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RESUMO

TEIXEIRA, Débora do Amaral. Universidade Federal de Vigcosa, DS, Dezembro
de 2001. Promogao de enraizamento e indugao de resisténcia sistémica
a ferrugem e a mancha-de-cylindrocladium, mediadas por rizobactérias
em clones de Eucalyptus spp. (Patente P10101400-5). Orientador: Acelino
Couto Alfenas. Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Reginaldo da Silva
Romeiro.

A propagacdo vegetativa de eucalipto por meio da técnica de
miniestaquia vem sendo amplamente empregada nas principais empresas
florestais do pais. No entanto, ainda se verifica heterogeneidade quanto ao
enraizamento entre os gendtipos, principalmente na fase inicial de adaptacao
dos clones. Deste modo, técnicas alternativas que otimizem o enraizamento de
estacas e miniestacas de eucalipto sdo fundamentais para melhorar a
qualidade das mudas e reduzir o custo de produgcao. Além de potencialmente
poderem atuar como promotoras de enraizamento, a utilizacao de rizobactérias
na multiplicagdo clonal de eucalipto, pode propiciar a obtengdo de mudas com
maior resisténcia as doengas associadas a viveiros de propagag¢ao. Testaram-
se 107 isolados de bactérias, obtidos da rizosfera de mudas de diferentes
clones de eucalipto, quanto ao seu potencial como promotores de
enraizamento de estacas e miniestacas de Eucalyptus spp. Para tanto,
amostras de substrato a base de composto de casca de arroz

carbonizada:vermiculita (1:1) foram tratados com 10 ml de uma suspensao de

viii



cada isolado (ODs4 = 0,2A)/tubete, correspondendo a cerca de 108 ufc/ml.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco
repeticoes por tratamento, cada uma delas constituidas por 10 estacas. Aos
30 dias, avaliou-se o enraizamento médio (porcentagem média de estacas
enraizadas) e o peso médio do sistema radicular seco. Dez isolados
destacaram-se como excelentes indutores de enraizamento, propiciando
ganhos de até 110% no enraizamento médio e de até 250% no peso de raiz.
Esses isolados também foram eficientes no enraizamento de miniestacas,
cujos ganhos variaram de acordo com o clone e isolado testados. Também se
avaliou o efeito dos 10 isolados como promotores de enraizamento em trés
diferentes substratos: vermiculita pura; moinha de carvao:composto de casca
de eucalipto:vermiculita (5:3:2) e composto de casca de arroz
carbonizada:vermiculita (1:1). Nao se observou interagdo isolado-substrato,
sendo que o substrato a base de composto de casca de arroz carbonizada foi
muito superior, quanto a porcentagem de miniestacas enraizadas e ao peso
medio de raiz seca. Mudas com cerca de 80 dias de idade, previamente
enraizadas em substrato tratado com as rizobactérias, foram testadas quanto a
resisténcia a ferrugem do eucalipto e a mancha de Cylindrocladium
candelabrum, em camaras de crescimento (22° C/ fotoperiodo = 12 h). Utilizou-
se um DIC com quatro repetigdes, cada uma com trés plantas, para ferrugem, e
quatro tratamentos com cinco repeticées para Cylindrocladium. Aos 13 dias da
inoculagéo, avaliaram-se o numero médio de pustulas/ folha, niumero de soros/
amostra e o numero médio de esporos/ soro. Na avaliacdo da mancha de
Cylindrocladium candelabrum, mediu-se apenas o tamanho da lesdo ao oitavo
dia apds a inoculacdo, visto a mesma ter sido feita utilizando-se discos de
micélio. Dois isolados foram bastante eficientes na reducao da severidade da
ferrugem, no entanto, o mesmo efeito ndo foi observado para Cylindrocladium.
Com o tratamento das mudas com rizobactérias apenas uma semana antes da
inoculagdo com Puccinia psidii, obteve-se reducdo na severidade da doencga
muito menor do que a observada nas mudas enraizadas em substrato tratado
com bactérias. Os maiores ganhos obtidos no enraizamento de miniestacas
(20-40%) séo bem expressivos, visto que a técnica de miniestaquia propiciou
um ganho de no maximo 40% de enraizamento em relagdo a estaquia

convencional e, no caso do tratamento com rizobactérias, ndo seria necessario



nenhum ajuste no manejo ou na infra-estrutura dos viveiros. Somando-se a
esse ganho direto, pode-se ter um melhor aproveitamento da estrutura fisica
desses viveiros, ao se diminuir o tempo que as miniestacas necessitem
permanecer em casa-de-vegetagdo para um bom enraizamento. Os isolados
selecionados foram eficientes em varias condi¢gdes e em diferentes genétipos o
que viabiliza a sua utilizagdo em larga escala. Estudos de formulagao ainda séo
necessarios, de preferéncia empregando-se a prépria fragdo organica utilizada
no preparo dos substratos de enraizamento como veiculo. Além disso, o
conhecimento dos mecanismos de atuagdo podem ajudar a potencializar a
promogao de crescimento, otimizando a aplicagdo pratica dos isolados em
condicdbes de campo. Abre-se aqui um vasto campo de estudo visando

aproveitar ao maximo o potencial de rizobactérias na eucaliptocultura.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Débora do Amaral. Universidade Federal de Vigosa, December
2001. Rhizobacteria mediated rooting promotion and induction of
systemic resistance to rust and Cylindrocladium leaf spot in
Eucalyptus spp. clones (Patent PI0101400-5). Advisor: Acelino Couto
Alfenas. Committee Members: Luiz Antbnio Maffia and Reginaldo da Silva
Romeiro.

The major afforestation companies of this country are increasingly using
mini-cutting technique for vegetative propagation of eucalyptus. However, there
is high heterogeneity in rooting among the genotypes, especially at the initial
clone adaptation phase. Thus, alternative techniques, which can optimize the
rooting of the cuttings and the mini-cuttings of eucalyptus, are essential for
improving the seedling quality and reducing the production cost. Rhizobacteria
potentially can act as rooting promoters for clonal multiplication of eucalyptus,
and can also help obtain seedlings with greater resistance to nursery diseases.
One hundred and seven bacteria obtained from the rhizosphere of seedlings of
different eucalyptus eucalyptus clones, were tested for their potential as rooting-
promoters of cuttings and mini-cuttings. Substrate based on the compost of
carbonized rice hull: vermiculite (1:1) was treated with 10 ml of the bacterial
suspension (ODs4 = 0.2 A=108 cfu/ml) / tube of either isolate. Completely
randomized block design was used with five replications of 10 cuttings each,

and mean rooting percentage dry root weight was determined 30 days after
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planting. Ten isolates were found to be excellent root inducers, increasing
rooting percentage by about 110% and root dry weight by 250% relative to
controls. These isolates were also efficient in promoting the rooting of mini-
cuttings and the beneficial effect varied among the clones and the isolates. The
root inducing effect of these isolates was further tested in three different
substrates: pure vermiculite; ground charcoal; eucalyptus bark compost:
vermiculite (5:3:2) and compost of carbonized rice hull: vermiculite (1:1). There
was no isolate-substrate interaction, but the carbonized rice hull: vermiculite
substrate was much superior for improving percentage rooting of mini-cuttings
and dry root weight. Eighty days old seedlings previously rooted in the
rhizobacteria treated substrate were tested for resistance to rust and leaf spot
caused by Cylindrocladium candelabrum, in a growth room (22°C/ 12 h
photoperiod). Completely randomized block design with four replications of
three plants each was used for rust, and four treatments with five replications
were used for evaluating Cylindrocladium. Mean pustules number /leaf, number
of sori/sample and the mean spore number /sorus was determined 13 days
after inoculation. C. candelabrum leaf spot was evaluated by measuring mean
lesion size eight days after inoculation with a mycelial disc. Two isolates were
very efficient in reducing the rust severity, but not Cylindrocladium leaf spot.
The disease severity reduction was much less in seedlings treated with the
rhizobacteria only week before the inoculation with Puccinia psidii, compared to
seedlings rooted in the treated substrate. The maximum benefit in the rooting of
mini-cuttings (20 to 40%), is expressive, considering that the mini-cutting
technique gave only 40% increase in rooting over traditional cuttings. Use of
treatment with rhizobacteria, does not require management adjustment or the
infrastructure changes of the nurseries. Adding to this direct advantage, there is
better use of the physical space of the nursery, because the time required for
mini-cuttings to stay in the greenhouse is drastically reduced. The selected
isolates were efficient under different conditions and on different genotypes,
which makes its large-scale use possible. Studies on the formulation are
necessary, preferentially using the same organic fraction used for preparing the
rooting substrate as vehicle. Besides this the knowledge of the mode of

mechanism can help optimize growth promotion, by optimizing the application
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practice of the isolates in field conditions. A wide field of study is opened for

using maximally the potential of rhizobacteria in eucalyptus cultivation.
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1. INTRODUGAO GERAL

O eucalipto é a esséncia florestal mais plantada no Brasil, abrangendo
uma area de cerca de 3 milhdes de ha. As diferentes espécies plantadas
apresentam uma grande variabilidade intra e interespecifica com relagdo a
varias caracteristicas silviculturais de interesse econémico, tais como producéo
de biomassa, taxa de crescimento, resisténcia a doengas, a pragas, a geadas e
ao déficit hidrico, entre outros (CHAPERON, 1987). A produgdo de mudas via
propagacao vegetativa tém sido utilizada com o objetivo de aumentar a
produtividade dessa cultura e evitar a variabilidade encontrada em plantios
obtidos a partir de plantios seminais. A estaquia comercial de Eucalyptus
iniciou-se na Republica Popular do Congo (Africa), em 1975, onde foram
implantados 3000 ha com mudas clonais (DEWAULLE, 1983). No Brasil, o uso
dessa técnica em grande escala, iniciou-se em 1979, no Espirito Santo
(CAMPINHOS e IKEMORI, 1983). Inicialmente, as brotagbes eram coletadas
no campo, apds o corte das arvores matrizes, posteriormente, evoluindo
posteriormente para o sistema de manejo em jardim clonal, local especifico
para producdo e coleta de brotos, buscando-se um melhor controle sobre a
quantidade e qualidade dos mesmos.

O processo de clonagem por estaquia representou um grande avango na
eucaliptocultura brasileira, permitindo a fixagdo de caracteristicas genéticas
pouco herdaveis, como incremento em volume e rendimento de celulose, € a

obtencgao de plantios mais homogéneos e produtivos. Mesmo com utilizagdo da



estaquia ainda se observam grandes variagcbes na capacidade de
enraizamento entre espécies de eucalipto e materiais hibridos (PENCHEL et
al.,, 1995). Além disso, pode ocorrer a reducdo gradual do potencial de
enraizamento com o envelhecimento ontogénico das matrizes (ASSIS, 1997).
Visando minimizar os problemas advindos da técnica de estaquia convencional,
ASSIS et al. (1992) desenvolveram a técnica de microestaquia, que baseia-se
no aproveitamento do alto grau de rejuvenescimento de plantas
micropropagadas in vitro, utilizadas para obtengdo de minimatrizes para coleta
de brotos. Tendo em vista o alto custo para estabelecimento e manutencéo de
um laboratério de micropropagacéo, os mesmos autores (ASSIS et al., 1992),
desenvolveram a técnica de miniestaquia, que consiste na utilizacado de
brotacbes novas coletadas em mudas propagadas vegetativamente e
conduzidas em minijardim clonal. Essas novas técnicas possibilitaram grandes
vantagens operacionais e econdmicas em relagcdo a estaquia tradicional
(macroestaquia), tais como: aumentos do rendimento operacional e do
percentual de enraizamento e qualidade das mudas, diminuicdo no tempo de
enraizamento, aumento da eficiéncia na utilizagdo das casas-de-vegetacéo,
redugcéo do tempo de predisposicdo das estacas aos fungos apodrecedores,
diminuigdo do uso de hormdnios de enraizamento e eliminagdo do jardim clonal
no chao, dentre outras (ASSIS, 1997).

