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COMUNICACAO CIENTIFICA

ACAO ANTAGONICA DE RIZOBACTERIAS CONTRA PHYTOPHTHORA
PARASITICA E P. CITROPHTHORA E SEU EFEITO NO DESENVOLVIMENTO
DE PLANTULAS DE CITROS!

EDNA PEIXOTO DA ROCHA AMORIM? & ITAMAR SOARES DE MELC?

RESUM O - O antagonismo de Pseudomonas putida biovar A (C1-1B), P. putida biovar B (SantaBérbara), P. fluorescens (C2-8C e
RA?2), Bacillus subtilis (OG e RC2) e Flavabacterium sp. (CIS/NA) contra Phytophthora parasiticae P. citrophthora, agentesda
podriddo radicular dos citros, foi avaliado através dainibicéo do crescimento micelial (culturapareada) e reducéo na percentagem
deinfeccdo dadoencaem mudas de citros (tratamento de sementes com rizobactérias). Naselecéo preliminar, 33 isolados bacterianos
foram testados. Sementes de citros pré-germinadas foram tratadas por imersdo nas suspensies das bactérias (10° ufc/ml), e plantadas
em tubetes contendo solo natural infestado com o fitopatégeno (50 ml de suspensdo/ kg de solo). A avaliacéo da percentagem de
infecgdo foi efetuada apds 15 dias. In vitro, osisolados bacterianos RC2, OG, CIS/NA e C1-1B foram os mais ativos inibidores do
crescimento micelial de Phytophthora. Em condi¢des de casa de vegetagéo, todos os i solados proporcionaram reducéo na percenta:
gem deinfeccdo da doenca em todos os ensaios realizados. Promoc&o de crescimento de plantas foi verificada pela inoculagdo de
plantulas com as linhagens OG, RC2, CiS/Na eC1-1B.

Termos paraindexagdo: controlebioldgico, RPCP, podrid&o deraizes, citros

ANTAGONISM OF RHIZOBACTERIA TO Phytophthora parasitica and P. citrophthora AND
THE EFFECT ON DEVELOPMENT OF CITRUS SEEDLINGS

ABSTRACT - The antagonism of Pseudomonas putida biotype A (C1-1B), P. putida biotype B (Santa Béarbara), P. fluorescens (C2-8C
and RA2), Bacillus subtilis (OG and RC2) and Flavobacterium sp. (CIS/NA) against Phytophthora parasiticaand P. citrophthora,
rhizobacteria, agent of root rot of Citrus sp., was evaluated by mycelial growth inhibition (paired culture) and reduction of disease
percentagein seedlins (seedstreatment). In apreliminary screening, 33 bacteriaisolatesweretested. The citrus seedswereimmersed
in the bacteria suspensions (10° ufc/ml) and then sown in plastic tubes containing natural soil, previously infested with the pathogen
at a concentration of 50 ml of suspension/kg of soil. The evaluation of the disease percentage was carried out after 15 days. In vitro,
theisolates of bacteriaRC2, OG, CIS/NA and C1-1B were the most effectiveinhibitors of the mycelial growh of Phytophthora. In
greenhouse conditions all the isolates reduced the disease percentage. Beneficia effectswere obtained with the isolates OG, RC2,
CiS/Na and Cl1-1Binrelationto plant growth.

Index terms: Biological control, PGPR, root rot, Citrus

A podridéo radicular dos citros (Citrus spp.), causa
da por Phytophthora parasitica (Dastur) Waterhouse e P.
citrophthora (Smith & Smith) Leon., € umadoenca que pode
provocar perdas significativas em viveiros de todas as regi-
Oescitricolas. Segundo Feichtenberger (1990), o indice de con-
taminagdo em viveiros é alto e vem agravando-se diante da
substituicdo de porta-enxertos, em virtude do aparecimento
da tristeza (Citrus tristeza virus) e do declinio (Xylella
fastidiosa). A importancia da sanidade em sementeiras € bas-
tante significativa, mesmo quando o estogue da sementeira
esta destinado a dreas onde o patdgeno ja esta presente. O
controle dadoencaémaior seaplantaestiver livre do patdgeno
no tempo do estabelecimento (Shea& Broadbent, 1983).

