doengas causadas por este patdgeno.

MATERIAIS E METODOS
Isolamento de rizobactérias

Para o isolamento de rizobactérias, sementes de cenoura da
cultivar Brasilia, foram semeadas em vasos plasticos contendo

From the 193 bacterial isolates checked by “in vitro”
antibiosis,?1 were antagonistic to Eca on PDA medium and 22
in King$ B medium. The value ofthe inhibition zones variedfrom
0.6 to 1.7 cm on PDA andfrom 0.6 to 1.2 cm on KB medium.

Of the 94 isolates usedfor “in vivo™ tests against Eca in
commercial tubers, 41 reduced disease severity, 7 of which
reduced significantly the weight-loss percentage of tubers in
relation to the control.

500 gramas de amostras de solo coletados em varias regides de
Sdo Paulo e de outros estados. Apds um periodo de 60 dias de
crescimento das plantas em casa de vegetacdo, as raizes foram
cuidadosamente retiradas dos vasos e lavadas sob dgua corrente
para remocao do solo aderido.

Amostras de raizes (1 g) foram colocadas em tubos contendo
9 ml de solucdo salina (0,85%) autoclavada e colocadas por 5
minutos em banho de ultrassom. Aliquotas de 0,1 ml de uma série
de diluicdes foram semeadas, em duplicata, na superficie do meio
Agar Nutritente (NA), sendo incubadas por 48 horas atemperatura
ambiente. As colbnias bacterianas, com diferentes caracteristicas
morfoldgicas, foram transferidas para tubos de penicilina contendo
meio NA e armazenadas em geladeira (x4°C).

Triagem de potenciais antagonistas

Producdo de antibidtico - A produgdo de antibidticos foi
avaliada pela deposicdo de aliquotas de 5|il da suspensao
bacteriana (10 UFC/ml) em trés pontos equidistantes de cada placa,
contendo 20 ml de meio BDA, meio este que, segundo GROSS (6),
favorece a produgdo destas substancias, devido ao fato do mesmo
possuir alta concentracdo de ferro e baixa concentracdo de
fosfatos.

Apds incubagdo a 28°C por 48 h, as superficies do meio foram
pulverizadas com suspensdo de Eca, isolado IB603, contendo
aproximadamente 10 UFC/ml.

A avaliacdo foi realizada ap6s 24 h medindo-se, em centimetros,
0s raios dos halos de inibicéo.

Producdo de siderdforos - A produgdo de siderdforos foi
avaliada em meio B de King- KB (8), como descrito no item anterior.
Nesse experimento, porém, as culturas foram incubadas por 24
horas antes da pulverizacdo com Eca e os respectivos raios dos
halos de inibicdo medidos apés 24 horas.

O meio KB foi utilizado por possuir baixa concentracdo de
ferro, condicdo essencial para a producao de sideréforos (5).

Nesses dois experimentos, utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 3 repetices.

Triagem de potenciais antagonistas “in vivo”

Tubérculos, de tamanho médio (aproximadamente 70 g) foram
pesados, desinfectados por imersdo em hipoclorito de s6dio (0,5%)
por 2 minutos, lavados trés vezes em agua destilada esterilizada e
colocados para secar em camara de fluxo laminar por 30 minutos.
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Os tubérculos desinfectados foram imersos, por 15a20 minutos
na suspensdo rizobacteriana, a uma concentragdo de
aproximadamente 10" UFC/ml e incubados, sobre papel jornal
esterilizado e umedecido com solugdo salina, em potes plésticos
de 500 ml e vedados com tampa. No tratamento controle, os
tubérculos foram imersos em solugéo salina (0,85%) autoclavada.
Ap06s 24 horas de incubagdo a 22°C os tubérculos foram inoculados
com uma suspensdo de Eca (10" ufc/ml). A inoculacdo foi feita
através de ferimentos em ambos os lados da batata com auxilio de
um instrumento metalico com 5 pontas perfiarantes, previamente
imerso na suspensdo, atingindo 5 mm de profundidade. Apds
nova incubacdo por 96 horas o tecido apodrecido foi removido
sob agua corrente e foi feita nova pesagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
95 tratamentos e trés repetigdes.

A metodologia de avaliagdo de severidade de podriddo mole
foi baseada no método utilizado por COLYER & MOUNT (1),
modificado. Utilizou-se a porcentagem de perda de peso dos
tubérculos de batata antes e depois da inoculagdo, dividida pelo
peso inicial e multiplicada por 100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecéo de Antagonistas “i/i vitro”

Dentre os 193 isolados bactérianos, obtidos do rizoplano de
plantas de cenoura, 94 demonstraram potencial para inibir o
mdesenvolvimento de Eca “in vitro”.

Os raios dos halos de inibi¢do variaram de 0,6 a 1,73 cm em
meio BDA e de 0,62 a 1,23 cm em meio KB. Os cinco melhores
isolados em BDA foram 13-1,7-1,22,19-3 e 13-2 e em KB 5-0,7-0,
Jag-llel5-5.