Atualmente, a miniestaquia vem sendo amplamente usada nas principais
empresas florestais do pais, na maioria das vezes sem a necessidade do
rejuvenescimento inicial in vitro. No entanto, ainda se verifica heterogeneidade
quanto ao enraizamento entre os genotipos, principalmente na fase inicial de
adaptacdo dos clones. Deste modo, técnicas alternativas que otimizem o
enraizamento de estacas e miniestacas de eucalipto sdo fundamentais para
melhorar a qualidade das mudas e reduzir o custo de produgao. Varios autores
relatam como efeito da utilizagdo de rizobactérias promotoras de crescimento
um maior desenvolvimento do sistema radicular (BROWN et al., 1974;
LIFSHITIZ et al., 1987; CARLETTI et al., 1994). Ha, contudo, poucos estudos
sobre a influéncia desses organismos no enraizamento de estacas. MAYAK et
al (1997, 1999) observaram uma maior produgédo de raizes em estacas de
Vigna radiata, induzida por um isolado de Pseudomonas putida. Em esséncias

florestais, o efeito promotor de crescimento de rizobactérias foi bem relatado,



principalmente em gimnospermas (Pinus, Picea, Tsuga e Pseudotsuga), em
mudas oriundas de sementes ou propagadas in vitro (CHANWAY, 1997;
ENEBACK et al., 1998), mas nenhum trabalho encontrado relata a utilizagéo
das mesmas no enraizamento de estacas dessas espécies. Além de
potencialmente promoverem o crescimento de plantas, a utilizacdo de
rizobactérias na multiplicagéo clonal de eucalipto, poderia propiciar a obtencéo
de mudas com maior resisténcia a doencas associadas a viveiros de
propagag¢ao, como ja relatado para diferentes tipos de patégenos em varias
culturas (VAN LOON et al.,1998). Varios patdgenos sdo comuns em minicepas
de eucalipto, destacando-se Puccinia psidii, fungo biotréfico causador da
ferrugem do eucalipto, que s6 se desenvolve bem em material juvenil,
freqientemente encontrado nesse sistema de producdo de mudas. Destacam-
se também espécies de Cylindrocladium causadoras de manchas foliares, que,
ao serem levadas nas brotagdes para dentro das casas de enraizamento,
podem causar podridao de estacas.

Desta forma, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
influéncia de isolados de rizobactérias sobre o enraizamento de estacas e
miniestacas de Eucalyptus e na indugdo de resisténcia a ferrugem (Puccinia
psidii) e a mancha-de-Cylindrocladium, doengas foliares frequientemente
encontradas em minicepas de eucalipto, doadoras de propagulos para

enraizamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS:

Mecanismos de agao e seu potencial de utilizagao em esséncias florestais

A rizosfera, zona de influéncia do sistema radicular, constitui um
microecosistema especializado e dindmico decorrente da grande quantidade e
diversidade de compostos depositados pelas raizes das plantas nesta regiao
(SIQUEIRA e FRANCO, 1988). Esse microecosistema favorece o crescimento
de uma diversidade de microrganismos que se beneficiam do suprimento
constante de substratos organicos e fatores de crescimento essenciais. O
chamado efeito rizosférico propicia a ocorréncia de uma populagao microbiana
até cem vezes maior que a encontrada no solo adjacente (SIQUEIRA, 1993).
Embora esse efeito ndo seja especifico, bactérias, em especial as gram
negativas, sdo os organismos mais abundantes porque crescem rapidamente,
sao resistentes a varios antibidticos e sao capazes de utilizar uma ampla classe
de substancias como fonte de carbono e nitrogénio (GLICK, 1995).

A interacdo entre microrganismos rizosféricos e raizes pode ser
benéfica, neutra ou prejudicial a planta, e pode variar de acordo com as
condigbes do solo (DIGAT et al., 1993; GLICK, 1995). O termo rizobactérias foi
usado para denominar as bactérias que colonizam o sistema radicular
(SCHROTH e HANCOCK, 1982). Rizobactérias benéficas (RBBs) séao



encontradas na rizosfera de diversas culturas e 2 a 5 % dos isolados dessas
podem apresentar um efeito positivo no crescimento de plantas (SCHROTH e
HANCOCK, 1981). KLOEPPER e SCHROTH (1978) introduziram o termo
"plant growth promoting rhizobacteria" (PGPR’s), rizobactérias promotoras de
crescimento das plantas, para designar um subgrupo de rizobactérias
benéficas que induzem maior crescimento e/ou produtividade em plantas. Essa
definicdo ndo requer que o controle biolégico seja o determinante da
estimulagao do crescimento.

Fertilizantes bacterianos nao simbiontes (Azobacter e Bacillus) foram
primeiramente empregados no final do século XIX (1885) na antiga Uniao
Soviética. Nesse mesmo pais, em 1958 foram utilizados em cerca de 107 ha de
50-70% das principais culturas e propiciaram um incremento de 10-20% da
produtividade das mesmas (BROWN, 1974). No entanto, somente a partir do
final da década de 70 é que surgiram trabalhos que demonstram, de forma
consistente, o papel das PGPR’s e procuram elucidar os mecanismos que
permitem a esses microrganismos atuarem como promotores de crescimento
(BURR et al., 1978; KLOEPPER e SCHROTH, 1978; KLOEPPER et al., 1980;
CHEN et al., 1996). Dentre as PGPR’s, destacam-se as dos géneros
Pseudomonas, principalmente do grupo fluorescente, Bacillus e actinomicetos
do género Streptomyces; embora outros géneros de bactérias sejam citados
(Arthrobacter, Corynebacterium, Serratia, Erwinia) (MAHAFEE e KLOEPPER,
1994; DIGAT et al., 1993; LUZ, 1996).

Os principais efeitos das PGPR’s sdo o crescimento de raizes,
crescimento de parte aérea e aumento do rendimento da planta.

No mercado norte-americano ja existem formulagdes de PGPR’s, como
por exemplo, o produto Kodiak a base de Bacillus subtilis usado no controle de
tombamento de mudas em diversas culturas (TURNER E BACKMAN, 1991;
LUZ, 1996). Kodiak é compativel com varios fungicidas, p. ex. metalaxyl,
thiram, carboxin, captan e PCNB. Essa possibilidade de combinagdo do
produto biolégico com o quimico possibilita o uso conjunto de produtos
quimicos e biolégicos em um programa de manejo integrado, permitindo reduzir
a quantidade de defensivos quimicos utilizada e os problemas com o

surgimento de isolados de patdgeno resistentes a fungicidas.



Embora na area agrondbmica o interesse pelas PGPR’s venha
aumentando significativamente nas Ultimas décadas, na area florestal

relativamente pouco se sabe sobre o comportamento desses organismos.

2.1. Mecanismos indiretos de promog¢ao de crescimento

Nesse caso, as rizobactérias atuam como agentes de biocontrole,
suprimindo organismos deletérios ou patogénicos as plantas, ou beneficiando

organismos benéficos as mesmas.

2.1.1. Supressao de microrganismos deletérios e/ou patogénicos

Muitas vezes, o efeito negativo de um microrganismo sobre a planta
ocorre de uma forma dificilmente perceptivel, ndao ocorrendo infecgcdo ou
aparecimento de sintomas tipicos como o0s induzidos por organismos
patogénicos. Geralmente esses organismos afetam a planta por meio da
produgcéo de metabdlitos toxicos e seus efeitos se restringem a diminuigao do
desenvolvimento, em fungédo de atuarem negativamente sobre os processos de
germinagao, brotacdo e enraizamento (SCHIPPERS et al., 1987), sendo os
sintomas foliares semelhantes aos decorrentes de deficiéncias nutricionais.
Muitos dos metabdlitos que podem atuar no processo de promocido de
crescimento também podem apresentar efeitos deletérios. A atuacéo negativa
ou positiva de auxinas, etileno, citocininas, vitaminas e outras substancias
relacionadas ao crescimento de plantas produzidas na rizosfera vai depender
de suas concentragdes total e relativa.

A atuagcdo das PGPR’'s como agentes de biocontrole favorece
indiretamente o desenvolvimento da planta hospedeira. Os principais
mecanismos envolvidos nesse controle sdo competi¢do, antibiose, parasitismo,
producao de compostos volateis toxicos e indugéo de resisténcia. DOWLING e
O’ GARA (1994) determinaram cinco critérios que podem ser usados para
determinar o envolvimento direto de um composto especifico produzido por um

organismo no biocontrole de fitopatdgenos: mutantes negativos para produgao



do composto perdem a capacidade de biocontrole em laboratério; a eficiéncia
de biocontrole desse mutante defectivo €& reduzida no campo; a
complementagdo do mutante com sequéncias de DNA do isolado selvagem
restaura essa eficiéncia; o metabdlico purificado possue propriedades
antimicrobianas; e por fim, o composto pode ser detectado in situ, quando os

isolados produtores estdo presentes.

2.1.1.1. Competicao

Organismos que convivem em um mesmo habitat, nesse caso a
rizosfera, competem principalmente por nutrientes e espaco. Essa competicédo
pode, em casos mais drasticos, levar até a exclusdo de um organismo de um
determinado nicho. PAULITZ e BAKER (1987) citam que nitrogénio, carbono e
ferro sdo elementos essenciais para desenvolvimento da maioria dos
fitopatdogenos. A competicao por ferro merece um destaque especial no caso
de algumas PGPR’s, envolvendo a participacdo de compostos especiais
denominados de siderdforos. Sideréforos sdo pequenos quelantes de Fe®' de
baixo peso molecular (500-1000 daltons), produzidos extracelularmente por
varios microrganismos aerobicos ou anaerobicos facultativos, em resposta ao
estresse causado pela baixa concentragdo de ferro no ambiente de
crescimento (LEONG, 1986). A biossintese de sideréforos em bactérias gram-
negativas e outros microrganismos € controlada pelo Fe-operon presente no
cromossoma ou em plasmideos bacterianos. No Fe-operon estdo presentes
genes que codificam para a produgdo de enzimas envolvidas na sintese de
sideroforos e outros que codificam para a producido de proteinas receptoras.
MOORES et al. (1984) citam que pelo menos doze genes arranjados em
“clusters” estdo envolvidos na biosintese de sideroforos. Esse sistema de
biosintese de siderdforos e proteinas receptoras é ativado em condigdes de
ferro limitante e reprimido quando a concentragdao de ferro no ambiente
circundante se torna maior (LEONG, 1986). DOWLING e O’GARA (1994)
relatam que a inibicdo da sintese de sideréforo € mediada por um repressor
Fur (ferric-uptake regulator) tendo o Fe? como co-fator, e ativada pelo

promotor pbrA que induz a sintese de pbsC e de pbvA, promotores da sintese



de sideréforo e da proteina receptora, respectivamente. Proteinas da parede
externa, da membrana plasmatica e do espaco periplasmico (proteinas
periplasmicas) estdo envolvidas nesse processo de absor¢do de Fe via
sideroforos (LEONG, 1986).

No interior da célula, o ferro é liberado do complexo Fe*'-sideréforo
provavelmente por redugao visto que os sideréforos possuem baixa afinidade
por Fe** (O’'SULLIVAN et al., 1990 ). Apés liberado o ferro pode finalmente ser
incorporado aos componentes celulares que possuem esse elemento em sua
estrutura.

Segundo WELLER (1988), fitopatégenos sédo suprimidos em ambiente
com PGPR’s produtoras de sideréforos por varias razdes: (a) microrganismos
patogénicos ndo produzem seus proprios sideroforos; (b) sdo incapazes de
utilizar os sideréforos produzidos pelos outros microrganismos do meio; (c)
esses fitopatdégenos produzem sideréforos com menor afinidade para o Fe3*
que os produzidos pelos antagonistas. Assim as rizobactérias benéficas
possuem maior poder de competicdo em solos com baixa concentracdo de
ferro, ou seja, solos com pH neutro a alcalino, quando produzem sideroforos
com alta afinidade para complexar o Fe** e/ou possuem proteinas receptoras
extras que lhes permitam absorver os complexos Fe**-sideréforo de outros
microrganismos do meio, se tornando desta forma muito mais eficientes na
absorgao de ferro e limitando o crescimento de outros microrganismos que

também necessitam desse micronutriente para seu desenvolvimento.

2.1.1.2. Antibiose

Antibiéticos sdo compostos organicos de baixo peso molecular e de
grande diversidade quimica produzidos por microrganismos e que, em baixas
concentragdes, atuam como deletérios ao metabolismo de outros organismos
(FRAVEL, 1988).

Durante muitos anos, antibiose foi o mecanismo de biocontrole mais
estudado devido a facilidade de seu estudo in vitro. No entanto, a
determinagao do papel real desse mecanismo in situ se mostra bem mais

complexo, sendo sua atuacdo desuniforme no tempo e espacgo e ocorrendo



somente em microhabitats onde os fatores ambientais favorecam a ativagao e
expressao dos genes envolvidos em sua sintese (LOPER et al., 1997).
Atualmente esses estudos séao facilitados pela utilizagédo de mutantes negativos
para a producao de determinado antibiotico.

Mesmo quando esse mecanismo ndo é o principal responsavel pelo
biocontrole, a capacidade de produzir antibiéticos pode propiciar uma maior
capacidade competitiva a isolados promotores de crescimento na rizosfera,
aumentado sua sobrevivéncia e colonizacao do sistema radicular.

