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RESUMO

LADEIRA, Mario César Gomes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2004.
Biocontrole de Quambalaria eucalypti por meio de rizobactérias. Orientador:
Acelino Couto Alfenas. Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Robert Weingart
Barreto.

Atualmente, a maior parte da producdo de mudas de FEucalyptus spp. ¢
realizada via propaga¢do vegetativa, por miniestaquia. Neste sistema, o adensamento
das minicepas e o regime intensivo de coleta de brotos para estaquia favorecem a
incidéncia de doencas. Dentre estas, destaca-se o anclamento da haste e a mancha foliar,
causado por Quambalari eucalypti. O controle biolégico de doengas de plantas,
incluindo o uso de rizobactérias promotoras de crescimento de planta (PGPR),
comporta-se como uma alternativa promissora para o controle integrado de fitomoléstias
em varias culturas, incluindo doencas em viveiros clonais de eucalipto. Assim, neste
trabalho, avaliou-se o potencial de 11 isolados de rizobactérias indutoras de
enraizamento ¢ crescimento de mudas de eucalipto quanto ao antagonismo e a
sensibilidade in vitro a fungicidas, e seu potencial no controle de Q. eucalypti. Todos os
isolados testados inibiram significativamente o crescimento micelial in vitro do fungo,
seja por antibiose direta ou produgdo de compostos antifiingicos volateis. Na avaliacao
da inibicdo da germinacdo de conidios destacaram-se os isolados FL,, MF, e Ca, que
ndo diferiram de tebuconazole, usado como comparador. O ensaio de sensibilidade de
rizobactérias a fungicidas indicou que a maior parte das combinacdes de rizobactérias e

fungicidas testados foram compativeis. Em condi¢des de casa de vegetagdo, todos os
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isolados reduziram a severidade da doenca quando pulverizados a 48 h,
simultaneamente e 48 h apos a inoculagdo do patdogeno. Menor severidade da doenga foi
observada com aplicagdo dos isolados FL, e 3918 a 48 h, e FL, e RC; aplicados
simultaneamente com o patdgeno. A pulverizagdo de suspensdo dos isolados S;, S,
3918 e FL, em minicepas clonais proporcionou redugdo significativa da doenga em
folhas e hastes. A aplicagdo das rizobactérias no substrato de enraizamento propiciou
reducdo na severidade da doenga em relacdo a testemunha, sendo FL, o isolado mais
efetivo. Os resultados deste trabalho permitem concluir que os isolados de rizobactérias
testados apresentam potencial de uso em um sistema de manejo integrado para o

controle da doenga.
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ABSTRACT

LADEIRA, Mario César Gomes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March 2004.
Biocontrol of Quambalaria eucalypti by rhizobacteria. Advisor: Acelino Couto
Alfenas. Committee members: Luiz Antonio Maffia and Robert Weingart Barreto.

Nowadays, eucalyptus cutting production is made mostly by vegetative
propagation of mini-cuttings. In this system, the small spacing of mini-stumps and the
intense shoot harvesting for cutting favors the incidence of diseases, as the stem girdling
and leaf spot caused by Quambalaria eucalypti. In the biological control of plant
diseases the use of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) is a promising
alternative to the integrated disease management in various crops, including diseases in
the clonal nurseries of eucalyptus. Thus, in this work, the potential of 11 isolates of
rhizobacteria that induce rooting and seedling growth of eucalyptus was evaluated for in
vitro antagonism to the pathogen, sensitivity to some fungicides, and for their potential
for the biological control of Q. eucalypti. All tested isolates significantly inhibited the
mycelial growth by direct antibiosis or by producing antifungical volatile compounds.
Similarly to tebuconazol, the isolates FL2, MF2 and Ca were effective to inhibit
conidial gemination. The fungicide sensitive test indicated that most of the
rhyzobacteria-fungicide combinations were compatible. In the greenhouse tests, all
isolates tested reduced the disease when sprayed at 48 h, simultaneously or 48 h after
inoculation of cuttings with the pathogen. The lowest disease severity was observed
with isolates FL2 and 3918 applied at 48 hours, and FL2 and RC3 applied
simultaneously with the pathogen. Spraying of suspension of isolates S1, S2, 3918 and
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FL2 in mini-clonal hedges significantly reduced disease incidence on leaves and stems.
Application of rhizobacteria to the rooting substrate reduced the disease, being the FL.2
isolate the most effective. The results of this work allow concluding that the isolates of
rhizobacteria tested have the potential to be used in an integrated management system

for the control of the stem girding and leaf spots of eucalyptus caused by Q. eucalypti.



INTRODUCAO GERAL

O cucalipto ¢ a esséncia florestal mais plantada no Brasil, ocupando uma area
de, aproximadamente, trés milhdes de hectares, destinados principalmente a produgao
de matéria prima vegetal para celulose, carvdo, madeira para serraria, postes de
eletricidade, mourdes de cerca, Oleos essenciais, constru¢do civil, entre outros. A
produgdo de mudas de eucalipto ¢é realizada, principalmente, via propagacdo vegetativa,
por miniestaquia, o que proporciona a formacdo de talhdes homogéneos, de gendtipos
selecionados com base no alto rendimento de celulose e resistentes a doencas (Alfenas
et al., 2004). A miniestaquia ¢ altamente vantajosa em relagdo a estaquia convencional
face ao aumento do rendimento operacional, maior grau de juvenilidade e porcentagem
de enraizamento das miniestacas, maior velocidade de enraizamento e,
conseqiientemente, menor exposicdo das estacas aos fungos apodrecedores. Sua
utilizacdo também diminui ou elimina o uso de hormoénios de enraizamento e possibilita
o estabelecimento de minijardins clonais em canteiros suspensos ¢ cobertos (Assis,
1997). Porém, o adensamento das minicepas ¢ a producdo e coleta intensiva de brotos
para estaquia favorecem o desenvolvimento de alguns fitopatogenos, como
Cylindrocladium sp., Rhizoctonia solani Kuhn, Oidium eucalypti Rostr, Puccinia psidii
Winter e Quambalaria eucalypti (Wingfield, Crous & Swart) Simpson, sendo o ultimo
um dos principais patdogenos que incidem em minicepas clonais destinadas a produgdo
de propagulos de enraizamento.

Quambalaria eucalypti foi descrito pela primeira vez na Africa do Sul no

inicio dos anos 90 (Wingfield ef al., 1993). No final de 2000, o fungo foi constatado no

1



Sul do Brasil em minicepas e mudas seminais de FEucalyptus globulus Labill,
E. maedenii Fmuell e seus hibridos. Atualmente, este fungo ¢ encontrado em
praticamente todo o territorio nacional. O patdogeno causa o anelamento de haste de
mudas e minicepas, podendo incidir também em miniestacas na fase inicial de
enraizamento. Nas folhas, as lesdes vao do marrom ao marrom escuro, as vezes de
contorno arroxeados e de formato variavel. Na face inferior do limbo foliar e sobre os
demais orgaos afetados, forma-se uma massa pulverulenta de esporulagdo branca e seca
do patogeno (Alfenas et al., 2001).

A auséncia de fungicidas registrados para a cultura do eucalipto faz com que
outras alternativas de controle de doencas sejam estudadas, incluindo o uso de agentes
de controle bioldgico (Blum & Lin, 1991; Bettiol et al., 1998). Teixeira (2001) obteve
11 isolados de rizobactérias, que proporcionaram maior desenvolvimento do sistema
radicular de diferentes genodtipos de eucalipto. Segundo a autora, além de terem
promovido o enraizamento de estacas e o crescimento de plantas, estas rizobactérias
também induziram resisténcia em mudas a ferrugem (Puccinia psidii).