Dos 193 isolados bactérianos testados para antagonismo “in
vitro” 71 (37%) inibiram o crescimento de Eca em meio BDA e 23
(12%) em meio KB, embora, neste dltimo meio, 44 (23%) do total
testado tenham sido capazes de produzir substancias fluorescentes
sem contudo causar inibi¢do no crescimento do patégeno.

O modo de inibi¢do pela producéo de pigmentos fluorescentes
foi bacteriostatico e ndo bactericida, uma vez que Eca voltou a
crescer cinco dias depois, concordando com o observado por XU
& GROSS (23).

Dentre os isolados testados, 4 (CHAC-1, 25-5, 7-0 e 14-1)
demonstraram capacidade de inibicdo de Eca em BDA e KB,
concordando com os resultados observados por XU & GROSS
(23), embora os isolados CHAC-1 E 25-5 ndo tenham apresentado
boa inibicdo em meio BDA.

Embora testes de antagonismo “in vitro” ndo garantam o
mesmo resultado “in vivo” (19), estes sdo faceis de realizar e
permitem a selecdo inicial de grande nimero de isolados com a
obtencéo de resultados em curto periodo de tempo, utilizando-se
pouco material e espaco.

Segundo SCHROTH & HANCOCK (19), apenas 2 a 5% das
bactérias isoladas do sistema radicular podem vir a produzir algum
efeito benéfico sobre plantas. Como exemplo, pode-se citar a
promocao de crescimento, geralmente relacionada a inibi¢ao do
desenvolvimento de patégenos (9, 10). Devido a este fato, é
necessario testar grande nuimero de isolados para a selecdo de
poucos que terdo potencial para o biocontrole.

A supressdo de microrganismos fitopatogénicos tem sido
relacionada a producdo de antibidticos e/ou outros metabélitos
pelos microrganismos benéficos. Os antibi6ticos sdo componentes
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de baixo peso molecular que, mesmo em baixas concentragdes,
sdo deletérios ao crescimento ou a outras atividades metabdlicas
de outros organismos (3), ja os sider6foros sdo substancias
produzidas por alguns microrganismos em condicdes limitadas de
ferro. Estas substancias possuem alta afmidade por Fe”**; privando
outros microrganismos, como por exemplo patégenos, deste
elemento e inibindo, assim, seu crescimento (11).

Selecdo de antagonistas “in vivo”

Nos Quadros 1e 2 encontram-se listados os 22 isolados que,
entre os 94 testados, apresentaram maior atividade antagénica ao
desenvolvimento de podriddo mole em tubérculos de batata. Dentre
estes, 7 isolados (L4/11, 18-3,23, SBAR-4, SBAR-3, L4/1 e 7-0)
apresentaram reducgdo significativa, teste de Tukey, quando
comparados ao controle, embora 41 isolados, apesar de
estatisticamente ndo terem apresentado diferenca significativa em
relacéo ao controle, aparentemente tenham sido capazes de reduzir
a severidade da doenca.

Foi observada reducdo de até 45% na porcentagem de perda
de peso de tubérculos de batata entre o melhor tratamento (isolado
23) e o controle, demonstrando o possivel potencial deste isolado
no biocontrole da podriddo mole causada por Eca nos tecidos,
concordando com os resultados observados por COLYER &
MOUNT (1) e RHODES & LOGAN (16), segundo os quais
rizobactérias podem reduzir a podriddo mole quando aplicadas
diretamente em tubérculos de batata.

Os mecanismos através dos quais microrganismos antagonicos
protegem as plantas contra a infeccdo de patdgenos ainda nédo
foram determinados com precisdo. S8o sugeridos mecanismos
como competicdo, antibiose, parasitismo e inducéo de resisténcia
(13). Segundo FRAVEL (3), os principais mecanismos utilizados
por rizobactérias na supressdo de patdgenos sdo a competicdo e
a antibiose.

Os testes realizados “in vitro” demonstraram que varios
isolados foram capazes de produzir antibioticos e/ou sider6foros,
indicando o possivel mecanismo da inibicdo do crescimento de
Eca nos testes “in vivo”.

Quadro L Atividade antagdnica de rizobactérias contra Erwinia
carotovora subsp. atroseptica avaliada pela
porcentagem de perda de peso em batatas comerciais.

Tratamento perda de peso (%)
CONTROLE 57,831 abc
28-0 , 57,58 abc
12-2 56,90 abc
JAG-2 55,89 abc
JAG-3 55,31 abcd
JAG-6 53,35 abcd
24-1 52,47 abcd
15-0 51,04 bcde
19-1 50,13 bcde
CHAC-2 49,63 bcde
CBPN-7 48,29 bcde
CBPN7-1 47,78 bcde
PRC-1 46,12 cde
18-3 42,65 de
L4/11 38,85 e

Médias de 3 repeticdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si (Tukey 5%)



Foi observado, ainda, que cerca de 10% do total dos isolados
testados aumentaram a porcentagem de perda de peso dos tubérculos
de batata, quando comparados ao controle ndo tratado, concordando
com observacdes feitas por RHODES & LOGAN (16).