Uma infinidade de antibiéticos produzidos por bactérias sdo bem
conhecidos como a agrocina 84, oomicinas, fenazinas, pioluterinas e
pirrolnitrinas. Em varios casos estudados, a producdo de antibidticos por
isolados de Pseudomonas sp. € codificada por um pequeno numero de genes
agrupados (HAMMER et al., 1997), no entanto ha regulagdes mais complexas
envolvendo um grande numero de genes, como em Streptomyces spp.
(HUTCHINSON e FUJII, 1995).

A sequUéncia genética de genes envolvidos na produgcdo de varios
antibioticos ja sdo bem conhecidas, como prnA, prnB, prnC e prnD, envolvidos
na produgao de pirrolnitrina em P. fluorescens BL915 (HAMMER et. al., 1997).

2.1.1.3. Parasitismo

Muitos isolados de rizobactérias produzem enzimas capazes de lizar
células fungicas, como por exemplo quitinases, envolvidas na degradacao da
quitina, principal componente da parede celular desse grupo de organismos,
glucanases, proteases e lipases (CHET e INBAR, 1994). A maioria dessas
enzimas liticas s&o codificadas por um unico gene, facilitando a clonagem e
transferéncia para isolados que nao possuem essa habilidade. O gene da
quitinase de Serratia marcescens foi introduzido em um isolado de
P. fluorescens promotor de crescimento e efetivo no controle de Rhizoctonia

solani, aumentando a sua eficiéncia de biocontrole (KOBY et al., 1994).



2.1.1.4. Produgao de compostos volateis toxicos

Os principais compostos volateis produzidos por rizobactérias que
podem atuar no controle bioldgico sdo amdnia e acido cianidrico (HCN). Varios
isolados de Pseudomonas produzem HCN na rizosfera, inibindo o crescimento
de varios organismos, como observado no sistema de controle biologico
P. fluorescens x Thielaviopsis sp. em fumo (DEFAGO et al., 1990).

Altas concentracées desse acido podem ser téxicas também para
algumas plantas, podendo ter efeito deletério sobre o crescimento das
mesmas, como ja determinado para batata (SHIPPERS et al.,1991). No
entanto, outros trabalhos mostram o papel desse composto na promoc¢ao do

desenvolvimento de pélos radiculares (LUZ, 1996).

2.1.1.5. Indugao de resisténcia sistémica

Os mecanismos de defesa nas plantas podem ser ativados por um
estimulo apropriado. Essa indugdo de resisténcia ocorre de forma natural,
particularmente quando se observam reacdes de hipersensibilidade, e pode ser
ativada por produtos quimicos, organismos nao patogénicos, formas
avirulentas ou ragas incompativeis de um patégeno, ou por patégenos
virulentos (VAN LOON et al., 1998). Geralmente, essa inducéo de resisténcia é
sistémica e seu efeito pode ser observado em locais da planta distantes do
local de aplicacéo do indutor. No entanto, as vezes ocorre somente de forma
localizada. Esse mecanismo é denominado de resisténcia sistémica adquirida
(SAR) caracterizado pelo acumulo de 4&cido salicilico (SA) e proteinas
relacionadas a patogénese (PRs) (VAN LOON et al., 1998).

O termo resisténcia sistémica induzida (ISR) foi sugerido por
KLOEPPER et al. (1992) para casos em que a resisténcia é especificamente
induzida por microrganismos ndo patogénicos, embora fenotipicamente o
fendbmeno seja similar a SAR Ao contrario do observado para SAS, na ISR nao
se observa o acumulo de proteinas PRs, a inducdo ndo é dependente de
salicilato e nem se observam alteragdes visuais como necrose na planta

induzida. Entretanto, ja existe relatos que mostram que a ISR em alguns casos
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podem ser ndo s6 fenotipicamente mas também mecanicamente idéntica a
SAS, levando a um acumulo de proteinas PRs e salicilato dependente (VAN
LOON et al.,1997).

Segundo STEINER e SCHONBECK (1995), alguns critérios devem ser
observados para se determinar o envolvimento de resisténcia sistémica:
1- Auséncia de efeitos toéxicos diretos do organismo de biocontrole sobre o
patégeno; 2- A ISR pode ser inibida por uma aplicagdo prévia de inibidores
especificos da expressado génica na planta: 3- Necessidade de um intervalo de
tempo para a plantar expressar essa resisténcia; 4- Auséncia da relagdo entre
resisténcia e quantidade crescente de indutor; 5- Amplo espectro de atuacdo
contra varios patdégenos (inespecificidade da protegao); 6- Ocorrer local e
sistemicamente; 7- dependente do gendtipo da planta e seu nivel de
resisténcia.

Os principais determinantes bacterianos de ISA que podem funcionar
como elicitores sdo os lipopolissacarideos presentes na membrana (LPS),
sideréforos e acido salicilico (VAN LOON et al., 1998).

2.1.2. Promogao de associagoes simbidticas

Rizobactérias podem ter um efeito positivo no desenvolvimento de
relagcbes simbiodticas entre plantas e fungos micorrizicos e/ou isolados de
rizébios. Uma denominagao especial, “mycorrhization helper bacteria” (MHB),
foi dada as bactérias capazes de colonizar o sistema radicular micorrizado e
sua area de influéncia (micorizosfera), propiciando um aumento da
micorrizagdo (GARBAYER, 1994). SHISHIDO et al. (1996) sugerem que alguns
isolados de Pseudomonas promotores de crescimento em coniferas (Pinus
contorta e um hibrido de Picea glauca x engelmannii) podem especificamente
estimular performance de plantulas micorrizadas no campo por um mecanismo
mais complexo do que um simples aumento da infecgéo fungica

Producdo de fitohormbnios, que contribuem para mudangas na
morfologia radicular, aumento da disponibilidade de fésforo no solo, produgéo

de antibidticos e proteinas ligadas a membrana celular sdo propostos como
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possiveis mecanismos envolvidos na aumento da nodulacdo de rizébios em
leguminosas por PGPR’s (MAHAFFEE e KLOEPPER, 1994).

2.2. Mecanismos diretos de promogao de crescimento

2.2.1. Producgao de fitohorménios

Muitos microrganismos que interagem com plantas possuem a
capacidade de sintetizar hormonios semelhantes aos produzidos por elas para
regulacdo de crescimento. Varias rizobactérias sdo capazes de sintetizar
alguns fitohormbnios e seus analogos, tais como auxinas, giberelinas e
citocininas (MELO, 1998). Dentre esses se destaca a sintese de auxinas,
horménio ja bem conhecido pela sua importancia nos processos de iniciagéo
de raizes laterais e adventicias (GASPAR et al., 1996) bem como elongagao
radicular (YANG et al., 1993), dentre outros. Dois efeitos relacionados a auxina
podem ocorrer apos do tratamento da planta com algumas rizobactérias
promotoras de crescimento, o primeiro decorrente da producdo pelo
microrganismo na rizosfera e o outro devido ao estimulo a sintese do hormdnio
pela propria planta (GAUDIN et al., 1994). A auxina mais comumente produzida
na natureza é o acido indol-acético (AlA), sintetizada principalmente em rotas
bioquimicas dependentes de triptofano. Varias rotas de produgéo, constitutivas
ou induzidas, sdo conhecidas em rizobactérias, principalmente as do género
Pseudomonas, envolvendo a participagdo de genes plasmidiais ou presentes
no DNA cromossOmico (GLICK et al., 1999).

A maioria da bactérias presentes no solo sao capazes de produzir AlA,
podendo essa ser uma estratégia para detoxificagdo do excesso de triptofano
liberado pelas raizes na rizosfera, aminoacido que pode ser deletério as células
bacterianas. Além disso, KATSY (1997) sugere o envolvimento de AIA na
regulacéo da producdo de outros compostos importantes no desenvolvimento
bacteriano. Isolados promotores de crescimento em plantas, na verdade,
favorecem indiretamente o seu préprio desenvolvimento, visto que dependem
dos metabdlitos liberados por seus hospedeiros na rizosfera, aumentando a

quantidade de produtos exsudatos e a area de exsudagéo (GLICK et al., 1999).
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Um mutante de P. fluorescens super produtor de AIA estimulou o
desenvolvimento radicular de estacas de groselheira-preta e inibiu as de
cerejeira (DUBEIKOVSKY, et al., 1993). Isso indica que o efeito da AlA
depende da quantidade produzida pela bactéria e do nivel endégeno desse
horménio ja existente na planta tratada, podendo variar entre gendtipos e com

a idade dos mesmos.

2.2.2. Sintese de ACC deaminase: inibicao de etileno

HALL et al. (1996) sugerem que um dos mecanismos mais importantes
envolvido na promocao de crescimento de plantas por rizobactérias é a
capacidade desses organismos em diminuir o nivel endégeno de etileno nas
mesmas.

O etileno pode atuar como indutor de enraizamento em varias espécies
de plantas. No entanto, seu acumulo apresenta efeito inibitério na posterior
elongacao das raizes formadas. Esse fitohormbnio tem como precursor
imediato o acido carboxilico aminociclopropano (ACC), que por sua vez é
derivado do AIA. GLICK et al. (1998) propuseram um modelo para explicar
como rizobactérias capazes de utilizar o ACC poderiam atuar no crescimento
radicular (Figura 1). Segundo esse modelo, os isolados promotores de
crescimento seriam atraidos para superficie do sistema radicular em resposta a
secregao de triptofano e outros metabdlicos liberados na regiao, utilizando esse
aminoacido para sintetizar AIA que contribuiria para o aumento do nivel
endogeno desse horménio na planta e estimulando os processos de
proliferacdo e elongagao celular. Uma parte desse AIA poderia estimular a
atividade da enzima ACC sintase, convertendo adenosilmetionina (AdoMet) em
ACC. Uma quantidade significativa desse ACC poderia ser liberado na rizosfera
e hidrolizado por bactérias que produzem a enzima ACC deaminase liberando
amoénia e a-cetobutarato para seu metabolismo. Essa utilizacdo do ACC pelas
bactérias decresce a quantidade desse composto na planta o que pode levar a
mesma a aumentar a exsudagdo do mesmo, visando manter um equilibrio

entre os niveis interno e externo de ACC. Como o ACC ¢é precursor do etileno,
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a sua hidrolise leva a uma diminuicdo desse hormdnio na planta, o que
propiciaria uma maior elongacao do sistema radicular.

A utilizacao de isolados bacterianos produtores de ACC deaminase pode
ser uma alternativa bastante promissora a ser empregada principalmente na

propagacao vegetativa de muitas esséncias florestais.

SISTEMA RADICULAR

T
S

ELONGACAO ——>  EXSUDATOS
E PROLIFERACAO RADICULARES:
CELULAR TRIPTOFANO E OUTROS

AdoMet l \

ACC sintase AIA

ACC ACC
ACC AC.C
. deaminase
oxidase
AMONIA
ETILENO KB

BACTERIA

~

Figura 1 - Modelo da diminuicdo da concentragdo de etileno na planta por
rizobactérias produtoras de ACCdeaminase (GLICK et. al, 1998).

2.2.3. Aumento da disponibilidade de nutrientes na rizosfera

Muitas rizobactérias associadas com plantas ndo leguminosas sé&o

capazes de fixar nitrogénio no solo e contribuir para um aumento na
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disponibilidade desse elemento para as plantas. No entanto, Glick (1995),
considera que a maioria das rizobactérias diazotroficas nao simbiontes produz
uma quantidade muito pequena de nitrogénio, quase toda utilizada para seu
proprio crescimento.

Bactérias produtoras de sideréforos podem ter um efeito positivo na
absorgao de ferro pelas plantas. Algumas espécies de plantas sao capazes de
utilizar o complexo Fe-sider6foro no solo (LEONG, 1986). Glick (1995)
considera que embora a produgao de sideréforos possa ajudar na absorgao de
ferro pela planta, na maioria dos casos esse efeito € muito pequeno.

O fosforo, elemento pouco mével no solo, € um dos principais elementos
que pode ter sua absorcido aumentada com a utilizagcado de rizobactérias. Esse
efeito se deve ndo sé a capacidade de alguns isolados promotores de
crescimento de solubilizarem esse elemento via producdo de enzimas e acidos
organicos, como também em decorréncia da maior area de solo explorada pelo
sistema radicular mais bem desenvolvido. Varios pesquisadores demonstraram
um aumento na absorcédo de fosfato por isolados de Bacillus e Pseudomonas
em varias culturas (RAJ et al., 1981; DATTA et al., 1982; LIFSHITZ et al.,
1987).