Segundo Schroth & Hancock (1981), rizobactérias que exercem efeito
benéfico, apresentando efeito positivo no crescimento de raizes e parte aérea e na
resisténcia de doengas em plantas, sdo chamadas PGPR (“plant growth promoting
rhizobacteria”), podendo, as vezes, ter agdo deletéria ou nula sobre a planta (Kloepper et
al., 1992; Kloepper, 1996). Dentre as PGPR, destacam-se as dos géneros Pseudomonas,
principalmente espécies do grupo fluorescente, Bacillus e actinomicetos do género
Streptomyces. Contudo, outros géneros de bactérias sdo citados, como Arthrobacter,
Corynebacterium, Flavobacterium, Serratia e Erwinia (Mahafee & Kloepper, 1994;
Luz, 1996). Embora na area agrondmica os estudos sobre as PGPR ja sejam numerosos,
na area florestal ha poucos relatos sobre o assunto (Bettiol ez al., 1998). A atuacdo das
PGPR como agentes de biocontrole favorece indiretamente o desenvolvimento da planta
hospedeira. Os principais mecanismos envolvidos no controle de patdogenos por PGPR
sd0: a producdo de antibioticos, competicdo, produg¢do de compostos volateis toxicos e
indugdo de resisténcia (Lo, 1998).

O mecanismo de biocontrole mais estudado € a antibiose, principalmente pela
facilidade de seu estudo in vitro. Porém, a determinacao do papel real desse mecanismo
in vivo tem se mostrado bem mais complexo, pois atua sem repetibilidade no tempo e
no espago, sendo dependente de condigdes de ambiente favoraveis para ativacdo e

expressdo dos genes envolvidos em sua sintese (Loper et al., 1997). Culturas de
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Pseudomonas fluorescens, isoladas de raizes de macieira, atuaram por antibiose in vitro
a Fusarium oxysporum Schlecht, Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Pythium spp. e
Rhizoctonia solani. O tratamento de plantulas e cepas de macieira, com alguns isolados
desta bactéria, proporcionou aumento no crescimento das plantas, ¢ redugdo da
colonizagdo das raizes, principalmente por Cylindrocarpon destructans Zins (Caesar &
Burr, 1987).

Diversos grupos de antibioticos produzidos por bactérias sdo bem conhecidos,
como a P-lactam, agrocina 84, oomicinas, bacilomicina, Oomycina A, fenazinas,
pioluterinas e pirolnitrinas. Aparentemente, a producdo de antibidticos ndo € espécie-
especifica. Diferentes espécies podem produzir o mesmo antibidtico ou metabolitos
secundarios, enquanto diferentes linhagens da mesma espécie podem produzir diferentes
antibidticos ou substancias toxicas (Lo, 1998).

Compostos volateis sdo produzidos por algumas rizobactérias com ag¢do no
controle biologico de doengas, sendo a aménia e o acido cianidrico (HCN) os mais
importantes (Weller, 1988; Pal et al., 2000). A producdo de HCN pelas rizobactérias
mostra-se um fendémeno muito comum. Segundo Défago et al. (1990) e Stutz et al.
(1986), varios isolados de Pseudomonas produzem HCN na rizosfera, inibindo o
crescimento de varios organismos, como observado no sistema P. fluorescens x
Thielaviopsis sp. em Nicotiana tabacum L.. Em batata, foi observado que altas
concentracdes desse acido podem ser toxicas, apresentando efeito deletério sobre o
crescimento das mesmas (Shippers et al., 1991). Contudo, outros trabalhos mostram o
papel desse composto na promogdo do desenvolvimento de pélos radiculares (Luz,
1996).

Sabe-se que as PGPR produzem metabdlitos que agem diretamente sobre o
patégeno, tais como antibidticos, enzimas que degradam parede celular, sider6foros e
compostos volateis. Entretanto, ha casos em que a separacdo espacial entre o
antagonista e o patdogeno indica a ocorréncia de um outro mecanismo de biocontrole
(Kloepper et al., 1997).

Os mecanismos de defesa de plantas ocorrem naturalmente como resultado da
infeccdo por patdgenos, particularmente quando se observa reagdo de
hipersensibilidade, ou podem ser ativados por produtos quimicos, organismos ndo
patogénicos, formas avirulentas e, ou, virulentas do patdégeno, e por ragas incompativeis
de um patogeno. Geralmente, essa inducdo de resisténcia € sist€émica e seu efeito pode

ser observado em locais da planta distantes do local de aplicagdo do indutor. As vezes
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ocorre de forma localizada, quando somente o tecido exposto a infeccdo primaria torna-
se mais resistente. Denomina-se de resisténcia sistémica adquirida (SAR), quando ¢
ativada por patogenos ou ativadores quimicos, sendo caracterizada pelo acumulo de
acido salicilico (SA) e proteinas relacionadas a patogénese (PR’s) (van Loon et al.,
1998; Romeiro, 2000). Resisténcia sistémica induzida (ISR) (Kloepper et al., 1992;
Silva et al., 2003), por sua vez, ¢ especificamente induzida por microrganismos nao-
patogénicos, ¢ a planta que sofreu a inducdo ndo exibe alteragcdes. Ao contrario do
observado para SAR, na ISR nao ocorre o acimulo de proteinas PR’s e a inducao ndo ¢
salicilato dependente. Entretanto, existem relatos que mostram que a ISR, em alguns
casos, pode ser, ndo s6 fenotipicamente, mas também mecanicamente idéntica a SAR,
levando a um acumulo de proteinas PR’s e sendo salicilato dependente. Como
determinantes bacterianos de ISR que podem funcionar como -elicitores, podemos
destacar os lipopolissacarideos, presentes na membrana (LPS), sideréforos e o acido
salicilico (van Loon et al., 1998).

Alguns critérios, como a auséncia de efeitos toxicos diretos do organismo de
biocontrole sobre o patdogeno, a resisténcia observada ser inibida por aplicacdo prévia de
inibidores especificos da expressdo génica na planta, a necessidade de um intervalo de
tempo entre a aplicacdo e a expressdo de resisténcia pela planta, a auséncia da relagdo
entre resisténcia e dose do indutor, a inespecificidade de protecdo, a ocorréncia local e
sistémica, ¢ a dependéncia do gendtipo da planta e seu nivel de resisténcia, caracterizam
o envolvimento de resisténcia sistémica como mecanismo de reducdo de doenca, tanto
para ISR, quanto para SAR (Steiner & Schonbeck, 1995). Entretanto, estudos
demonstraram a associagdo, em alguns casos, de efeito antagonistico ao patdogeno,
associado a inducdo de resisténcia no hospedeiro (Silva et al., 1988). Bacillus
thurigiensis, Sacharomyces cerevisiae e Bacillus subtilis, além de terem atuado como
indutores de resisténcia, apresentaram um efeito antagonista, provavelmente por
antibiose, inibindo a germinagdo dos urediniosporos de Hemileia vastatrix Berk and Br.
em cafeeiro, possibilitando o controle da ferrugem por meio de dois mecanismos
consecutivos (Roveratti et al.,1987; Bettiol et al., 1989).