Atualmente, o controle de Phytophthora spp., nos vi-
veiros, ainda éfeito com fumigantes (Feichtenberger, 1990). A
microbiolizaco de sementes pode constituir uma opgdo poten-
cia para o controle de fitopatdgenos habitantes do solo, bem
como paradiminuir os problemas ambientai s decorrentesdo uso
de produtos quimicos no ambiente (Luz, 1993).

Microrganismos antagonistas do género Bacillus e
Pseudomonastém sido avaliadoscomo um meio de controlar
podriddes radiculares causadas por Phytophthora spp. em
eucalipto (Maagczuk et d., 1977) esoja(Sneh et d., 1977), pais,
alémderesidirem no solo, rizoplano efiloplano, apresentam boas
caracteristicas para os estudos de controle biolégico de doen-
¢as de plantas.
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Em vistadisso, cogitou-se apossibilidade de utilizaco
de bactérias antagonistas a P. parasitica eP. citrophthora na
cultura dos citros, dado o potencial destas de colonizarem o
sistemaradicular e atuarem como uma barreira a penetracdo
do patégeno. Este trabal ho teve como objetivo verificar o poten-
cial de rizobactérias no tratamento de plantulasde citrosparao
controle da podrid&o deraizesem viveiros.

Amostras de solo foram col etadas a partir de solo ade-
rido asraizes provenientesde plantas de citros, localizadasem
pomares com sintomas de Phytophthora spp. Suspensdes de
solo em solucéo salina (0,85% NaCl), na proporgéo de 1g/9ml,
foram agitadas por um minuto em agitador vortex e por 20
segundos em ultra-som. Diluigdes em sérieforam feitasaté 107
e aiquotas de 0,dml das trés Udltimas diluicdes foram
plaqueadas em meio B de King (KMB). As culturas foram
incubadas a 28°C por cinco dias, em camara de crescimento,
guando se procedeu a pulverizagdo de uma suspensdo de
esporos de Phytophthora spp. sobre a superficie do meio
onde as coldnias de bactérias se desenvolviam. As culturas
foram incubadas por mais sete dias a 28°C, quando foram
identificadas coldnias de bactérias manifestando zonas de
inibicdo aosfungos, asquais foram repicadas, purificadas em
meio nutriente agar (NA) earmazenadasa5°C.

Um isolado de B. subtilis (Ehrenb.) Cohn. eum de P.
putida (Trev.) Mig., cedidos pela colegdo de culturas de micror-
ganismos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Monitoramento Ambiental, foramincluidosaosensaios, por serem
antag6nicos a diversos patdégenos do solo.

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir
de culturas com 48 horas de crescimento em meio NA, sendo as
células transferidas para tubos de ensaio com 10 ml de MgSO,
0.1M e mantidas sob agitagdo mecénicapor 1 minuto. A concen-
trac8o das suspensdes foi determinada pela comparagcdo com a
escalade McFarland e gjustada para aproximadamente 10° céu-
las/ml. A cada suspensdo, foi adicionado o espalhante adesivo
Tween 80, naconcentracdo de 0,05%.

Foram utilizados um isolado de Phytophthora
parasitica (P9) e um isolado deP. citrophthora (P45), proveni-
entes do Ingtituto Bioldgico (SP). No preparo do inécul o, discos
de cultura de Phytophthora em meio BDA foram repicados para
placas com meio V8-CaCO, eincubados por 10 diasa28°C, em
regime de escuro continuo, seguido da homogeneizacdo com
200ml de éagua destilada.

Sete isolados de rizobactérias, selecionados em
testes preliminares, foram submetidos a trés ensaios contra P.
parasitica e P. citrophthora em meio BDA (Batata-dextrose-
agér), colocando-se um disco de &gar de 5mm de didmetro com
crescimento abundante dePhytophthoraa 1,5cm da borda da
placa e naoutraextremidade uma estria da bactéria sel ecionada.
Ap6s oito dias deincubacdo a28°C efotoperiodo de 12 horas,
areducdo do crescimento micelia foi medida.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial, com 14 tratamentos, constitui-
dos pela combinag&o dos sete isolados bacterianos e os dois
isolados de Phytophthora, e trés repeticdes. As testemunhas
foram constituidas por crescimento de discos de Phytophthora
sem as bactérias.