2.3. Utilizacao de rizobactérias promotoras de crescimento como
alternativa para produgao de esséncias florestais

A utilizagao de rizobactérias promotoras de crescimento na area florestal
ainda € muito pequena quando comparada ao setor agricola. Entretanto, tem
surgido como tecnologia promissora a ser empregada para aumento no
acumulo de biomassa em diferentes esséncias florestais, podendo propiciar
ganhos de 15 a 30% e, em casos especiais, até mesmo dobrar a biomassa
produzida (CHANWAY, 1997).

A maioria desses trabalhos sao realizados no Canada com coniferas,
principalmente dos géneros Pinus e Picea, utilizando mudas seminais. Em
Pinus, apos tratamento do sistema radicular de mudas com um isolado de
Bacillus polimyxa, observou-se um acumulo de biomassa variando de 14 a 33%

apés um ano de plantio, em sitios de qualidade baixa a intermediaria, € um
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efeito negativo de 20% em sitios de alta qualidade, o que precisa ser melhor
observado e explicado (CHANWAY e HOLL, 1994). Os autores especulam que
esse efeito negativo ocorreu devido a um aumento muito grande na populagéo
da bactéria nos locais de melhor qualidade produtiva.

A possibilidade de aumento também na emergéncia de plantulas é
demonstrada em abeto (Picea sp.) (CHANWAY, 1997).

Em eucalipto, um trabalho realizado com co-inoculagdo de Azotobacter
chroococcum e Bacillus megaterium em mudas de E. camaldulensis levou a um
incremento de 44% na biomassa (MOHAMMAD e PRASSAD, 1988). A
possibilidade de controle biolégico de algumas doengas dessa cultura por
rizobactérias também existe. Bettiol et al. (1988) observaram uma redugao da
intensidade de mancha foliar causada por Cylindrocladium scoparium em
folhas destacadas de eucalipto quando inoculadas com um isolado de Bacillus
sp., similar a proporcionada por Benomil. Redugdo na incidéncia de
tombamento de plantulas de eucalipto, causada pelo mesmo patégeno, variou
de 71 a 85%, apds aplicagdo de isolados de Pseudomonas e Bacillus
(CAMPELLO, 1992).

A utilizagdo de alguns isolados de rizobactérias para melhorar a
micorrizagdo de algumas espécies em condigdes de campo merece ser bem
investigada. Os trabalhos nessa drea ainda s&o poucos e muitas vezes
contraditorios.

Outra possibilidade € o emprego dessas bactérias na produgao de
mudas em cultura de tecidos. Muitas das bactérias atualmente consideradas
como contaminantes nesse sistema podem apresentar efeito positivo no
enraizamento de explantes, como o observado para um isolado n&o
identificado em micro-culturas de Pinus elliotti (BURNS e SCHWARZ, 1996).

Essa nova tecnologia cria um amplo campo de estudo na area florestal,
principalmente na fase de producdo de mudas, onde se tem um maior controle
das condicbes do ambiente. Muito ainda ha para se estudar mas as
expectativas de sucesso sdo promissoras, abrindo um leque de possibilidades
para utilizacdo de rizobactérias promotoras de crescimento na obtencdo de
mudas bem formadas, com maior resisténcia a doencas e condi¢cdes de
estresse, possibilitando uma melhor performance das mesmas em condicbes

de campo.

16



CAPITULO 1

PROMOGCAO DE ENRAIZAMENTO DE ESTACAS E MINIESTACAS DE
Eucalyptus spp. MEDIADA POR RIZOBACTERIAS

1. INTRODUGAO

Dentro os diversos organismos presentes na rizosfera, algumas
bactérias assimbidticas podem induzir um efeito positivo no crescimento de
plantas (SCHROTH e HANCOCK, 1981), sendo denominadas por KLOEPPER
e SCHROTH (1978) de “Plant growth promoting rhizobacteria" (PGPR),
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas.

As rizobactérias podem atuar promovendo crescimento de plantas de
forma direta e/ou indireta. Indiretamente, o efeito se deve a supressao de
microrganismos deletérios e/ou patogénicos (COOK e BAKER, 1983;
MAHAFEE e KLOEPPER, 1994; DIGAT et al., 1993; LUZ, 1996) ou via
estimulacdo da interagdo planta-microrganismos benéficos, tais como fungos
micorrizicos e Rhizobium sp.. Embora ainda ndo totalmente esclarecido, o
efeito direto no crescimento de plantas provavelmente decorre da producao de
fitohormbnios como auxinas e giberelinas, inibicdo da sintese de etileno e
mineralizagdo de nutrientes (MAHAFEE e KLOEPPER, 1994). Na maioria das
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vezes, a promocdo ¢é estimulada pela atuagdo em conjunto de varios
mecanismos, sejam eles diretos ou indiretos.

Varios autores relatam como efeito da utilizacdo de rizobactérias
promotoras de crescimento um maior desenvolvimento do sistema radicular
(BROWN et al., 1974; LIFSHITIZ et al., 1987; GLICK et al., 1994). Um efeito
positivo de um isolado de Pseudomonas putida no enraizamento de estacas de
Vigna radiata foi observado por MAYAK et al (1997). Em esséncias florestais, o
efeito promotor de crescimento de rizobactérias foi bem relatado,
principalmente em gimnospermas (Pinus, Picea, Tsuga e Pseudotsuga), em
mudas oriundas de sementes ou propagadas in vitro (CHANWAY, 1997;
ENEBACK et al, 1998). Em eucalipto, observou-se incremento de 44% na
biomassa de mudas seminais de E. camaldulensis apds co-inoculacido com
Azotobacter chroococcum e Bacillus megaterium (MOHAMMAD e PRASSAD,
1988). Todavia, ndo foram encontrados trabalhos sobre a utilizacdo de
bactérias na produgao de mudas via estaquia dessa espécie.

Neste trabalho, objetivou-se obter isolados de bactérias da rizosfera de
mudas de eucalipto e avaliar o potencial de sua utilizacdo para estimular o
enraizamento de estacas e miniestacas. Além disso, procurou-se determinar a
capacidade de promocao de crescimento desses isolados em diferentes
substratos de enraizamento e quando utilizados na producdo de mudas de
diferentes clones.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencgao dos isolados de rizobactérias

Os isolados foram obtidos da rizosfera de mudas clonais de Eucalyptus
com cerca de 35- 60 dias de idade, provenientes de empresas florestais
localizadas em Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Bahia. Segmentos
de raizes com solo aderido foram colocados em Erlenmeyers contendo 20 ml
de agua destilada esterilizada, deixados em banho ultra-som (sonicagéao,
poténcia de aproximadamente 40 kz) por 15 min., e posteriormente filtrados em
camada dupla de gaze. Com uma parte do filtrado, realizou-se diluicdo em
série na razdo 1 x 10" até 1 x 10°°, procedendo-se a semeadura em meio B de
King (KMB) (KING et al., 1954). Outra amostra do filtrado foi distribuida em
tubos de ensaio esterilizados e colocados em banho-maria a 80°C/ 20 min para
isolamento seletivo de Bacillus sp., e, posteriormente, diluida em série como
descrito acima e plagueada em meio 523 de KADO e HESKETT (1970). Apds
24-48 h de crescimento (28°C/ escuro), as colbénias com diferentes
caracteristicas morfolégicas foram purificadas pelo método de estrias. As
placas com KMB foram observadas sob luz ultravioleta (360 nm) e as colbnias
fluorescentes purificadas e repicadas para tubos com o mesmo meio. Apds

crescimento, as culturas foram mantidas a 4°C.
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2.2. Testes de selegcao

Foram realizados quatro ensaios em casa-de-enraizamento da Cenibra
S.A em Belo Oriente- MG, onde em cada um deles testou-se um grupo
diferente de isolados. Os isolados bacterianos foram cultivados em meio 523
de KADO e HESKETT (1970) por 48 h. Suspensbes dos isolados foram
preparadas a uma densidade otica de 0,2 de absorvancia, aferida em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Substrato natural a base de composto de casca
de arroz carbonizada:vermiculita (1:1), foi usado para enchimento de tubetes
plasticos cénicos (57 ml de capacidade) e posteriormente irrigado com as
suspensdes dos isolados (10 ml/tubete). No tratamento testemunha o substrato
foi tratado apenas com agua destilada. O melhor isolado observado no ensaio
1 foi utilizado também como comparador em todos os demais experimentos.
Estacas de um clone comercial, hibrido natural de Eucalyptus grandis (Rio
Claro), tratadas com uma solugao de 6000 ppm de AIB (acido indol butirico),
preparadas conforme rotina da empresa, foram plantadas nesses tubetes e
colocadas para enraizar em casa de enraizamento com temperatura média de
26-28°C e irrigagao intermitente por nebulizagcdo, por 35 dias. Apds esse
periodo, avaliaram-se a porcentagem média de enraizamento e o peso médio
do sistema radicular seco por estaca enraizada, para cada tratamento. Utilizou-
se o0 delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes por

tratamento, cada uma delas constituida de dez estacas.

2.3. Identificagao dos isolados

Amostras de DNA dos isolados bacterianos indutores potenciais de
enraizamento foram extraidas segundo metodologia descrita por AUSUBEL et
al. (1999) e enviadas a Fundacgao Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello” (Campinas, SP) para caracterizacdo e identificagdo molecular,
utilizando-se a analise filogenética de sequéncias parciais de DNA ribossomal
16S (rDNA 16S). A metodologia constituiu na amplificacado do DNA ribossomal
16S, a partir do DNA gendmico das bactérias, mediante o uso da técnica de

PCR. O par de “primers” utilizado foi o p27f e p152r, homdlogos a regides
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conservadas do gene rRNA 16S de bactérias. Os fragmentos de rDNA 16S
amplificados foram clonados em vetor plasmidial pGEM-T (Promega),
purificados e submetidos ao sequenciamento em sequenciador automatico
(ALFexpress, Pharmacia). Os “primers” utilizados para sequenciamento foram
o M13 “forward reverse”. As sequéncias parciais de rDNA 16S obtidas foram
comparadas com as sequéncias de rDNA 16S de organismos representados
nas bases de dados RDP (“Ribossomal Database Project’”, USA:
http://www.cme.msu.edu/RDP/ html/index.html) e Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.4. Eficacia dos isolados em diferentes substratos de enraizamento

Os dez isolados selecionados foram testados em trés substratos de
enraizamento: vermiculita pura; moinha de carvdo + composto de casca de
eucalipto + vermiculita (5:3:1) e composto de casca de arroz carbonizada +
vermiculita (1:1), em dois ensaios conduzidos em fevereiro e margo de 2001. O
preparo das suspensdes bacterianas e tratamento dos substratos ocorreram
conforme a metodologia dos testes iniciais de sele¢do (item 2.2). Na leitura
otica utilizada nos ensaios (0,2 A), a concentragdo das suspensdes dos
isolados variou de 10" a 10° ufc/ml. Foram utilizadas miniestacas com cerca de
8 dias de idade de um clone de E. grandis, apds tratamento da base das
mesmas com solugdo de 2000 ppm de AIB. Apds 35 dias em casa-de-
enraizamento, nas mesmas condi¢cdes descritas no item 2.2, avaliaram-se a
porcentagem média de enraizamento e o peso do sistema radicular seco.
Utilizou-se o delineamento inteiramento casualizado em arranjo fatorial, com 11
tratamentos e trés substratos. Utilizaram-se quatro repeticbes, cada uma com

30 estacas.

2.5. Eficacia dos isolados em diferentes clones de eucalipto

Os dez isolados selecionados foram testados em cinco clones de

eucalipto: 1213 (hibrido E. grandis x E. urophylla) , 57 e 111 (hibridos naturais
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de E. grandis -Rio Claro), C129 e C7074 (E.grandis) em ensaios conduzidos
em fevereiro e margo de 2001, no viveiro da Cenibra S.A, em Belo Oriente. Os
experimentos foram montados como no item 2.2. Foram utilizadas miniestacas
apos tratamento da base das mesmas com solugédo a 2000 ppm de AIB. As
condicoes de conducdo e avaliacdo do ensaio foram como previamente
descritas (itens 2.2 e 2.4). Utilizou-se o delineamento inteiramento casualizado
em arranjo fatorial, com 11 tratamentos e cinco clones. Utilizaram-se quatro

repeticdes, cada uma delas com 30 estacas.

2.6. Producao de AIA (acido indol acético) em meio liquido

Visando determinar a capacidade de producido de auxinas dos isolados
bacterianos, quantificou-se a producdao de AIA in vitro por meio de
cromatografia liquida de alto desempenho (CLAD ou HPLC), no departamento
de Quimica da UFV. Utilizou-se uma metodologia adaptada de SRINIVASAN et
al. (1996) e PRIKRYL et al. (1985).