Diante do sucesso do uso de bactérias no controle de doengas, pode-se
encontrar no mercado, principalmente norte-americano, formula¢cdes de PGPR, como,
por exemplo, os produtos Dagger G, a base de Pseudomonas fluorescens, Blue Circle, a
base de P. cepacia e Kodiak, a base de Bacillus subtilis, usados no controle de

tombamento de mudas em diversas culturas (Turner & Backman, 1991; Luz, 1996). A
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compatibilidade entre produtos quimicos e agentes de controle bioldgico ¢ um aspecto
importante a se considerar para o manejo integrado de doencas de plantas. O produto
Kodiak, por exemplo, ¢ compativel com varios fungicidas, como metalaxyl, thiram,
carboxin, captan e PCNB. O uso de linhagens de PGPR, compativeis em mistura e com
diferentes mecanismos de supressdo de doenga, € uma outra possibilidade no manejo e
na aplicacao destes organismos (Raupach & Kloepper, 1998). Segundo os autores, a
mistura de B. pulilus INR7, Curtobacterium flaccumfaciens ME1 e B. subtilis GBO3,
pode substituir o controle quimico na producdo de pepino no campo, controlando a
antracnose, a mancha angular e a murcha bacteriana (Erwinia tracheiphila Smith),
havendo tendéncia de maior controle quando misturas de PGPRs foram utilizadas.

Teixeira (2001) obteve 107 isolados de bactérias, obtidos da rizosfera de
mudas de diferentes clones de eucalipto, testando-os quanto ao potencial em promover o
enraizamento de estacas de Eucalyptus. Dez isolados destacaram-se como excelentes
indutores, propiciando ganhos de até¢ 110% no enraizamento médio e de até 250% no
peso de raiz. Esses isolados foram também testados quanto a capacidade de inducao de
resisténcia a doencas em mudas de eucalipto. Dois isolados foram bastante eficientes na
reducdo da severidade de Puccinia psidii. Com o tratamento das mudas com
rizobactérias apenas uma semana antes da inoculagdo com Puccinia psidii, obteve-se
reducdo na severidade da doenga maior do que a observada nas mudas enraizadas em
substrato ndo-tratado com as rizobactérias.

Desta forma, este trabalho avaliou o potencial de isolados de rizobactérias,
pré-selecionados quanto a sua capacidade de indugdo de enraizamento em mini-estacas

clonais de eucalipto, como agentes de biocontrole de Quambalaria eucalypti.
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RESUMO

Atualmente, a maior parte da producdo de mudas de FEucalyptus spp. €
realizada via propagagdo vegetativa, por miniestaquia. Neste sistema, o adensamento
das minicepas e o regime intensivo de coleta de brotos para estaquia favorecem a
incidéncia de doencas. Dentre estas, destaca-se o anclamento da haste ¢ a mancha foliar,
causado por Quambalari eucalypti. A incidéncia de Q. eucalypti em minijardins clonais
de eucalipto reduz a producdo de miniestacas. Como uma alternativa de controle da
doenca, avaliou-se o antagonismo in vitro e o potencial de controle do patéogeno por
11 isolados de rizobactérias indutoras de enraizamento e crescimento de miniestacas de
eucalipto. Todos os isolados testados inibiram, significativamente, o crescimento
micelial in vitro do patogeno. A inibi¢do do crescimento micelial por antibiose variou
de 54,5 a 84,5 %, com maximo para o isolado FL, (Pseudomonas aeruginosa). A
reducdo média do crescimento micelial por compostos antifungicos volateis foi de
70,0 % para a maioria dos isolados testados, observando-se menor indice de inibi¢ao
para os isolados S; (Bacillus subtilis) e Ry (Frateuria aurantia) em ambas as repetigdes
dos ensaios. Na avaliacdo da inibi¢do da germinagdo de conidios, os isolados FL,, MF,

(Pseudomonas sp.) e Ca (Pseudomonas fulva) ndo diferiram de tebuconazole. A

! Parte da tese de Mestrado do primeiro autor. Universidade Federal de Vigosa (2004).
2 Bolsista da CAPES.
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inibi¢do variou de 10,0 a 93,0 %, respectivamente. Em condi¢des de casa de vegetagdo,
todos os isolados reduziram a severidade da doenga quando aplicados 48 h antes,
simultaneamente, e 48h apos a inoculagdo do patdogeno. Maiores reducdes da severidade
da doenga ocorreram com os isolados FL, e 3918 (Bacillus subtilis) aplicados 48 horas
antes, FL, e RCs (Nao identificada) aplicados simultaneamente, ¢ FL, ¢ MF; aplicados
48h apds o patdgeno. Minicepas clonais pulverizadas com os isolados S;, S,, 3918 e FL,
apresentaram reducdo significativa da area abaixo da curva de progresso de doenga em
até 52,3 % para folhas e 48,7 % para haste, ndo sendo observada diferenca quanto aos
intervalos de aplicagdo dos isolados. A aplicacdo das rizobactérias no substrato de
enraizamento propiciou reducdo na severidade da doenca em relacdo a testemunha, com
destaque para o isolado FL,. Em ensaio de sensibilidade de rizobactéria a fungicidas
apenas as combina¢des MF, x pyraclostrobin, S; e RCs x tetraconazole, e S;, Cllb
(Stenotrophomonas maltophilia) e 3918 x tebuconazole foram incompativeis. Diante
destes resultados pode-se concluir que os isolados de rizobactérias testados apresentam
potencial de uso em um sistema de manejo integrado para o controle de Quambalaria
eucalypti. Todavia, deve-se buscar a melhor forma de aplicagdo e formulagdo destes
isolados para seu uso em larga escala.

Palavras-chave: PGPR, Sporothrix eucalypti, controle bioldgico, doengas de viveiro,

Eucalyptus, compostos volateis, Bacillus subtilis, Pseudomonas.

ABSTRACT
Presently, eucalyptus cutting production is made mostly by vegetative
propagation of mini-cuttings. The incidence of Quambalaria eucalypti, causal agent of
the stem girdling and leaf spot of eucalyptus in mini-clonal hedges of Eucalyptus,
reduces the mini-cuttings production. As an alternative to control the disease, in vitro

antagonism and potential of biocontrol of eleven isolates of plant growth promoting
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rhizobacteria were tested against Q. eucalypti. All isolates significantly reduced in vitro
mycelial growth of the pathogen through antibiosis or by producing antifungal volatile
compounds. The mycelial growth reduction through antibiosis varied from 54.5 to
81.8 %, which was maximum for the isolates FL, and R;. But in a repeated run growth
reduction varied from 57.7 to 84.5 %, with a maximum for the isolate FL,. The average
growth reduction by antifungal volatiles was 70.0 % for most of the isolates, observing
the smallest inhibition index for the isolates S; and R;. The germination inhibition by
FL,, MF, and Ca did not differ from tebuconazol. The inhibition varied from 10.0 to
93.0% in the first and from 16.2 to 92.6 % in the second run. In greenhouse conditions
all isolates reduced disease severity when applied 48 h before, simultaneously, or 48h
after inoculation with the pathogen. The greatest disease reduction was observed with
FL, and 3918, at 48 h, with FL, and RC; applied simultaneously, and FL, and MF,
applied 48h after inoculation with the pathogen. Clonal mini-stumps sprayed with
isolates Si, Sy, 3918 and FL, showed significant reduction of the area under the disease
progress curve, up to 52.3 % for the leaves and 48.7 % for the stem, with no difference
among time intervals of application of the isolates. Application of rhizobacteria in the
rooting substrate resulted in reduction of the disease severity when compared to the
control, with a good result for FL,. The isolates x fungicide compatibility tests showed
that MF2 x pyraclostrobin, S; and RC; x tetraconazole, and S;, CIIb and 3918 x
tebuconazole were incompatible. From these results it can be concluded that the
rhizobacterial isolates tested have the potential to be used in an integrated system to
control eucalyptus stem girdling and leaf spot caused by Q. eucalypti. However, these
isolates should be submitted to complementary tests and formulation to be used in a

large scale.
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Key words: PGPR's, Sporothrix eucalypti, biological control, nursery diseases,

Eucalyptus, volatile compounds, Bacillus subtilis, Pseudomonas.