Os dados originais do crescimento micelial de
Phytophthora spp. foram submetidos a andlise de variancia,

e as médias comparadas através do teste de Tukey, al1% de
probabilidade.

Sementes de limoeiro-Cravo (Citrus limonia Osbeck)
foram desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sddio (NaClO
0.7%) por 5 minutos, lavadas em égua corrente e, apds a seca
gem por 24 horas, a temperatura ambiente, foram imersas nas
suspensdes bacterianas por 1 hora. As testemunhas consisti-
ram de sementes desinfestadas e imersas em solugéo de MgSO,
0.1M adicionada de Tween 80, sem a presenca de células
bacterianas. Ap6s a secagem por duas horas, as sementes fo-
ram semeadas em substrato ndo esterilizado, constituido por
solo/areialesterco de curral (2:1:1), infestado artificialmente com
Phytophthora spp. através do tratamento com 50 ml de suspen-
s8o/ kg de solo. Este ensaio foi repetido duas vezes.

Quinze diasapdsagerminacao, foi feitaaavaliacdo da
percentagem de plantulas infectadas.

Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados,
com trés repeticdes, sendo 32 plantul as por repeticdo. Os dados
originaisdo nimero de plantas mortas foram transformados em

/X + 1 , ondex = porcentagem de plantasinfectadas, paraefe-
to de andlise estetisticapel o teste de F, e asmédias foram compa-
radas através do teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

Tratamentos-controle somente com asrizobactériasfo-
ramfeitosafim de avaliar-se os efeitos das mesmas napromocdo
do crescimento de pléantulas de limoeiro-Cravo. Avaiou-se a
matéria seca da parte aéreae das raizes das plantulas, apés
dois meses de inoculagdo com as bactérias em substrato esteri-
lizado.

Utilizou-se um ddlineamento em blocos casualizados,
com trés repeticdes, sendo 32 pléntulas por repeticao.
Antagonismo “in vitro” derizaobactérias contraPhytophthora

Dos trinta e trés isolados bacterianos testados, sete
apresentaram atividade antag6ni ca a Phytophthora spp. emmeio
King'sB, ou sgja, 21,2% foram capazes deinibir significativa-
mente o crescimento micelia dos patdgenos. Destacaram-se RC2,
OG, C1S/Nae C1-1B (Tabela 1), sendo selecionados para 0s
testes subseguientes. Veificou-sequeas bactérias introduzidas
(OG e Santa Barbara) mostraram atividade antagénica igua ou
superior a C2-8C e RA2. Estes resultados indicam que as
rizobactérias ndo apresentam especificidade de acdo, o que
permite a sua utilizagéo para diferentes sistemas planta-hospe-
deiro.

O teste de antagonismo in vitro foi realizado em meio
de KMB para detectar a producéo de sideréforos. Acredita-se
gue pode ter ocorrido antagonismo tanto pela producdo de
sideréforos (competicdo por ferro) como pelaproducéo de subs-
tanciastoxicas (antibiose). Resultados semel hantes foram obti-
dos por Stein (1988), que verificou ainibi¢do de fungos de solo
por Pseudomonas fluorescentes, pel os mecanismos de antibiose
e competicdo por ferro.

Antagonismos*“in vivo” deisolados de rizobactérias contra
Phytophthora spp.

Quando aplicados como tratamento de sementes, 0s
i solados bacterianos diferiram significativamente entre si quan-
to acapacidade dereduzir adoenca(Tabela2). Os isolados OG,
CiS/Na e C1-1B foram maiseficazesem controlar adoenca, ndo
diferindo significativamente dosisolados Sta. Barbarae RC2.