Os isolados foram cultivados em Erlenmeyers com 200 ml de meio
mineral basico suplementado com 0,5% de glucose e 0,02 % de L- triptofano, a
28°C, no escuro. Apos 48h, o meio de crescimento foi centrifugado a 2000 x g
por 20 min., e o sobrenadante filtrado em filtro bacteriolégico (Milipore
0,45 um). Para evitar oxidagdo dos compostos inddlicos, foram adicionados ao
filtrado 0,05 g de ditiotreitol. Ajustou-se o pH de 15 ml do filtrado com HCI (1 M)
para 2,7 e extraiu-se por 4 vezes em igual volume de acetato de etila (99,9%).
Adicionou-se sulfato de magnésio para retirar o excesso de agua e filtrou-se
em filtro de papel. O acetato foi removido em evaporador rotativo a 37°C, e o
residuo seco coletado em 1,5 ml de etanol. Essa solugdo foi congelada e
armazenada no escuro para posterior utilizagdo em CLAD.

A solucdo em etanol foi filtrada para retirar impurezas e, a seguir,
injetada no aparelho de cromatografia. Utilizou-se uma coluna Licrosorb RP-18
(10 um) como fase reversa, solugdo de agua-acido acetico-etanol (84,2:0,8:15)
como fase mével e comprimento de onda de 280 nm. Apds 20 min. de corrida

cromatografica, efetuaram-se trés leituras por isolado.
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3. RESULTADOS

3.1. Obtencgao dos isolados de rizobactérias

Foram obtidos 107 isolados bacterianos. Destes, 46 (43%) apresentaram
producao de pigmento fluorescente verde-amarelado em KMB. Os demais

foram obtidos pelo método seletivo para isolamento de Bacillus sp.

3.2. Testes de seleg¢ao

Ensaio 1: Dos 20 isolados testados, quatro (20%) diferiram
estatisticamente (Scott-Knott, 5%) da testemunha quanto a porcentagem de
estacas enraizadas. Nenhum isolado apresentou efeito deletério significativo
sobre o0 enraizamento. Trés isolados foram selecionados por promoverem, ao
mesmo tempo, ganhos significativos em relacdo a testemunha tanto no indice
de enraizamento (porcentagem média de estacas enraizadas) quanto no peso
do sistema radicular seco (Tabela 1). Observaram-se ganhos de até 62 % ou
42 %, respectivamente nas duas variaveis avaliadas.

Ensaio 2: Dos 29 novos isolados testados, dois (6,9%) comportaram
como 0s mais promissores na indugédo de enraizamento (Tabela 2). A eficiéncia

do isolado MF2 foi confirmada também nesse ensaio. Os ganhos observados
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Tabela 1 - Porcentagem média de estacas enraizadas e peso médio do sistema
radicular seco por estaca enraizada de Eucalyptus spp. em
substrato tratado com isolados de rizobactérias. Tratamentos
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (5%). Ensaio 1.

Peso médio do
Isolado Porcentagem média de | sistema radicular
estacas enraizadas seco/ estaca

(%) enraizada (mg)
R10 (MF2) 70 a 43,50 a
R1 (Ca) 68 a 50,12 a
R13 (CllIb) 60 a 44,30 a
R3 59 a 35,00 b
R19 53 b 40,80 b
R14 53 b 40,35 b
R4 52 b 43,45 b
R9 50 b 29,00 b
R12 50 b 33,83 b
R2 50 b 46,13 a
R5 48 b 33,20 b
R16 48 b 41,90 b
R17 46 b 36,50 b
R11 45 b 41,45 b
R18 45 b 35,10 b
R20 45 b 36,70 b
Testemunha 43 b 3510 b
R7 40 b 33,60 b
R8 40 b 32,00 b
R6 38 b 40,00 b
R15 36 b 42,50 b
CV (Coeficiente de variagao) % 22,03 17,30
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Tabela 2 - Porcentagem média de estacas enraizadas e peso médio do sistema
radicular seco por estaca enraizada de Eucalyptus spp. em
substrato tratado com isolados de rizobactérias. Tratamentos
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (5%). Ensaio 2.

Peso médio do
Isolado Porcentagem média de | sistema radicular
estacas enraizadas seco/ estaca
(%) enraizada (mg)
R29 (FL2) 65 a 51,32 a
R10 (MF2) 64 a 65,53 a
R28 (S1) 60 a 48,13 a
R26 54 b 36,25 b
R27 53b 38,34 b
R25 50 b 49,89 a
R21 47 b 25,16 ¢
R33 43 ¢ 25,07 c
R36 41 ¢ 18,22 ¢
R49 41 ¢ 12,45 ¢
R32 40 ¢ 27,63 ¢
R41 40 ¢ 12,76 ¢
R43 40 ¢ 14,36 ¢
R23 37 c 22,04 c
R30 37 c 25,75 ¢
R48 37 c 12,34 ¢
R24 35 c 20,12 ¢
R46 35 ¢ 14,32 ¢
R47 35 ¢ 12,13 ¢
R50 35 ¢ 12,15 ¢
R44 30 d 13,21 ¢
R34 30 d 21,34 ¢
R22 29 d 20,08 ¢
Testemunha 28 d 20,00 c
R40 28 d 16,08 ¢
R34 27 d 21,31 ¢
R37 26 d 36,35 ¢
R39 26 d 15,32 ¢
R45 25 d 12,89 ¢
R31 25 d 15,54 ¢
R35 24 d 35,32 b
R42 23 d 15,60 c
CV (Coeficiente de variagao) % 18,52 16,34
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foram maiores que os obtidos no Ensaio 1, superiores a 130% ou 220% para
indice de enraizamento e peso médio do sistema radicular seco,
respectivamente (Tabela 2).

Ensaio 3: Trés isolados, excluindo-se o comparador (MF2), foram
eficientes em promover um maior enraizamento. Observaram-se ganhos
superiores a 85% no indice de enraizamento e de até 287% no peso do
sistema radicular seco (Tabela 3).

Ensaio 4: Dois novos isolados induziram ganhos significativos para as
duas variaveis medidas, propiciando incrementos superiores a 200% em
relacédo a testemunha (Tabela 4).

De acordo com o critério de selecdo adotado, aumento simultdneo no
indice de enraizamento e biomassa de raiz produzida (peso médio de raiz
seca), 10 isolados (9,3% do total testado) mostraram-se promissores (MF2, Ca,
Clib, FL2, S1, S2, FL1, R1, 3918, MF4). Em geral, os melhores isolados para
porcentagem de enraizamento foram também os que induziram maior peso de
raizes. No entanto, em alguns casos, isolados que induziram maior peso nao
tiveram efeito tdo marcante no indice de enraizamento. Efeitos deletérios

significativos sobre o enraizamento ndo foram observados.

3.3. Identificagao dos isolados

A identificagdo molecular dos isolados selecionados pode ser observada

na Tabela 5.

3.4. Eficacia dos isolados em diferentes substratos de enraizamento

Nos dois ensaios ndo se observou interagao significativa entre isolados e
substratos testados. Observaram-se efeitos de isolados (Figura 2) e de
substrato (Figura 3), quando se avaliou o indice de enraizamento. Os isolados
tiveram eficiéncia similar, independente do substrato utilizado. Para a variavel
peso do sistema radicular seco / miniestaca enraizada, s6 foi significativo o
efeito de substrato (Figura 4) e apenas no ensaio 2. O composto de casca de
arroz carbonizada + vermiculita (1:1), destacou-se dos demais substratos

testados.
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Tabela 3 - Porcentagem média de estacas enraizadas e peso médio do sistema
radicular seco por estaca enraizada de Eucalyptus spp. em substrato
tratado com isolados de rizobactérias. Tratamentos seguidos pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%).

Ensaio 3.
Peso médio do
Isolado Porcentagem média de | sistema radicular
estacas enraizadas seco/ estaca

(%) enraizada (mg)
R58 (S2) 72 a 52,56 a
R73 (FL1) 72 a 51,15 a
R67 70 a 36,27 b
R10 (MF2) 69 a 49,34 a
R76 67 a 50,92 a
R64 52 b 48,37 a
R51 52 b 49,41 a
R75 50 b 47,89 a
R53 50 b 46,30 a
R69 50 b 30,32 b
R70 49 b 32,56 b
R61 49 b 18,34 ¢
R52 49 b 35,52 b
R71 49 b 20,35 ¢
R59 48 b 32,06 b
R79 48 b 16,45 ¢
R54 45 b 18,69 c
R57 45 b 3157 b
R65 44 b 15,08 c
R55 43 b 13,73 ¢
R62 42 b 29,45 b
R78 40 b 14,32 ¢
R77 40 b 12,74 ¢
R63 40 b 16,78 ¢
R80 40 b 20,59 ¢
R66 40 b 14,07 ¢
R60 38 b 15,97 ¢
Testemunha 38 b 13,56 ¢
R72 36 b 16,98 ¢
R68 35b 18,67 ¢
R74 35b 16,06 c
R56 34 b 14,63 ¢
CV (Coeficiente de variagao) % 22,06 20,74
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Tabela 4 - Porcentagem média de estacas enraizadas e peso médio do sistema
radicular seco por estaca enraizada de Eucalyptus spp. em
substrato tratado com isolados de rizobactérias. Tratamentos
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (5%). Ensaio 4.

Porcentagem média Peso médio do
Isolado de estacas enraizadas | sistema radicular
(%) seco/ estaca
enraizada (mg)

R98 (3918) 67 a 56,97 a
R87 (MF4) 67 a 50,34 a
R103 63 a 32,89 b
R10 (MF2) 60 a 49,34 a
R81 56 a 34,56 b
R106 55 a 30,45 b
R101 55 a 28,76 b
R96 45 b 31,73 b
R89 45 b 30,45 b
R91 42 b 29,35 b
R83 42 b 17,04 ¢
R95 41b 31,56 b
R82 41Db 30,34 b
R105 40 b 19,04 ¢
R100 39 b 27,37 ¢
R97 36 b 32,83 b
R84 37 b 30,48 b
R93 30 ¢ 18,24 ¢
R104 30 ¢ 19,54 ¢
R107 29c 15,92 ¢
R88 23 ¢ 29,05 b
R102 23 ¢ 17,56 ¢
R85 22 ¢ 14,89 c
R99 22 ¢ 19,56 ¢
R86 22 ¢ 20,04 ¢
R90 21 ¢ 18,45 ¢
Testemunha 21 ¢ 17,63 ¢
R92 21 ¢ 18,05 ¢

c

R88 20 c 20,34

CV (Coeficiente de variacao) % 26,09 18,57
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Tabela 5 - Identificacdo molecular dos isolados de rizobactérias selecionados
como promotores de enraizamento em estacas de eucalipto.

Cédigo do
isolado Identificagao

R1 e FL1 Frauteria aurantia Swings et al.. 1980

MF4 e MF2 Pseudomonas sp. Migula 1894

Ca Pseudomonas fulva Lizuga e Komagata 1963

FL2 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900

Cllb Stenotrophomonas maltophilia (Hugh 1981) Palleroni e
Bradbury 1993/ S. nitritireducens Finkmann et al.. 2000

S1,S2 e 3918 Bacillus subtilis Cobn 1872/ B. vallismortis Roberts et al..
1996

3.5. Eficacia de isolados de rizobactérias em diferentes clones de
eucalipto

No primeiro ensaio (fevereiro 2001), observou-se interagao significativa
entre isolado-clone, quando se avaliou o indice de enraizamento (porcentagem
média de miniestacas enraizadas) (Tabela 7). O mesmo nao foi observado para
a variavel peso médio do sistema radicular seco / miniestaca enraizada.
Constataram-se, contudo, diferengas significativas entre  isolados,
independentemente do clone utilizado (Figura 6).

No ensaio 2 (margo 2001), ndo se observou interagao significativa entre
isolado-clone, sendo significativo o efeito de tratamento no enraizamento médio

(Figura 7) e no peso do sistema radicular seco (Figura 6).
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Figura 2 - Porcentagem média de miniestacas enraizadas e peso meédio do
sistema radicular seco (peso de raiz seca/miniestaca enraizada)
observadas apds enraizamento de um clone de eucalipto em trés
substratos de enraizamento (vermiculita pura; moinha de carvao +
composto de casca de eucalipto + vermiculita (5:3:2) e composto
de casca de arroz carbonizada + vermiculita (1:1)), tratados com 10
isolados de rizobactéria. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%). CV= 16,70 % e
19,32 % (Ensaio 1); CV= e 26,03 % e 22,45 (Ensaio2), para
porcentagem média de miniestacas enraizadas e peso médio do
sistema radicular seco, respectivamente.
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Porcentagem média de miniestacas enraizadas

Porcentagem média de miniestacas enraizadas

Figura 3 -
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|:| Composto de casca de arroz carbonizada + vermiculita (1:1)

. Moinha de carvédo + composto de casca de eucalipto + vermiculita (5:3:2)

. Vermiculita

Porcentagem média de miniestacas de eucalipto enraizadas e peso
médio do sistema radicular seco, apdés 35 dias de aplicacdo de dez
isolados de rizobactérias, observados em duas épocas diferentes
(fev. e marco de 2001) e utilizando-se trés diferentes substratos de
enraizamento (composto de casca de arroz carbonizada +
vermiculita (1:1); moinha de carvdao + composto de casca de
eucalipto + vermiculita (5:3:2) e vermiculita). Médias seguidas pela
mesma letra nado diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
CVv= 16,70 % e 29,32 % (Ensaio 1); CV= 16,03 % e 36,45%
(Ensaio2), para porcentagem média de enraizamento e peso médio
do sistema radicular seco, respectivamente.
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Tabela 6 - Porcentagem media de miniestacas enraizadas e peso médio do
sistema radicular seco observados apos tratamento de cinco clones
com isolados de rizobactérias, em ensaios conduzidos em fev. e
mar¢o de 2001. Médias de uma mesma coluna seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%).