INTRODUCAO

Atualmente, a produ¢ao de mudas de eucalipto ¢ realizada via propagacao
vegetativa, por miniestaquia. Neste sistema, um maior controle do ambiente e de
nutricdo das minicepas propicia maiores indices de produtividade (Assis, 1997; Alfenas
et al., 2004). Contudo, o adensamento das minicepas e o regime intensivo de coleta de
brotos para estaquia podem favorecer a ocorréncia de algumas doengas. Dentre estas,
destaca-se o anelamento da haste e a mancha foliar causadas pelo fungo Quambalaria
eucalypti (Wingfield, Crous & Swart) Simpson.

A primeira descrigdo do patdgeno ocorreu no inicio dos anos 90, na Africa do
Sul (Wingfield et al., 1993). No final de 2000, constatou-se o fungo no Sul do Brasil em
minicepas ¢ em mudas seminais de Eucalyptus globulus Labill, E. maidenii F. Muell ¢
seus hibridos, sendo hoje encontrado em praticamente todo o territério nacional. O
patégeno provoca o anelamento de haste de mudas e minicepas e, menos
freqlientemente, pode incidir em miniestacas na fase de enraizamento. Nas folhas, as
lesdes adquirem coloragdo marrom, as vezes de contorno arroxeado e de formato
variavel. Na face inferior do limbo foliar e sobre os demais 6rgaos afetados, forma-se
uma massa pulverulenta de esporulacdo branca e seca do patogeno (Alfenas et al., 2001;
Alfenas et al., 2004).

Os prejuizos ocasionados pelo patdogeno, como redugdo do niumero de miniestacas
por cepa, faz com que medidas alternativas para minimizar perdas sejam estudadas,

destacando-se técnicas de controle biologico. Ha poucos relatos sobre o emprego de
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agentes de controle biologico contra patdogenos na area florestal (Bettiol et al., 1998).
Contudo, as condi¢des uniformes de ambiente e substrato em viveiros de eucalipto,
principalmente em minijardins clonais, aumentam as chances de sucesso de métodos
bioldgicos no controle de doencas.

O controle bioldgico de doencas de plantas, incluindo o uso de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR), ¢ uma alternativa promissora para o controle
de doencas em varias culturas (Weller, 1988; Kloepper et al., 1992; Kloepper, 1996),
incluindo doencas em viveiros clonais de eucalipto (Alfenas et al., 2004). As PGPR
(“plant growth promoting rhizobacteria”) sdo rizobactérias benéficas, que estimulam o
crescimento de plantas e podem também induzir resisténcia em plantas a patdgenos
(Schroth & Hancock, 1981). Como agentes de biocontrole, atuam principalmente por
antibiose, competicdo, producdo de compostos volateis toxicos e, ou, inducdo de
resisténcia sistémica a doengas em plantas (Lo, 1998), destacando-se espécies do género
Pseudomonas, Bacillus e actinomicetos do género Streptomyces (Mahafee & Kloepper,
1994; Luz, 1996).

O sucesso do uso de bactérias no controle de doengas, ja se reflete na
disponibilidade no mercado, principalmente norte-americano, de formulacdes de PGPR.
Como exemplo, tem-se o produto Kodiak, a base de Bacillus subtilis, usado no controle
de tombamento de mudas em diversas culturas. Kodiak ¢ compativel com varios
fungicidas como metalaxyl, thiram, carboxin, captan ¢ PCNB (Turner & Backman,
1991; Luz, 1996). Esta compatibilidade possibilita o uso integrado de produtos
quimicos e bioldgicos em um programa de manejo, permitindo reduzir as aplicacdes de
fungicidas. Em eucalipto observou-se reducdo da severidade de ferrugem (Puccinia
psidii Winter) quando miniestacas foram enraizadas em substrato tratado com

rizobactérias (Teixeira, 2001).
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Desta forma, avaliou-se, neste trabalho, o potencial de isolados de

rizobactérias como uma medida alternativa no controle de Quambalaria eucalypti.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos gerais

Os estudos foram conduzidos em condigdes de laboratorio, casa de vegetagao
e viveiro comercial. Testaram-se 11 isolados de rizobactérias (Tabela 1) obtidas de
mudas clonais de eucalipto e pré-selecionadas quanto a capacidade de induzir
enraizamento em mini-estacas clonais de eucalipto (Teixeira, 2001). Os isolados de
rizobactéria foram preservados em tubos de ensaio contendo meio de cultura 523 (Kado
& Heskett, 1970), com adi¢do de glicerol sobre a cultura, e mantidas a -20°C. O isolado
de Q. eucalypti foi obtido de folhas de eucalipto com sintomas da doen¢a e mantido em
tubos de ensaio contendo meio batata- dextrose- agar (BDA), em geladeira (+ 5°C).

Para o preparo do inoculo, repicaram-se as bactérias em meio de cultura 523
(Kado & Heskett, 1970) e, ap6és 48 h de incubagdo, procedeu-se a raspagem das
colonias em solucdo salina (NaCl 0,85%), ajustando-se a concentracdo para
ODs4 = 0,2,s correspondente a aproximadamente 10® ufe/mL. O fungo foi cultivado em
meio V8 (Miller, 1995) por quatro dias, a 27 + 2°C, fotoperiodo de 12 h e intensidade
luminosa de 10 uM de fotons/m*/seg. Os ensaios realizados in vitro foram conduzidos
nas mesmas condicdes descritas anteriormente de temperatura, fotoperiodo e
intensidade luminosa.

Todos os ensaios, exceto os de pulverizagcdo da suspensdo de rizobactérias em

mudas e em minicepas clonais, foram repetidos pelo menos uma vez.

14



154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

Inibicdo do crescimento micelial de Quambalaria eucalypti por rizobactérias
Testou-se a eficiéncia in vitro dos isolados de rizobactérias (Tabela 1) quanto a
capacidade em reduzirem o crescimento micelial de Q. eucalypti. Para tal, fez-se uma
estria de suspensdo de rizobactéria no centro de cada placa de Petri contendo meio V8.
Em duas extremidades opostas de cada placa depositou-se um disco de micélio de 5 mm
de didmetro, removido de colonias de Q. eucalypti em franco crescimento, com 4 dias
de incubagdo. A testemunha consistiu de uma estria de agua destilada esterilizada no
centro da placa. Apos 12 dias, avaliou-se a inibigdo do crescimento micelial por meio de
medi¢Ges do raio das coldnias a partir do centro do disco de micélio, em diregéo a estria
central. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 12 tratamentos
e quatro repetigoes, sendo cada tratamento constituido por um isolado de rizobactéria,

ou agua, confrontado ao isolado de Q. eucalypti.