Quadro 2. Atividade antag6nica de rizobactérias contra Erwinia
carotovora subsp. atroseptica avaliada pela
porcentagem de perda de peso em batatas comerciais.

Tratamento perda de peso (%)
CONTROLE 67,69' a

20-2 66,76 a
CBCO-3 60,96 ab

13-1 57.52 ab

7-0 50,04 bc

L4/1 43,94 cd
SBAR-3 38.53 d
SBAR-4 34,49 d

23 23,17

> Médias de 3 repeticfes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si (Tukey 5%)

LIAO & WELLS (12), investigando bactérias causadoras de
podriddo mole em varios tipos de vegetais, constataram que 50%
destas ndo pertenciam ao grupo das Erwinias. Sendo assim,
sugere-se que o aumento da severidade da podriddo mole,
observado nestes testes, tenha sido ocasionado por um efeito
sinergistico entre Eca e o isolado aplicado.

Embora a técnica utilizada nestes testes tenha tido apenas a
finalidade de confirmar e refinar a selegdo prévia “in vitro”, os
dados promissores obtidos demonstram que a mesma pode vir a
ser melhorada e adaptada para o tratamento pds-colheita de
tubérculos de batata. Isto devido ao fato de, até o presente
momento, nenhum tratamento ter sido apontado como efetivo ou
pratico para o controle da podriddo mole de tubérculos de batata
durante o armazenamento e transporte (22).

Segundo PEROMBELON & KELMAN (14), tubérculos
infectados disseminam a bactéria para os tubérculos vizinhos
sadios. A técnica de controle utilizada, quando do surgimento de
novas infec¢des durante o armazenamento, é a remocdo imediata
dos tubérculos infectados e posterior queima.

A aplicacdo de um protetor biolégico antes do armazenamento
poderia evitar a disseminagdo do patégeno para tubérculos sadios
ou pelo menos a diminuigdo da populagdo do mesmo quando as
condicdes forem favoraveis ao desenvolvimento da podriddo mole.
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RESUMO

Jackisch-Matsuura, A.B., Menezes, M. Caracterizacdo morfoldgica e esterasica de Pythium aphanidermatum, P. ultimum e P. torulosum e avaliacdo
da patogenicidade a plantas de fumo. Summa Phytopathologica, v. 25, p. 136-138,1999.

Sete isolados de Pythium, obtidos do solo e da rizosfera de
vérias plantas usando-se iscas de pepino verde, foram testados
quanto a patogenicidade a fumo, e identificados através de
caracteristicas morfoldgicas e analise eletroforética de esterase
em gel de poliacrilamida. Os isolados de Pythium foram agrupados

Palavras-chave adicionais; morfologia, esterase e damping-off.

pela morfologia em trés espécies: P. aphanidermatum (Edson)
Fitzpatrick, P. torulosum Coker & Patterson e P. ultimum Trow e a
sua identificacdo foi confirmada pelo padréo de esterase. Apenas
trés isolados de P. aphanidermatum foram patogénicos a plantas
de flimo.

ABSTRACT

Jackisch-Matsuura, A.B., Menezes, M. Morphologic and esterasic characterization of Pythium aphanidermatum, P. ultimum and P. torulosum
and evaluation oftheir pathogenicity on tobacco. Summa Phytopathologica,\. 25,p. 136-138,1999.

Seven isolates o/Pythium, obtained from soil and plant
rhizosphere using bait of cucumber, were studied for
pathogenicity, and identified by morphological characteristics
and esterasic pattern in gel ofpoliacrylamide. On the basis of
the results, Pythium isolates were grouped in three species: P.

Additional keywords: morphology, esterasic and damping-off.

As espécies de Pythium, em sua grande maioria, podem atacar
uma grande variedade de plantas, sem nenhuma especializagdo
quanto a patogenicidade, causando “damping-off” em qualquer
estdgio de desenvolvimento das plantulas. Os sintomas sdo
caracterizados por uma podriddo mole, marrom e deligliescente
na base do caule pr6ximo ao solo o que causa o tombamento das
plantulas.

Segundo LUCAS (1975) e FARR et al. (1989) as principais
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aphanidermatum (Edson) Fitzpatrick, P. torulosum Coker &
Patterson and P. ultimum Trow and the identification confirmed
by esterasic pattern. Only three isolates of P. aphanidermatum
were pathogenic to tobacco plants.

espécies de Pythium que causam “damping-off” e podriddo do
caule em N. tabacum L. sdo: P. aphanidermatum (Edson)
Fitzpatrick,/* debaryanum Hesse, P. ultimumTrov/e P. irregulére
Buisman.

A identificacdo das espécies do género Pythium é baseada
principalmente na morfologia das estruturas reprodutivas do
fungo e é dificultada porque muitas espécies apresentam
pequenas diferencas morfoldgicas. CLARE etal. (1968) estudaram
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