Clone de Porcentagem média de Peso meédio do sistema radicular
eucalipto miniestacas enraizadas seco/ miniestaca enraizada (mg)
Ensaio 1 Ensaio2 Ensaio 1 Ensaio2
Clone 57 90,50 a 97,37 a 96,48 a 98,76 a
Clone 7074 74,54 a 95,65 a 52,78 b 78,34 b
Clone 1213 53,13 b 90,50 b 49,52 b 76,09 b
Clone 129 50,67 b 86,16 c 49,37 b 65,23 ¢
Clone 111 41,01 c 76,64 d 37,39 ¢ 40,54 d
CV % 17,66 8,40 34,46 14,34

Tabela 7 - Porcentagem média de miniestacas enraizadas de cinco clones de
eucalipto, apds 35 dias de tratamento do substrato com isolados de
rizobactérias. Médias em uma mesma linha seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade. CV = 17,66%.

Porcentagem média de miniestacas enraizadas (%)

Clone Isolado
Test | FL1 | FL2 | MF2 | MF4 | Cllb | R1 |3918| Ca | S1 S2
1213 |37,7b |47,7b |61,1a |74,4a |53,3a |58,9a |46,b |55,5a |72,2a |34,4b |42,2b
57 73,3c |95,5a |97,8a | 93,3a [98,9a |94,4a | 83,3b | 85,5b | 93,3a | 85,5b | 94,4a
7074 |51,1d |91,1a|74,4c |83,3c |72,2c |70c |68,9c |74,4c |73,3c |81,1b |80 b
111 40,7c |42,2c |57,8a |36,7a |27,2e [48,9b |40,6c [ 58,9a |27,4e |35d |44,4c
129 |63,3f |61,1f |85,5a|68,9e | 76,7b | 74,4c |64,4f |63,3f |67,8e |72,2d | 76,7b
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Peso sist. radicular seco/
miniestaca enraizada (mg)

S1 MF4 Clb Ca S2 3918 FL2 FL1 MF2 R1 Test

Tratamentos

Figura 6 - Peso médio do sistema radicular seco por miniestaca de eucalipto
enraizada (média de cinco clones), apos 35 dias de tratamento com
rizobactérias, em fev. de 2001 (Ensaio 1). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%).

CV= 34,46 %.
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Figura 7 - Porcentagem média de miniestacas de eucalipto enraizadas e peso
meédio do sistema radicular seco observados em substrato tratado
com diferentes isolados de rizobactérias (média de cinco clones),
em margo de 2001 (Ensaio 2). Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem estatisticamente (Scott-Knott, 5%). CV = 8,40% e 14,34
para porcentagem média de miniestacas enraizadas e peso médio
do sistema radicular seco, respectivamente.
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Para as duas \variaveis avaliadas, observaram-se diferengas
significativas entre clones, independente do tratamento (Tabela 6). Os indices
de enraizamento médio por clone no ensaio 2 foi superior aos encontrados no

ensaio 1 (Tabela 6).

3.6. Determinagdo da produgao de AIA (acido indol acético) em meio
liquido

Dos dez isolados testados, apenas dois apresentaram producédo de AIA
in vitro, mesmo assim em quantidades muito pequenas, 0,7 ug/ml para o

isolado 3918 (Bacillus subtilis) e 0,67 ug/ml para MF4 (Pseudomonas sp.).
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4. DISCUSSAO

Isolados de rizobactérias associados a mudas obtidas por propagacao
vegetativa de eucalipto aumentaram o enraizamento em estacas e miniestacas,
quando veiculados no substrato. Varios autores relatam o envolvimento de
bactérias na promocdo do desenvolvimento do sistema radicular de varias
culturas. BURNS e SCHWARZ (1996) observaram o estimulo no enraizamento
adventicio em explantes de Pinus elliottii in vitro, produzido por um isolado nao
identificado de bactéria, propiciando ganhos de 15% a 90% em relagcado a
testemunha. No entanto, ha poucos trabalhos que mostram o efeito de
rizobactérias promotoras de crescimento na iniciacdo e no desenvolvimento de
raizes adventicias em estacas. MAYAK et al.. (1997), observaram maiores
numero e comprimento de raizes em estacas de feijdo mungo em condig¢des de
laboratério, induzidos por Pseudomonas putida. O presente trabalho é o
primeiro que mostra efeito positivo no enraizamento de estacas e miniestacas
de eucalipto e que foi realizado sob condigdes operacionais de propagacgao
clonal.

Observou-se ocorréncia relativamente alta (cerca de 10%) de isolados
promotores de crescimento associados a rizosfera de mudas de eucalipto.
Porcentagem bem superior ao observado em diversos trabalhos de selecdo em
outras culturas, em geral variando de 1 a 5% (KLOEPPER et al., 1980; BURR e
CAESAR, 1982). Isso pode ser decorrente nao simplesmente das

caracteristicas da cultura em si, mas, provavelmente, também determinado
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pelo tipo de substrato usado para producdo das mudas de onde os isolados
foram obtidos e das condigdes de manejo. Em geral, os substratos de
enraizamento utilizados possuem uma fragado constituida por material organico
obtida por processo de compostagem, o que pode favorecer a predominancia
de microrganismos benéficos (HOITINK e FAHY, 1986). ALVAREZ et al. (1995)
observaram uma maior incidéncia de PGPR’s na rizosfera de tomate quando
adicionou-se composto ao substrato de crescimento. Os mesmos autores
consideram a possibilidade da fragdo humica do material compostado afetar
positivamente o desenvolvimento da microbiota do solo. VALLINI et al. (1993)
mostraram um aumento no numero total de bactérias aerdbicas e actinomicetos
na rizosfera de loureiro, apds tratamento com acido humico. Além disso, deve-
se levar em consideracdo a maior diversidade bidtica encontrada em condicdes
tropicais e subtropicais em relagao as regides temperadas.

Dos dez isolados selecionados, sete sdo dos géneros mais comumentes
relatados como promotores de crescimento, Pseudomonas e Bacillus. Deve-se
procurar determinar o impacto da utilizacdo desses organismos no ambiente e
na saude humana, haja visto que alguns deles, como Pseudomonas
aeruginosa, podem se comportar como patdogenos oportunistas em animais e
plantas. O que pode ajudar a diminuir esse impacto é o fato de os mesmos ja
estarem presentes na rizosfera de eucalipto, o que se fez foi apenas aumentar
sua concentragdo. Acredita-se que as concentragdes utilizadas, variando de
10" a 10° ufc/ml, foram suficientes para determinar uma boa colonizagdo da
rizosfera. Outros trabalho devem ser realizados avaliando-se o efeito de
diferentes concentracdes dos isolados, bem como da utilizagdo conjunta de
alguns deles.

Constatou-se efeito significativo do tipo de substrato usado no
enraizamento. No entanto, ndo se observou uma interacdo entre substrato-
isolado, o que facilita a utilizagdo desses isolados por varias empresas
florestais. Mesmo em um substrato praticamente inerte do ponto de vista
biolégico, vermiculita pura, observaram-se ganhos decorrentes dos tratamentos
com rizobactérias, 0 que pode ser um indicio de envolvimento de mecanismos
diretos, provavelmente fitohorménios, na promocgdo de enraizamento. Essa
constatacao viabiliza a aplicacdo desses isolados em empresas florestais que

utilizem diferentes substratos de enraizamento.
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Estima-se que 80% dos isolados bacterianos presentes no solo séo
capazes de produzir AIA (GLICK et al.., 1999). Essa tendéncia nao foi
observada neste trabalho, onde apenas dois isolados (20%) foram capazes de
produzir AlA in vitro (menos de 1 ug/ml). A quantidade produzida de AIA foi
muito baixa, considerando-se que em condigdes de campo utiliza-se a
aplicagao de 100 até 2000 ug/ml (100 a 2000 ppm) de AIB (acido indol-butirico)
para inducao de enraizamento em estacas e miniestacas de eucalipto, sendo o
segundo indutor mais potente que o primeiro. No entanto, isso ndo descarta a
importancia da liberacao de pequenas quantidades de AIA na rizosfera como
indutores de enraizamento, visto que pode ser um fornecimento constante e
nao concentrado, como um tratamento homeopatico. Além disso, outros
compostos indolicos podem estar envolvidos, tais como acido indol-piravico,
indol-acetamida e acido-indol-carboxilico (COSTACURTA e VANDERLEYDER,
1995). Além disso, o efeito dos isolados pode ocorrer ndo s6 pela produgao
direta de auxinas mas também via estimulo a sintese desses fitohorménios
pela prépria planta (GAUDIN et al..,1994), o que pode ser detectado avaliando-
se 0 acumulo de AIA enddgeno apods o tratamento com rizobactérias.

O presente trabalho nao objetivou estudar os mecanismos de atuagao
desses isolados, o que deve ocorrer em trabalhos futuros. E possivel que a
enzima ACC (carboxilato-aminociclopropano) deaminase esteja envolvida no
processo, como proposto por GLICK et al.. (1998) para explicar a habilidade de
rizobactérias em estimular a elongagdo de raizes. O conhecimento dos
mecanismos de atuacdo podem ajudar a potencializar a promogao de
crescimento, otimizando a aplicagdo pratica dos isolados em condi¢cées de
campo.

Uma certa especificidade de isolados de PGPR’s por seu hospedeiro
tem sido observada. Isolados promotores de crescimento em uma espécie de
planta podem nao ser efetivos em outras (SCHROTH e HANCOCK, 1982).
Diferencas na quantidade e qualidade de exsudatos radiculares de diferentes
espécies de plantas, bem como de cultivares e gendtipos de uma mesma
espécie tém sido relatadas (BALDANI e DOBEREINER, 1980; SHISHIDO e
CHANWAY, 1999) e podem explicar uma possivel especificidade isolado-
gendtipo. Em um dos ensaios montados para verificar a ocorréncia dessa

interagdo entre isolado de rizobactéria e gendtipo de eucalipto, a mesma foi
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detectada, o que nao ocorreu no ensaio posterior. Os indices de enraizamento
meédio para todos os clones foi bem superior no segundo ensaio, devido as
melhores condigdes fisioldgicas das brotagdes utilizadas como propagulos. No
primeiro ensaio houve maior heterogeneidade no material propagativo. Desta
forma, pode-se cogitar a possibilidade de que, em condi¢gdes de estresse, as
diferengcas entre exsudatos de diferentes gendtipos de eucalipto possam se
tornar mais marcantes, talvez até decorrente ndo do gendtipo em si mas das
diferengas entre o estado fisiolégico das brotagdes. Nas condigdes 6timas de
enraizamento observados no segundo ensaio, todos os tratamentos com
rizobactérias apresentaram ganhos significativos em relagao a testemunha nao
tratada. ROVIRA (1969) mostrou que podem ocorrer variagdes na quantidade e
natureza de aminodacidos presentes nos exsudatos radiculares dependendo
das condi¢gdes ambientais, tais como luminosidade, temperatura e nivel de
adubacdo. Ha relatos de que aminoacidos sao responsaveis pela atratividade
de rizobactérias por exsudatos de sementes e raizes (SCHER et al., 1985).
Caracteristicas de exsudatos de diferentes clones de eucalipto ainda nao foram
determinadas e seria interessante conhecer suas diferencas quali e
quantitativas, bem como o efeito do manejo das cepas sobre os mesmos, para
tentar explicar melhor a ocorréncia ou nao de especificidade isolado-clone.