Inibicio do crescimento micelial de Quambalaria eucalypti por compostos
antifliingicos volateis

Avaliou-se, segundo metodologia proposta por Mariano (1993), a produgao in
vitro de compostos volateis sobre o crescimento micelial de Q. eucalipti. Para isso, os
isolados de rizobactérias foram semeados individualmente em placas de Petri contendo
meio 523 (Kado & Heskett, 1970). Em outra placa, contendo meio V8, foi depositado
um disco de cultura de Q. eucalypti. As tampas das placas foram removidas e
substituidas por um circulo de papel celofane esterilizado. A seguir, os lados abertos de
cada placa foram justapostos, € o conjunto mantido unido por um filme de PVC. Como
testemunha, utilizou-se o0 mesmo conjunto, mantendo-se o meio destinado ao cultivo das
rizobactérias estéril e o meio V8 repicado com o patéogeno. Apods 12 dias, aferiu-se o

didmetro da coldnia do fungo com auxilio de uma régua. O delineamento experimental
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foi inteiramente casualizado, com 12 tratamentos e quatro repetigdes. Cada placa
representou uma repeticdo, sendo cada tratamento constituido por um isolado de

rizobactéria confrontado ao isolado de Q. eucalypti.

Germinacio de conidios de Quambalaria eucalypti em suspensio de indculo de
isolados de rizobactérias

Os isolados de rizobactérias foram testados in vitro quanto a capacidade de
inibir a germinagdo de conidios de Q. eucalypti. Tebuconazole a 0,4 g do i.a./L e agua
destilada e esterilizada foram utilizados como comparadores. A suspensdo de conidios
do patdgeno foi ajustada para 2x10* conidios/mL, e os isolados de rizobactérias, para
10 ufc/mL. Adicionou-se uma aliquota de 1 mL de cada suspensdo, incluindo as
testemunhas, a 1 mL da suspensdo de conidios. Apds homogeneizacdo da amostra,
50 pL da suspensdo foi depositada em cada uma das trés cavidades de laminas
escavadas de vidro. A 24 h de incubagdo, avaliou-se o numero de conidios germinados e
ndo-germinados. Para tanto, realizaram-se trés leituras em cada cavidade da lamina.
Foram considerados como germinados os conidios que apresentaram tubo germinativo
de comprimento maior ou igual a maior dimensao do esporo. Utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo

constituida por trés cavidades na lamina de vidro.

Eficiéncia da pulverizacdo de rizobactérias no controle de Quambalaria eucalypti
em mudas e em minicepas de eucalipto

Instalaram-se dois ensaios, um em mudas mantidas em casa de vegetacdo e
inoculadas artificialmente com o patdégeno, em Vigosa-MG, e outro em minicepas

clonais com infec¢do natural de Q. eucalypti, em Curvelo-MG. Para o primeiro ensaio,
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mudas do clone 6872 de E. urophylla S.T. Blake x E. maideni F. Muell, cultivadas em
casa de vegetacdo, foram inoculadas com Q. eucalypti, a 2,0x10° conidios/mL, e
atomizadas com suspensdo dos onze isolados de rizobactérias a 10® ufc/mL, ou com
tebuconazole a 0,4 g do i.a./L como comparador. Plantas pulverizadas com agua
destilada estéril serviram como testemunha. As aplicagdes de rizobactérias foram
realizadas 48 h antes, simultaneamente, ¢ 48 h ap6s a inoculagdo do patogeno. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, utilizando-se seis repeti¢des, uma planta por repeticdo. As mudas inoculadas
com o patogeno foram mantidas sob condi¢des de camara imida por 24h, constituida
por uma armagdo de arame envolvida por plastico transparente, borrifada internamente
com agua, ¢ mantidas a 28 + 2°C, com fotoperiodo de 12h. Apds a remogdo da cAdmara
umida, as mudas foram mantidas nas mesmas condi¢des de ambiente por 14 dias,
quando se avaliou a severidade da doenga, segundo a escala diagramatica descrita em
Alfenas et al. (2004).

No segundo ensaio, minicepas do clone 3334 de E. grandis W. Hill ex
Maidem x E. urophylla foram pulverizadas com suspensdo de indculo dos isolados S;,
S,, 3918 e FLy, a 10® ufc/mL, para comprovagio da eficiéncia do controle em periodo
favoravel a doenga, sob condi¢des de infecgdo natural em viveiro. Pulverizagdes do
fungicida tebuconazole a 0,4 g do i.a./L serviram como comparagdo. As aplicagdes de
rizobactérias e do fungicida foram realizadas a intervalos de 4 e 8 dias, durante 48 dias.
Utilizaram-se quatro repeticdes por tratamento, com 120 plantas cada, em esquema
fatorial. Dez plantas de cada repeticdo foram sorteadas e identificadas para avaliagdo da
doencga a cada 15 dias, contando-se o nimero de hastes € o nimero de folhas doentes

por minicepa.
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Efeito da rizobacteriza¢ao do substrato sobre a severidade da mancha foliar de
Quambalaria eucalypti em mudas de eucalipto

Miniestacas do clone 3334 de E. grandis x E. urophylla foram estaqueadas em
tubetes plasticos conicos de 50 mL de capacidade, contendo substrato a base de
composto de casca de arroz carbonizada: vermiculita (1:1), previamente tratado com
5 mL de suspensdo a 10® ufc/mL dos respectivos isolados bacterianos (Tabela 1)”, em
um viveiro comercial na cidade de Curvelo-MG. A testemunha consistiu da aplicacdo
de agua destilada no substrato. Decorridos 45 dias, as estacas enraizadas foram
transportadas para o Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa,
e transplantadas para vasos plasticos de 2 L de capacidade. Aos 80 dias de idade, com o
auxilio de um atomizador De Vilbiss n° 15, pulverizou-se, nas mudas, suspensio de
inoculo de Q. eucalypti, a 2,0 x 10° conidios/mL, contendo 0,1 % de Tween 80. As
mudas inoculadas com o patégeno foram mantidas sob condi¢des de cAdmara imida por
24h, constituida por uma armagdo de arame envolvida por pléstico transparente,
borrifada internamente com agua, e mantidas a 28 + 2°C, com fotoperiodo de 12h. Apos
14 dias, avaliou-se a severidade da doenca, utilizando-se o programa Quant (Filho et al.,
2002). Foram utilizadas cinco repeti¢des, em delineamento inteiramente casualizado,
sendo o par de folhas mais jovem e completamente expandidos de cada planta

considerada como uma repeticao.

Sensibilidade de rizobactérias a fungicidas

Visando avaliar a possibilidade do uso de rizobactérias como parte do manejo
integrado de doencas em viveiros, confrontou-se os isolados aos seguintes fungicidas,
nas respectivas concentracdes de i.a./L: azoxystrobin (0,1 g), pyraclostrobin (0,25 g),

tetraconazole (0,2 g), tebuconazole (0,4 g), triadimenol (0,5 g), epoxiconazole +
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pyraclostrobin (0,1 g + 0,266 g), epoxiconazole (0,19 g), trifloxystrobin (0,1 g),
propiconazole + trifloxystrobin (0,175 g + 0,175 g) e propineb (1,4 g). Os fungicidas
foram selecionados pela comprovada eficiéncia em reduzir o crescimento micelial de
0. eucalypti in vitro e por controlar outros patégenos de viveiros florestais (Rhizoctonia
solani Kuhn, Cylindrocladium spp. e Botrytis cinerea Pers. ex Fr) (Alfenas et al., 2004).
Para tal, discos de papel filtro (n® 2) foram embebidos nos respectivos fungicidas, e
posteriormente transferidos para placas de Petri contendo meio 523, previamente
semeadas com 0,1 mL de suspensdo de rizobactérias a 10® ufc/mL. Incubaram-se as
placas a 27 + 2 °C, e 48 h ap0ds avaliou-se a presenca ou auséncia de halos de inibigao.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no esquema

fatorial com quatro repetigdes. Cada placa representou uma repeticao.