Estes resultados levam-nos a crer que os isolados de
rizobactérias dos citros sdo €ficientes colonizadores de raizes,
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FIGURA 1 - Efeito do tratamento de sementes de citros com
i solados de rizobactérias sobre desenvolvimento
de plantulas de citros.

possivelmente pela capacidade de crescimento e/ou habilidade
competitiva. Brown (1974) constatou que crescimento rapido e
competicdo sio algumas das caracteristicas necessarias ao su-
cesso do estabel ecimento narizosfera

Com relacdo as bactériasintroduzidas nos experimen-
tos, muitos trabalhos ressaltam o grande potencial de espécies
de Bacillus no controle de patégenos do solo. Melo €t al.
(1995) constataram que alinhagem OG de B. subtilis isoladado

rizoplano de feijoeiro, no municipio de Guaira (SP), foi um
potente antagonista contra alguns patdgenos de raizes de
feijdo, como F. solani f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder,
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

Promocédo decrescimentoinduzido pelasrizobactérias

Com relagdo a promocdo de crescimento, verificou-se
gue todos os tratamentos promoveram o crescimento das
plantul as de citros, tanto pararaiz como paraparte aérea, quan-
do comparados atestemunha (Figura 1). B. subtilis (OG e RC2),
Flavobacteriumsp. (CiSNA) e P. putida (C1-1B e Sta. Barbara)
proporcionaram melhores efeitos. Estes dados mostram que as
rizobactérias estimulam o crescimento direto das plantas naau-
sénciade patogenos (L uz, 1993).

Véarias hipbteses tém sido aventadas no sentido de
explicar acapacidade que possuem as rizobactérias de promo-
ver o crescimento dasplantas. A maioriadostrabalhosrelaci-
ona essa capacidade a inibicdo e adteracdo da microbiota
normal darizosfera, fazendocom que a planta cresca com um
sistema radicular sadio, sgjapor antibiose (Brishane & Rovira,
1988), sgjaou pela competicdo por nutrientes, destacando-
se entre esses 0 ferro (Geels& Schippers, 1983) eo carbono

TABELA 1 -Eficiénciadeisolados bacterianos nareducdo do crescimento micelia de Phytophthora parasitica e P. citrophtora.

Tratamentos Crescimento miceliano (cm) % de inibicéo

T estemunha * 7,50 a ** 00,00
Sta. B &rbara (P. putida biovar B) 4,85 b 35,33
C2-8C (Pseudomonas fluorescens) 4,58 b 38,93
RA2 (P. fluorescens) 4,55 b 39,33
Cl-1B (P. putida biovar A) 3,82 c 49,06
CiS/Na (Flavobacterium sp.) 3,65 c 51,70
OG (Bacillus .subtilis) 3,63 c 51,60
RC2 (B. subtilis) 3,55 c 52,66

CV (%)= 587

* Isolados de Phytophthora ( P, e Py néo apresentaram diferenca entre as médias de crescimento).
** Médias de trés repeticdes. Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

TABELA 2 - Eficiénciadeisolados de rizobactérias no controle de Phytophthora parasitica eP. citrophthora. em plantulas de

citros.

Tratamento % de Mortalidade Controle
Testemunha * 77,7 a** 0,00
RA2 (Pseudomonas fluorescens) 44,3 ab 43,00
C2-8C (P. fluorescens) 222 b 77,4.3
Sta. Barb. (P. putida biovar B) 11,1 cd 85,72
RC2 (Bacillus subtilis) 11,1 cd 85,72
C1S/Na (Flavobacterium sp.) 00 d 100,00
C1-1B  (P. putida biovar A) 00 d 100,00
OG (B. subtilis 00 d 100,00
CV (%) = 28.28

*P, = P citrophthora; P, = P. parasitica.
** Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.
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(Elad & Chet, 1987). Osisolados SantaBéarbara e OG, que tém
promovido o crescimento de plantulas de pepino e tomate (
Melo et al., 1995), comprovam, nesse trabalho, seu efeito
benéfico na promocao do crescimento de plantas de citros.
Conclui-se que Pseudomonas putida, biovares A e
B, Flavobacterium sp. e Bacillus. subtilis sdo capazes de
controlar  Phytophthora parasitica e P. citrophthora e
promover o desenvolvimento de plantulas de citros .
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