A utilizacdo de rizobactérias promotoras de crescimento no setor
florestal tem se mostrado uma tecnologia emergente nos ultimos anos e o
presente trabalho é pioneiro em demonstrar a possibilidade de sucesso de
utilizacdo das mesmas na propagagao vegetativa de eucalipto. Os maiores
ganhos obtidos no enraizamento de estacas (110%) foram bem superiores aos
observados em miniestacas (20-40%). No entanto, isso ainda significa um
aumento expressivo, visto que a técnica de miniestaquia propiciou um ganho
de no maximo 40% de enraizamento em relagdo a estaquia convencional
(ASSIS, 1997) e, no caso do tratamento com rizobactérias, ndo seria
necessario nenhum ajuste no manejo ou na infra-estrutura dos viveiros.
Levando em consideracdo a grande quantidade de mudas produzidas por dia
em um viveiro de uma grande empresa florestal (mais de 100.000 mudas), o
retorno econémico advindo de um aumento de 20-40 % desse numero é bem
expressivo. Somando-se a esse ganho direto, pode-se ter um melhor

aproveitamento da estrutura fisica desses viveiros, visto que os isolados
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bacterianos podem ajudar a diminuir o tempo que as miniestacas necessitem
permanecer em casa-de-vegetagcao para um bom enraizamento. Os isolados
selecionados foram eficientes em varias condigbes e em diferentes gendtipos o
que viabiliza a sua utilizagdo em larga escala. Estudos de formulagéo ainda sédo
necessarios, de preferéncia empregando-se a prépria fragdo organica utilizada
no preparo dos substratos de enraizamento como veiculo. Além disso, o
conhecimento dos mecanismos de atuagdo podem ajudar a potencializar a
promogao de crescimento, otimizando a aplicagdo pratica dos isolados em
condicbes de campo. Abre-se aqui um vasto campo de estudo visando

aproveitar ao maximo o potencial de rizobactérias na eucaliptocultura.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A propagacdo vegetativa de eucalipto por meio da técnica de
miniestaquia vem sendo amplamente empregada nas principais empresas
florestais do pais. No entanto, ainda se verifica heterogeneidade quanto ao
enraizamento entre os gendtipos, principalmente na fase inicial de adaptacao
dos clones. Deste modo, técnicas alternativas que otimizem o enraizamento de
estacas e miniestacas de eucalipto sdo fundamentais para melhorar a
qualidade das mudas e reduzir o custo de produgao. Além de potencialmente
poderem atuar como promotoras de enraizamento, a utilizagao de rizobactérias
na multiplicagdo clonal de eucalipto, pode propiciar a obtengdo de mudas com
maior resisténcia as doengas associadas a viveiros de propagacio. Testaram-
se 107 isolados de bactérias, obtidos da rizosfera de mudas de diferentes
clones de eucalipto, quanto ao seu potencial como promotores de
enraizamento de estacas e miniestacas de Eucalyptus spp. Para tanto,
amostras de substrato a base de composto de casca de arroz carbonizada :
vermiculita (1:1) foram tratados com 10 ml de uma suspenséo de cada isolado
(ODs4 = 0,2A)/tubete, correspondendo a cerca de 10 ufc/ml. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticbes por
tratamento, cada uma delas constituidas por 10 estacas. Aos 30 dias, avaliou-
se 0 enraizamento médio (porcentagem média de estacas enraizadas) e o peso
médio do sistema radicular seco. Dez isolados destacaram-se como excelentes

indutores de enraizamento, propiciando ganhos de até 110% no enraizamento
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médio e de até 250% no peso de raiz. Esses isolados também foram eficientes
no enraizamento de miniestacas, cujos ganhos variaram de acordo com o clone
e isolado testados. Também se avaliou o efeito dos 10 isolados como
promotores de enraizamento em trés diferentes substratos: vermiculita pura;
moinha de carvao:.composto de casca de eucalipto :vermiculita (5:3:2) e
composto de casca de arroz carbonizada:vermiculita (1:1). Nao se observou
interacao isolado-substrato, sendo que o substrato a base de composto de
casca de arroz carbonizada foi muito superior, quanto a porcentagem de
enraizamento e ao peso médio de raizes. Os maiores ganhos obtidos no
enraizamento de estacas (110%) foram bem superiores aos observados em
miniestacas (20-40%). No entanto, isso ainda significa um aumento expressivo,
visto que a técnica de miniestaquia propiciou um ganho de no maximo 40% de
enraizamento em relagdo a estaquia convencional e, no caso do tratamento
com rizobactérias, ndo seria necessario nenhum ajuste no manejo ou na infra-
estrutura dos viveiros. Somando-se a esse ganho direto, pode-se ter um melhor
aproveitamento da estrutura fisica desses viveiros, ao se diminuir o tempo que
as miniestacas necessitem permanecer em casa-de-vegetacdo para um bom
enraizamento. Os isolados selecionados foram eficientes em varias condicoes
e em diferentes genodtipos o que viabiliza a sua utilizagdo em larga escala.
Estudos de formulagédo ainda sdo necessarios, de preferéncia empregando-se
a propria fragado organica utilizada no preparo dos substratos de enraizamento
como veiculo. Além disso, o conhecimento dos mecanismos de atuagao podem
ajudar a potencializar a promog¢édo de crescimento, otimizando a aplicacao
pratica dos isolados em condi¢cdes de campo. Abre-se aqui um vasto campo de
estudo visando aproveitar ao maximo o potencial de rizobactérias na

eucaliptocultura.
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CAPITULO 2

RESISTENCIA SISTEMICA INDUZIDA POR RIZOBACTERIAS
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM Eucalyptus spp. A FERRUGEM
(Puccinia psidii) E A MANCHA-DE-CYLINDROCLADIUM

1. INTRODUGAO

Rizobactérias ndo patogénicas podem induzir em plantas resisténcia
sistémica a varios patdogenos, como demonstrado para varias espécies de
fungos, bactérias e virus (VAN LOON et al.,1998). Varios trabalhos mostram a
atuacao de rizobactérias promotoras de crescimento em plantas como agentes
de biocontrole, e para algumas delas ja foi demonstrado o envolvimento de
mecanismos de resisténcia sistémica induzida (ISR) no controle de patégenos
foliares (VAN PEER et al., 1991, WEI et al., 1991). Esse tipo de resposta é
fenotipicamente similar a resisténcia sistémica adquirida (SAR) induzida por
fitopatdogenos, no entanto o termo “induced systemic resistance” (ISR) foi
proposto por KLOEPPER et al. (1992) para o caso em que a resisténcia &
induzida por agentes bidticos ndo patogénicos. Os principais determinantes

bacterianos de inducdo de resisténcia sistémica que podem funcionar como

42



elicitores sao os lipopolissacarideos presentes na membrana (LPS), sideréforos
e acido salicilico (VAN LOON et al., 1998).

Ao contrario do observado para SAR, na ISR nao se observa o acumulo
de proteinas PRs, a inducdo ndao depende de salicilato € nem se observam
alteragdes visuais como necrose na planta induzida (VAN LOON et al., 1998;
ROMEIRO,1999). Entretanto, em alguns casos, a ISR pode ser nao so
fenotipicamente mas também mecanisticamente idéntica a SAR, levando a um
acumulo de proteinas PRs e dependente de salicilato (VAN LOON et al.,1997).

A separacéao espacial entre patdégeno e indutor facilita a determinacgéo da
ocorréncia ou ndo da resisténcia sistémica. Em geral esse tipo de resposta
necessita de um tempo de ativacao para ser observada e é efetiva contra uma
ampla gama de fitopatégenos (STEINER e SCHONBECK,1995;
ROMEIRO,1999).

No capitulo anterior, obtiveram-se alguns isolados de rizobactérias
promotores de enraizamento em eucalipto. Considerando o efeito ja descrito
em outros patossistemas para isolados de PGPRs, o presente trabalho teve
como objetivo averiguar a inducao de resisténcia a ferrugem (Puccinia psidii) e
a mancha de Cylindrocladium candelabrum, pelos isolados de rizobactérias
pré-selecionados como promotores de enraizamento em estacas e miniestacas

de Eucalyptus,
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2. MATERIAL E METODOS

Foram testados 10 isolados de rizobactérias promotores de
enraizamento em estacas e miniestacas de eucalipto: dois isolados de
Frauteria aurantia (R1 e FL1), dois de Pseudomonas sp. (MF4 e MF2), um de
Pseudomonas fulva (Ca), P. aeruginosa (FL2) e Stenotrophomonas
nitritireducens (ClIb) e trés de Bacillus subtilis (S1, S2 e 3918).

2.1. Inducgao de resisténcia a ferrugem (Puccinia psidii)

As mudas utilizadas nos ensaios foram produzidas na Cenibra S.A., Belo
Oriente - MG. Para tanto, tubetes plasticos cbnicos (57 ml de capacidade),
contendo substrato a base de composto de <casca de arroz
carbonizada:vermiculita (1:1) foram tratados com 10 ml de suspensdo dos
isolados bacterianos (Absorvancia ssonm = 0,2). As testemunhas foram irrigadas
apenas com agua destilada. Estacas do clone 1213, hibrido de E. grandis x
E. urophylla, tratadas com uma solugdo de 500 ppm de AIB (acido indol
butirico), preparadas conforme rotina da empresa, foram plantadas nesses
tubetes e colocadas para enraizar. Apés 80 dias essas mudas foram levadas
ao Departamento de Fitopatologia da UFV para determinar a possibilidade de
indugao de resisténcia a ferrugem. Nas inoculagdes, usou-se um isolado de

P. psidii obtido de Eucalyptus sp., em Belo Oriente, MG. Esse isolado foi
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multiplicado em mudas de jambeiro (Sygyzium jambos) e os esporos coletados
aos 12 dias apos a inoculagao. Os esporos foram colocados em agua com
Tween 80 (0,05%) e atomizados (2 x 10* esporos/ ml) homogeneamente em
ambas as fases dos limbos foliares com auxilio de De Vilbiss n® 15, acoplado a
um compressor elétrico (0,6-0,8 kgf/cm?). As mudas inoculadas foram mantidas
em camara de nevoeiro, no escuro por 24h, e posteriormente levadas para
camara de crescimento a 22°C, com fotoperiodo de 12 horas (RUIZ et al.,
1989) e intensidade luminosa de 40 umoles fétons/m?/s. As avaliagdes foram
feitas 13 dias apos a inoculagédo utilizando-se uma escala diagramatica com
quatro classes de severidade (SO, S1, S2 e S3) (JUNGHANS, 2000) e
quantificou-se 0 numeros médio de pustulas por folha, soros por area foliar
(1,13cm?) e de esporos por soro (RUIZ et al.,1989). Este ensaio foi repetido em
duas épocas diferentes a fim de confirmar os resultados obtidos. Utilizaram-se
quatro repeticdes, cada uma com quatro plantas, em delineamento
inteiramente casualizado.

Inicialmente, os segundos e terceiros pares de folhas de cada planta
foram avaliados visualmente. No segundo ensaio, o didmetro de 40 pustulas
em cada repeticdo e o numero de soros foram determinados, em uma lupa
estereoscopica com uma escala métrica acoplada, a fim de assegurar o melhor
uso da escala de severidade que se baseia no tipo de reagcdo da planta,
didmetro das pustulas e numero de soros por pustulas.

Para avaliar o niumero médio de pustulas/folha, soros/area foliar e
urediniosporos/soro empregaram-se os segundos e terceiros pares de folhas
de cada planta que foram levados ao laboratério para as quantificacoes. Em
lupa estereoscépica contou-se o0 numero de pustulas em cada folha. Sob
binocular, determinou-se o nimero de soros compreendidos em quatro discos
de area 1,13 cm? (diametro = 1,2 cm), que foram retirados na regido central de
cada folha. Para determinagdo do numero médio de urediniosporos/soro, 0s
quatro discos coletados por folha foram colocados em tubos de ensaio
contendo 3 ml de agua + Tween 80 (0,1%) e agitados em vortex por 5 minutos,
realizando-se duas leituras por tubo e determinando-se o numero médio de
esporos em camara de Neubauer. Como ja se conhecia o numero médio de
soros em cada circulo, pode-se obter o nimero médio de esporos produzidos

por soro.
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2.2. Efeito do tempo decorrente entre tratamento com rizobactéria e
inoculagao do patégeno (P.psidii) na indugao de resisténcia

Os dois melhores isolados do Ensaio 1, FL2 e MF4, foram usados para
tratamento de mudas em dois diferentes tempos antes da inoculacao do
patdbgeno. Um lote de plantas foi enraizado em substrato tratado com
rizobactérias, como descrito no item 2.1, e outro lote irrigado com os possiveis
indutores de resisténcia apenas uma semana antes da inoculagdo com o
patdogeno. Para isso, usaram-se 30 ml de cada suspensao bacteriana
(Abs.s540nm = 0,2) ou agua destilada para irrigagdo do sistema radicular de cada
muda. A inoculagdo com o patdogeno e a condugdo do ensaio foram
semelhantes as condigbes do item 2.1. Aos 13 dias da inoculagao do patégeno,
avaliaram-se o numero médio de pustulas por folha e 0 numero médio de soros
por area foliar (item 2.1). O ensaio foi montado em um delineamento

inteiramente casualizado com cinco repeticées de quatro plantas cada.