Analises estatisticas

Calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para o
ensaio de pulverizagdo de rizobactérias em minicepas clonais. Os dados originais de
severidade de doenga nos ensaios de pulverizacdo de rizobactérias em mudas e de
tratamento de substrato com rizobactérias foram transformados para arco seno (\/;/ 100)
e \/;, respectivamente. Para a avaliacdao da eficiéncia da pulverizacdo de rizobactérias
no controle de Q. eucalypti em mudas e em minicepas clonais de eucalipto, realizou-se
analise de variancia em esquema fatorial. Os dados de cada ensaio foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas conforme o teste de Tukey (p<0,05). As
analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SAS V.8

(SAS Institute, Cary, NC, USA).
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RESULTADOS
Inibicao do crescimento micelial de Quambalaria eucalypti por rizobactérias
Todos os isolados bacterianos testados inibiram o crescimento micelial do
patégeno em relacdo a testemunha (F > 0,0001). O crescimento micelial variou de 3,0 a
7,5 cm no primeiro ensaio ¢ de 2,6 a 7,1 cm no segundo, com grau de inibigdo variando
de 54,5 a 81,8% e 84,5 a 57,7%, respectivamente. Os isolados FL,, R; e S, foram os
mais eficazes, enquanto MF,, CIIb e Ca apresentaram a menor capacidade inibitoria

(Tabela 2).

Inibicdo do crescimento micelial de Quambalaria eucalypti por compostos
antiflingicos volateis

De acordo com os resultados, todos os isolados testados produziram
compostos volateis que reduziram o crescimento micelial do patogeno (F > 0,0001). O
crescimento micelial variou de 5,0 a 10,0 cm no primeiro ensaio e de 5,2 a 7,5 cm no
segundo, com grau de inibigdo variando 71,4 a 42,9% e de 71,1 a 58,3%

respectivamente (Tabela 2).

Germinacio de conidios de Quambalaria eucalypti em suspensdo de inéculo de
isolados de rizobactérias

Analogamente ao observado para crescimento micelial, todos os isolados de
rizobactérias testados reduziram a germinagdo do fungo (F > 0,0001), destacando-se os
isolados FL,, MF, e Ca. No primeiro ensaio a germinagdo de conidios variou de 6,0 a
78,1, enquanto no segundo variou de 6,5 a 74,2. O grau de inibi¢do variou de 93,0 a

10,0%, € 92,6 a 16,2%, nao diferindo de tebuconazole (Tabela 2).
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Eficiéncia da pulverizacido de rizobactérias no controle de Quambalaria eucalypti,
em mudas e em minicepas de eucalipto

O controle de Q. eucalypti em mudas de eucalipto variou com o isolado e os
intervalos de aplicagdo testados (F > 0,0001). Observou-se tendéncia de maior eficacia
quando os isolados de rizobactérias foram aplicados 48 h antes ou simultaneamente ao
patogeno (Tabela 3). Menor severidade de doenca foi obtida com a pulverizacdo dos
isolados FL, e 3918, 48h antes, FL, e RC; simultaneamente, e FL, e MF, pulverizados
48 h depois da inoculacdo do patégeno, embora ndo tenham diferido significativamente
dos demais isolados e de tebuconazole.

Minicepas clonais pulverizadas com os isolados FL, 3918, S; e S
apresentaram reducao significativa da AACPD (F > 0,0008) de até 52,3% para folhas ¢
48,7% para haste, ndo se observando diferenca entre os intervalos de aplicacdo

(Tabela 4).

Efeito da rizobacterizacao do substrato sobre a severidade da mancha foliar de
Quambalaria eucalypti em mudas de eucalipto

Em mudas clonais produzidas em substrato rizobacterizado, ocorreram menor
severidade da doenca que em substrato ndo-rizobacterizado (F > 0,0001). No primeiro
ensaio, as mudas produzidas em substrato rizobacterizado apresentaram reducdo da
severidade da doenga, que nao diferiram da testemunha, exceto com o isolado FL,, que
promoveu reducdo de 74,5% (Tabela 5). No segundo ensaio, os tratamentos com todos
os isolados bacterianos reduziram a severidade da doenga. Neste ensaio, como no
anterior, confirmou-se maior eficiéncia de controle com aplicagdo do isolado FL,,

proporcionando redugdo da severidade da doenga de 73,4 % (Tabela 5).
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Sensibilidade de rizobactérias a fungicidas
Apenas as combinagdes MF2 x pyraclostrobin, S1 e RC3 x tetraconazole, e

S1, CIIb e 3918 x tebuconazole foram incompativeis.

DISCUSSAO

Com a inibi¢do do crescimento micelial de Q. eucalypti, pelos métodos de
culturas pareadas e pela técnica de placa invertida, sugere-se a produgdo, pelos isolados
de rizobactérias, de metabolitos ndo-volateis e volateis, respectivamente. Diante destes
resultados, conclui-se que os isolados testados produziram substancias antifingicas in
vitro, que se difundiram através do meio, e, ou, compostos volateis, toxicos ao
patogeno, resultando na inibi¢do de seu crescimento micelial.

Alguns isolados tiveram comportamento diferenciado quanto a inibi¢do do
patégeno, em funcgdo do teste aplicado. O isolado FL, (Pseudomonas aeruginosa)
destacou-se quanto a capacidade de inibigdo do crescimento micelial por antibiose
direta, porém nao diferiu dos outros isolados pela producdo de compostos antifiingicos
volateis. Analogamente, os isolados de Bacillus subtilis (S;, S, e 3918), que se
destacaram na inibicdo do crescimento micelial por antibiose direta, foram menos
efetivos em reduzir a germinagdo do patdégeno in vitro.

Todos os isolados testados neste trabalho produziram compostos volateis. Tais
compostos, como amoénia ¢ acido cianidrico (HCN), produzidos por linhagens de
rizobactérias, sdo considerados metabdlitos importantes no biocontrole de
microrganismos (Luz, 1996). A producdo de HCN parece ser um fendmeno comum
entre as rizobactérias, podendo também atuar como promotor do crescimento das

plantas diretamente, por meio do aumento do desenvolvimento de pélos radiculares.
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Algumas espécies de Pseudomonas podem produzir niveis de HCN in vitro toxicos a
certos patdégenos fungicos, como Thielabiopis basicola em tabaco por P. fluorescens
(Dowling & O’Gara, 1994). Wei et al. (1991) verificaram que isolados de P.
fluorescens, P. putida e P. aureofaciens produziram HCN in vitro capazes de inibir o
crescimento micelial de Pythium ultimun Trow, Rhizoctonia solani ¢ Colletotrichum
orbiculare (Berk. And Mont.).