2.3 Inducgéao de resisténcia a mancha de Cylindrocladium candelabrum.

O tratamento com rizobactérias foi como previamente descrito no
item 2.1. Apos 80 dias do tratamento com as bactérias, as mudas foram
inoculadas com discos de micélio (1 cm de didmetro) de um isolado de
Cylindrocladium candelabrum retirados das bordas de col6nias com 7 dias de
idade crescidas em BDA (batata-dextrose-agar). Apos a inoculagao, as mudas
foram mantidas em camara de nevoeiro no escuro por 24h, e posteriormente
levadas para camara de crescimento a 22°C com fotoperiodo de 12 horas. Ao
oitavo dia da inoculacdo mediu-se a area das lesdes. Utilizaram-se quatro
repeticoes, cada uma com quatro plantas em delineamento inteiramente

casualizado.
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3. RESULTADOS

3.1. Inducao de resisténcia a ferrugem

O uso da escala diagramatica sem medigcbes nao permitiu separar o
efeito das rizobactérias. Em todos os tratamentos as folhas foram classificados
na classe S2 e S3. Visando assegurar o melhor uso da escala, no segundo
ensaio, determinou-se o didmetro médio das pustulas € 0 numero médio de
soros/pustula, o que possibilitou a separagao entre tratamentos, destacando-se
os isolados FL2 e 3918 (Tabela 1).

No primeiro ensaio, para quatro isolados de rizobactérias (FL2, 3918,
FL1 e MF4), o numero médio estimado de pustulas por folha foi
significativamente inferior a testemunha, destacando-se o isolado FL2
(P. aeruginosa) (Figura 1). No segundo ensaio, tratamentos com todos os
isolados bacterianos diminuiram significativamente o numero de pustulas.
Nesse ensaio, como no anterior, confirmou-se a maior eficiéncia de controle do
isolado FL2, juntamente com o MF4, propiciando redugées maiores que 60%
(Figura 1).

Nos dois ensaios, todos os isolados diferiram significativamente da
testemunha nao tratada, quanto ao numero médio de soros/area foliar. No
ensaio 1, destacaram-se os isolados FL2, MF4, com redug¢des superiores a

77% do nimero médio de soros por disco foliar (1,13 cm?) (Figura 2) e a 39%
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Tabela 1 - Diametro médio de 40 pustulas, numero médio de sosros/pustula e
classes de severidade de ferrugem em mudas com 80 dias de idade
tratadas com rizobactérias, com base na escala de Junghans

(2000).
Diametro médio Numero médio Classe de
Tratamento de pustula (mm) | de soros/pustula severidade
FL2 1,28 9,34 S2
3918 1,34 10,75 S2
MF4 1,95 18,63 S3
FL1 1,97 19,45 S3
MF2 2,13 22,06 S3
S2 2,45 20,34 S3
S1 2,47 22,45 S3
R1 2,52 35,25 S3
Cllb 2,61 34,54 S3
Ca 2,66 30,32 S3
Testemunha 2,66 31,54 S3

no numero médio de esporos/soro (Figura 3). Além deles, os isolados 3818 e
Ca também se destacaram na redugao do niumero médio de soros/area foliar e
de esporos/soro, respectivamente. No ensaio 2, destacou-se o isolado FL2 na
redugcdo do numero médio de soros/area foliar. Para nimero de esporos/soro
somente o isolado S2 néo diferiu da testemunha (Figura 3). Dois dos melhores

isolados do ensaio 1 se mantiveram como melhores no ensaio 2, FL2 e MF4.
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3.2. Efeito do tempo decorrente entre tratamento com rizobactéria e
inoculagao do patégeno na indugao de resisténcia

Os dois isolados testados diferiram significativamente da testemunha
quanto as variaveis avaliadas nos dois tempos de tratamentos testados. A
reducdo na severidade foi muito mais acentuada quando as mudas foram
enraizadas em substrato tratado com rizobactérias, 80 dias antes da inoculagao

do patdégeno (Figura 4).
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Figura 4 - Numero médio de pustulas e de soros de ferrugem por area foliar
(1,13 cm?) presentes em folhas de mudas de eucalipto tratadas
com rizobactérias em dois periodos antes da exposicdo ao
patogeno, 80 dias ou 7 dias antes. Para um mesmo tempo de
exposicdo, médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV= 19,5 % e 22,3
para 89 ou 7 dias de exposi¢ao, respectivamente.
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3.3. Indugao de resisténcia a mancha de Cylindrocladium candelabrum.

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos, quanto a redugéo

da severidade da mancha de Cylindrocladium.
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4. DISCUSSAO

Alguns isolados de rizobactérias promotoras de crescimento em
eucalipto podem induzir resisténcia sistémica a ferrugem em Eucalyptus spp.
Dos 10 isolados testados, FL2 (Pseudomonas aeruginosa) e MF4
(Pseudomonas sp.) se destacaram em reduzir a severidade da doenca.
Isolados de Pseudomonas spp., em especial os do grupo fluorescente, sdo
frequentemente relatados como indutores de ISR em culturas agrondémicas
(MAURHOFER et al,, 1994, VAN LOON et al, 1997). Na area florestal,
ENEBACK e CAREY (2000) sugeriram que isolados de Bacillus sp. induzem
resisténcia sistémica a ferrugem (Cronartium quercum f. sp. fusiforme) em
Pinus spp. A separacido espacial entre 0 agente indutor de resisténcia e o
patégeno, rizosfera e filosfera, respectivamente, é um indicativo do
envolvimento de mecanismos de resisténcia induzida. No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de que algum sinal bioquimico produzido pelo agente
indutor seja absorvido pela planta e se desloque até a parte area onde ir4 atuar
(ROMEIRO, 1999). STEINER e SCHONBECK (1995) propuseram alguns
critérios basicos para investigar a existéncia de resisténcia sistémica induzida,
entre eles a necessidade de um intervalo de tempo entre a exposi¢cédo da planta
ao indutor e a expressdo da resisténcia. Para os dois isolados testados,
observou-se uma redugao na severidade de ferrugem mesmo no menor tempo
testado (1 semana). No entanto, essa reducao foi bem mais acentuada quando

as mudas foram produzidas em substrato rizobacterizado. Segundo VAN

54



LOON et al. (1998) é necessario haver um intervalo minimo entre o tratamento
com rizobactéria e inoculagdo do patégeno para que a planta entre em estado
de inducédo e a resisténcia sistémica se expresse. Em geral, com plantas
anuais, esse tempo é de um semana. No entanto, ENEBACK e CAREY (2000)
observaram resisténcia sistémica induzida a ferrugem (Cronartium quercum f.
sp. fusiforme) por isolados de PGPRs em Pinus spp., decorridas quatro
semanas entre tratamento com indutor e inoculacdo com basididésporos do
patégeno. Pode ser que, no caso de plantas perenes como eucalipto e pinus,
seja necessario um tempo maior que o observado nas plantas anuais para que
a resisténcia seja plenamente manifestada. Os resultados desse trabalho
mostraram uma maior eficiéncia na indugao a resisténcia sistémica a ferrugem
em eucalipto decorrido um maior tempo entre exposi¢cdao das plantas ao
possivel indutor e ao patégeno.

Varios tipos de respostas ativas poderiam ser induzidas nas plantas para
impedir o desenvolvimento do patégeno, dentre estas o acumulo de proteinas
relacionadas com a patogénese (PRs) nos espacgos intercelulares e nos
vacuolos, lignificagao e formacao de papilas (VAN LOON et al., 1998). Estudos
histolégicos, bioquimicos e fisiologicos buscando detectar algumas dessas
modificagbes nas plantas tratadas com os isolados de rizobactérias podem
fornecer um maior embasamento para se explicar melhor a expressao da
resisténcia. Técnicas de fluorescéncia e imunofluorescéncia podem auxiliar
bastante nos estudos histoldgicos.

Nao se observou efeito dos tratamentos com rizobactérias no tamanho
das lesbes causadas por Cylindrocladium candelabrum. Na maioria dos casos,
a resisténcia induzida é inespecifica e atua contra uma ampla gama de
patdgenos. No entanto, o método de inoculagdo do patégeno utilizado neste
ensaio pode ter sido muito drastico, o0 que nao impossibilitou a manifestacao da
resisténcia. E possivel que inoculacdo com esporos seja mais eficiente para
detectar esses efeitos. Recomenda-se testar a inducdo de resisténcia contra
outros patogenos foliares de eucalipto, tais como Mycosphaerella spp.,
Phaeophleospora  epicoccoides, Sporothrix  eucalypti e  bactérias
fitopatogénicas.

Trabalhos futuros buscando-se determinar o tempo que essa resisténcia

permanece efetiva, bem como a sua atuagdo sobre outros patégenos foliares,
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devem ser conduzidos e podem explicar melhor o papel desses isolados na
inducdo de resisténcia em minicepas de eucalipto. A obten¢cdo de minicepas
com resisténcia sistémica a ferrugem pode ser muito importante no manejo
dessa doenca nos viveiros florestais, propiciando a diminuicdo ou até reducao
do uso de fungicidas, bem como aumentar a disponibilidade de brotos aptos a
serem utilizados no enraizamento. Outro fator a considerar é a possibilidade de
que os brotos coletados nessas mudas possam apresentar uma maior protecao
também contra patégenos causadores de podriddo de estacas, quando
expostos as condigdes de enraizamento, o que o possibilitaria uma maior
facilidade também no manejo dessa doenca. Além disso, ndo podemos
descartar a possibilidade dos isolados bacterianos atuarem como antagonistas
por meio de outros mecanismos de biocontrole, como antibiose ou producéo de
sideréforos, o que poderia ser potencializado com uma ou mais aplicacdo dos

isolados nas miniestacas e no substrato de enraizamento.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Mudas com cerca de 80 dias de idade, previamente enraizadas em
substrato tratado com as rizobactérias, foram testadas quanto a resisténcia a
ferrugem do eucalipto e a mancha-de-Cylindrocladium, em camaras de
crescimento (22°C/ fot. 12 h). Utilizou-se um DIC com 4 repetigbes, cada uma
delas com 3 plantas, para ferrugem, ou com cinco para Cylindrocladium. Apos
13 dias da inoculacéo, avaliou-se o numero médio de pustulas/ folha, numero
de soros/ amostra € o numero médio de esporos produzidos/ soro. Na
avaliagdo da mancha de Cylindrocladium candelabrum, mediu-se apenas o
tamanho da lesédo ao oitavo dia apds a inoculagao, visto a mesma ter sido feita
utilizando-se discos de micélio. Os isolados FL2 e MF4 foram bastante
eficientes na reducdo da severidade da ferrugem, no entanto, o mesmo efeito
nao foi observado para C. candelabrum. Além disso, o tratamento das mudas
com rizobactérias apenas uma semana antes da inoculagdo com P. psidii foi
menos eficiente em reduzir a severidade da doenga do que o tratamento em
que foram utilizadas mudas enraizadas com as bactérias.

Estes resultados indicam que rizobactérias promotoras de enraizamento
em eucalipto podem apresentar a vantagem extra de induzir uma maior
resisténcia a doencas foliares, permitindo a obtencdo de minicepas de melhor

qualidade e diminuindo a necessidade de aplicagado de fungicidas.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Dos 107 isolados de bactérias, obtidos da rizosfera de mudas de
diferentes clones de eucalipto, testados quanto ao seu potencial promotor no
enraizamento de estacas de Eucalyptus, dez destacaram-se como excelentes
indutores, propiciando ganhos de até 110% no enraizamento médio e de até
250% no peso de raiz. Esses isolados também foram eficientes no
enraizamento de miniestacas, cujos ganhos variaram de acordo com o clone e
isolado testados. Nao se observou interagao isolado-substrato, sendo que o
substrato a base de composto de casca de arroz carbonizada foi muito
superior, quanto a porcentagem de enraizamento e a massa de raizes. Esses
isolados foram também testados quanto a capacidade de indugcdo de
resisténcia em mudas de eucalipto enraizadas em substrato tratado com os
mesmos. Dois isolados foram bastante eficientes na reducéo da severidade da
ferrugem, no entanto, o mesmo efeito ndo foi observado para Cylindrocladium
candelabrum. Com o tratamento das mudas com rizobactérias apenas uma
semana antes da inoculagdo com Puccinia psidii, obteve-se reducdo na
severidade da doenga muito menor do que a observada nas mudas enraizadas

em substrato tratado com bactérias.
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