A inibi¢do da germinacdo de esporos constatada neste trabalho pode ser
explicada pela produ¢do de antibidticos pelos isolados, em particular o FL,, com 93,0 %
inibi¢do. Bettiol & Varzea (1992), verificaram inibigdo in vitro da germinacdo de
urediniésporos de Hemileia vastatrix Berk and Br. por B. subtilis. Para Q. eucalypti, os
melhores isolados (S; e 3918) de B. subtilis inibiram cerca de 70,0 % da germinagao.
Resultado semelhante foi observado em ensaio de inibicdo de germinacdo in vitro de
conidios de Fusarium graminearum Schwabe, realizado por Perondi et al. (1996),
mostrando que isolados de P. fluorescens (63/88.4b) foram mais efetivos que B. subtilis.

A aplicagdo de antagonistas, com reconhecida capacidade antagdnica e nao-
residentes de filoplano, comum em ensaios de controle bioldgico de doencas de parte
aérea de plantas, tem como vantagem reducao no tempo de selecdo dos antagonistas nas
fases iniciais do trabalho. No presente estudo, bactérias originadas da rizosfera foram
testadas como agentes de biocontrole por meio da aplicagdo na parte aérea de plantas de
eucalipto. Analogamente aos resultados deste trabalho, isolados de B. subtilis,
originarios do solo, reduziram em 95,0% o nimero de pustulas de ferrugem do feijoeiro
em condicdes de casa de vegetacdo quando aplicados de 2 a 120 horas antes da
inoculacdo de Uromyces phaseoli (Rebent) Wint. (Baker et al., 1983). A adaptag@o no
filoplano ¢ um dos problemas levantados quando se procura utilizar microrganismos de

outras partes da planta ou do solo. Entretanto, Trichoderma, isolado de solo, sobrevive
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por longo periodo em folhas de morangueiro (Vitti & Ghini, 1990). No presente
trabalho observou-se maior eficiéncia dos isolados de rizobactérias no controle de Q.
eucalypti em mudas quando aplicados antes ou simultaneamente a inoculacdo do
patégeno, analogamente ao obtido por Michereff et al. (1994), ao utilizar P. fluorescens,
P. marginalis e B. subtilis no controle de C. graminicola em sorgo. Segundo esses
autores, o efeito protetor dos isolados de P. fluorescens pode estar associado a liberagao
de substancias inibitorias no filoplano. Baker et al. (1983) e Bettiol et al (1998)
encontraram maior efetividade de B. subtilis quando aplicado 24 h antes da inoculagdo
de Uromyces phaseoli e Cylindrocladium scoparium Morgan, fato também observado
para o isolado 3918 deste trabalho. Acredita-se que metabolitos produzidos pelo agente
de biocontrole atuem reduzindo a germinacdo de esporos e, ou, desenvolvimento do
tubo germinativo. Outra explicagdo seria a inducdo de resisténcia localizada no
hospedeiro pelos antagonistas (Martins et al., 1985). A menor efetividade dos isolados,
quando aplicados 48 h apds a inoculacdo do fungo, pode estar associada a baixa
capacidade de colonizagdo e competitividade destes antagonistas, apos o
estabelecimento do patogeno, e, ou, baixa vulnerabilidade do patéogeno apds o
estabelecimento. Com a pulverizacdo dos isolados S;, S;, 3918 e Fl, em minicepas
clonais, ocorreram reducdo da AACPD de até 52,3% em folhas e 48,7% em hastes,
independentemente do intervalo de aplicagdo. Provavelmente, condigdes de ambiente e
de manejo do minijardim influenciaram tal resposta, uma vez que em condigdes de casa
de vegetagdo observou-se diferenca significativa entre os intervalos, mesmo sendo estes
de apenas 48 h. Pelos resultados obtidos in vitro, confrontados aos de pulverizacdo em
plantas em casa de vegetacdo e viveiro, sugere-se que nem todos os isolados que

exerceram antibiose in vitro sdo eficazes no biocontrole in vivo.
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A resisténcia sistémica induzida no hospedeiro pode constituir um importante
mecanismo de agdo no sistema estudado, uma vez que a veiculagdo destas rizobactérias
em escala comercial seria realizada via substrato de enraizamento ou por imersdo das
miniestacas em suspensdo dos antagonistas. Apesar da variabilidade nos dois ensaios,
observaram-se indicios de inducgdo de resisténcia sistémica com os isolados testados,
pois a severidade da doenga nas plantas estaqueadas em substrato rizobacterizado foi
menor que na testemunha. Ha4 varios relatos do potencial de rizobactérias,
principalmente do género Pseudomonas, em induzir resisténcia em plantas a patégenos
(Romeiro, 2000; Silva et al., 2003; Zhang, 2002; Enebak, 2000; Kloeper, 1996; van
Loon, 1998). Teixeira (2001) verificou que o isolado FL, reduziu significativamente o
numero de pustulas e o nimero de esporos/soro de Puccinia psidii Winter em folhas de
eucalipto quando as estacas foram tratadas com o isolado, 80 dias antes da inoculacdo
do patogeno. A ISR pode ser observada em diferentes graus, de acordo com o gendtipo
e a espécie hospedeira, ambiente e o patdogeno (Meyer & Hofte, 1997; van Loon et al.,
1998). Enebak (2000) observou que sementes de Pinus taeda L., tratadas com
rizobactérias, tiveram redugdo de ferrugem, causada por Cronartium quercuum (Berk)
Miyabe ex Shirai f. sp. fusiforme, quando comparadas as sementes nado-tratadas.

Para comprovacdo de ISR, é fundamental a realizacdo de estudos mais
detalhados. A separagdo espacial dos componentes microbianos de interacdo
(rizobactérias e Q. eucalypti) ndo explica 0 mecanismo, pois o agente pode estar tanto
induzindo resisténcia quanto atuando diretamente sobre o patégeno, por meio da
translocacdo de substincias anti-fingicas produzidas pelo agente indutor, ou, ainda,
atuando pelos dois mecanismos (van Loon et al., 1998; Romeiro, 2000).

A compatibilidade entre agentes de controle biologico e produtos quimicos ¢

de grande importancia em um programa de manejo integrado de doengas, pois permite
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reduzir a quantidade de fungicidas utilizada, a poluicdo do meio ambiente e os
problemas com o surgimento de isolados do patogeno resistentes a fungicidas. Assim,
os resultados obtidos evidenciam a possibilidade de integrar o controle quimico ao
biologico, uma vez que os isolados de rizobactérias apresentaram baixa sensibilidade a
maioria dos principios ativos testados.

Diante destes resultados, conclui-se que os isolados de rizobactérias testados
possuem potencial de uso em um sistema de manejo integrado para o controle do
anelamento da haste e mancha foliar em eucalipto. E necessario que estes isolados
sejam submetidos a testes complementares, como misturas de bactérias com diferentes
mecanismos de supressdo de doencga, para uso posterior em grande escala, o que levaria
a reducao do uso de fungicidas e aumento do niimero de brotos aptos a enraizar por

cepa.
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Tabela 1 - Identificagdo dos isolados de rizobactérias de mudas de eucalipto utilizados
como agentes de biocontrole.

Isolados* Identificacao

Ca Pseudomonas fulva Lizuga & Komagata, 1963
FL, Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900

MF, MFs  Pseudomonas sp. Migula, 1894

S1.S,,3918  Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996

Cllb Stenotrophomonas maltophilia (Hugh, 1872) Palleroni & Bradbury, 1993

/' S. nitritireducens Finkmann et al., 2000

Ry Frauteria aurantia Swings et al., 1980
VG, Nao-identificadas

RC; Nao-identificadas

*Obtidos por Teixeira (2001) e identificados utilizando-se a analise filogenética de
seqiiéncias parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S), pela Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello” (Campinas, SP).
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566  Tabela 2 - Crescimento micelial de Quambalaria eucalypti por isolados de rizobactéria

567 pelos métodos de cultura pareada e por compostos volateis, e germinagdo de
568 conidios do patdgeno em lamina escavada.
569
Cultura pareada Compostos volateis Lamina escavada
Tratamento - ; - - , ;
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
Testemunha 16,5 a* 16,8 a* 175a 18,0 a 86,8 a 88,6 a
Ca 75b 7,1b 52 d 54 b 8,7 g 9,5 fg
CIlb 73 be 70b 50 d 52 b 38,3 de 39,1 de
MF2 6,5 be 6,8b 55 d 57 b 83 g 9,1 fg
RC3 6,3 be 6,5b 5,0 d 52 b 60,4 be 61,1 ¢
MF4 6,0 ¢ 6,3b 5,0 d 52 b 59,8 ¢ 60,6 ¢
VC2 6,0c 6,1 b 5,0 d 520 49,6 cd 49,2 cd
3918 43d 43 cd 50 d 55b 252 ef  28,0e¢f
S1 4,0d 45 ¢ 10,0 b 75 b 244 f 24.6 ef
S2 39d 4,1 cd 6,0 d 57 b 78,1 b 742 b
R1 3,0d 3,1 de 7,2 ¢ 73 b 39,0 de 39,3 de
FL2 3,0d 2,6 ¢ 5,0 d 52 b 6,0 g 6,5 g
570 CV (%) 7,63 6,34 3,6 8,44 8,23 10,92

571

572  *Médias de quatro repetigdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
573 significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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574
575
576
577

578
579

580
581
582
583
584

Tabela 3 - Reducdo da severidade do anclamento da haste e mancha foliar de
Quambalaria eucalypti (%), atomizadas com suspensdo de inoculo de
rizobactéria em mudas de eucalipto do clone 6872, avaliada 14 dias apos

inoculagdo do patogeno.

Intevalo de aplicag@o das rizobactérias em relacdo a inoculagdo do patogeno

Tratamentos 48 h antes Simultaneamente 48 h apos
S1 65,16a (A)* 64,95a (A)* 52,65a (A)*
Ca 72,00 a (A) 88,79 b (BCD) 71,46 a (A)
Cllb 73,62 ab (AB) 84,37 b (BCD) 65,19 a (A)
S2 80,01a (ABC) 81,21 a (ABCD) 68,72 a (A)
MF4 87,75a (BCD) 91,94 a (CD) 75,00 b (A)
RC3 89,19 a (CDE) 95,10 a (DE) 70,90 b (A)
R1 90,03 a (CDE) 71,90 b (A) 75,88 b (A)
MF2 90,81 ab (CDE) 80,89 a (ABC) 96,78 b (B)
VC2 90,99 a (CDE) 86,10 a (BCD) 62,45b (A)
3918 95,22 a (DE) 83,89 b (ABCD) 67,52b (A)
FL2 97,38a (E) 100,0 b (E) 97,10 a (B)
Fung 97,57 a (E) 100,0 a (E) 98,95 a (B)

CV (%) = 18,24

"Médias de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05). Letras minusculas na horizontal referem-se a comparacdo das
médias entre os intevalos de aplicagdo testados. Letras maiusculas na vertical referem-se a
comparagdo dos tratamentos. Para efeito de analise estatistica os dados foram
transformados para arco seno (\/;/ 100).
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586
587

588

589
590

591

Tabela 4 - AACPD de Q. eucalypti em folhas e hastes de minicepas do clone 3334 de
eucalipto pulverizadas com isolados de rizobactérias a cada quatro (Intervalo 1)
e oito dias (Intervalo 2).

AACPD - Folha % redugdo da AACPD
Tratamento
Intervalo 1 Intervalo 2 Intervalo 1 Intervalo 2
Test 482a* 495 a* 0,00 0,00
S2 3,58 ab 4,24 a 25,72 14,34
S1 3,28 ab 4,59 a 31,95 7,27
3918 2,89 ab 2,36 a 40,04 52,32
FL2 2,32 ab 3,26 a 51,86 34,14
Fung 1,76 b 2,40 a 63,48 51,51
CV (%)=37,44
AACPD - Haste % reducao da AACPD
Tratamento
Intervalo 1 Intervalo 2 Intervalo 1 Intervalo 2
Test 21,01 a* 22,64 a* 0,00 0,00
Fung 17,93 ab 18,09 ab 14,65 20,09
S2 15,13 ab 11,67 b 27,98 48,45
S1 14,58 ab 13,66 b 30,60 39,66
3918 14,50 ab 13,95 ab 30,98 38,38
FL2 12,36 b 11,61 b 41,17 48,71

CV (%) = 23,79

*Médias de quatro repeticdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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592  Tabela 5 - Area foliar lesionada (cm?) por Quambalaria eucalypti em mudas de eucalipto

593 do clone 3334, produzidas em substrato rizobacterizado.
Tratamento Area foliar lesionada (sz) Redugdo (%)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
CIIb 3,86 a* 2,01 abc * > 8,12 42,57
Testemunha 3,57 ab 3,50 a 0,00 0,00
R1 2,74 abc 1,28 be 23,24 63,14
RC3 2,71 abc 2,68 ab 23,57 23,42
S2 1,98 abc 1,58 be 44,53 54,85
vC2 1,50 abc 1,19 be 57,98 66,00
Ca 1,49 be 1,23 be 58,26 64,85
MF4 1,35 be 1,08 be 62,18 69,14
MF2 1,28 be 1,04 be 64,14 70,28
S1 1,19 be 1,10 be 66,66 68,57
3918 1,14 be 0,98 be 68,06 72,00
FL2 091 ¢ 0,93 ¢ 74,50 73,42
504 CV (%) 28,45 249
595
596  *Médias de cinco repetigdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
597 significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados originais foram
598 transformados para Vx.
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CONCLUSOES GERAIS

Com relacao aos ensaios realizados, conclui-se que:

1) Todos os isolados testados, principalmente FL, e R;, reduziram o
crescimento micelial do patégeno pelo teste de antibiose;

2) Todos os isolados reduziram o crescimento micelial do patdégeno pela
produgdo de composto volatil;

3) Todos os isolados, principalmente FL,, MF, e Ca, reduziram a
germinagdo de conidios do fungo;

4)  Controle mais eficiente de Q. eucalypti, em casa de vegetagdo, foi obtido
com aplicagdo dos isolados 48h antes e simultaneamente a inoculagdo do patdégeno.

5) Com a aplicag@o dos isolados S;, S,, 3918 e FL, em minicepas clonais,
obteve-se reducdo significativa da AACPD de até 52,3% para folhas e 48,7% para
haste;

6) A aplicagdo dos isolados de rizobactérias, especialmente FL, no
substrato de enraizamento, proporcionou reducao da severidade da doenca;

7) A maioria das combina¢des de isolados de rizobactéria e fungicida foi
compativel, o que demonstra o potencial de uso destes microrganismos em associagao

com controle quimico no manejo de Q. eucalypti.
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