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RESUMO

CUNHA, Jeane de Fétima, M.S., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2005.
Rizobacterizacdo no crescimento de mudas de shipiruna (Caesalpinia
peltophoroides Benth). Orientador: José Mauro Gomes. Conselheiros. Acelino
Couto Alfenas e Haroldo Nogueira de Paiva.

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial de rizobactérias
promotoras de crescimento sobre a germinacdo de sementes e biomassa do sistema
radicular e da parte aérea de mudas de sbipiruna (Caesalpinia peltophoroides).
Utilizaram-se os isolados pré-selecionados para eucalipto. Foram realizados dois
ensaios. um de selegdo, utilizando-se isolados de rizobactérias em suspensdo sdlina, e
outro com os isolados selecionados em diferentes formulagdes (liquida e solida) e em
suspensdo salina. O segundo ensaio foi repetido para confirmagéo dos resultados. No
primeiro ensaio, testaram-se os isolados Ca, FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 e
ClIB. Para tanto, amostras de substrato a base de vermiculita e casca de arroz
carbonizada (1:1) foram tratados com 5 mL de uma suspensdo de cada isolado (ODsgo=
0,2 A)/ tubete de 55 cc de capacidade, correspondendo a cerca de 10 ufc/mL. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticoes por
tratamento, cada uma congtituida por 20 sementes. Aos 40 dias, avaliaram-se a
porcentagem de germinacdo e a massa seca de raizes e da parte aérea. Verificou-se
aumento significativo em matéria seca de raiz e da parte aérea para todos os isolados de

rizobactérias testados, em relacdo a testemunha. Todos os isolados proporcionaram



aumento significativo na germinacdo, a excegdo do 3918 e CIIB que ndo diferiram da
testemunha. Entre os isolados testados, quatro destacaram-se COmo 0S mais promissores
(FL2, MF4, MF2 e CIIB) e subsequentemente foram testados em duas formulagtes
(liquida e solida) e em suspensdo salina. Para cada tubete contendo 55 cc de substrato
aplicou-se 1 mL da formulacdo liquida, 1 g da sdlidae 5 mL do inéculo em suspensio
salina. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4
x 3) com um tratamento adicional (testemunha), empregou-se 0 mesmo nimero de
repeticoes e de sementes do primeiro ensaio. O segundo ensaio foi avaliado aos 40 dias.
N&o se observou diferenca significativa entre as formulacdes liquida, sdlida e o inéculo
em suspensdo salina, mas todas diferiram significativamente da testemunha para altura,
matéria seca do sistema radicular e da parte aérea. Os ganhos médios na matéria seca da
parte aérea, matéria seca de raiz e atura da parte aérea foram de 57,9 %, 51,8 %0 e 17,1
%, respectivamente. Este ensaio foi repetido e sua avaliagéo foi reduzida aos 30 dias.
Diferentemente do ensaio dois, observou-se diferenca significativa entre as formulagbes
liquida, sdlida e em suspensdo salina, sendo que a formulacdo liquida promoveu
maiores ganhos em altura, matéria seca da parte aérea e do sistema radicular,
comparando-se com o indculo em suspensdo salina para os isolados ClIB e MF2. Parao
FL2, os maiores ganhos na matéria seca de raiz e da parte aérea foram promovidos
quando veiculado na forma solida. O isolado MF4 formulado liquido ndo diferiu
estati sticamente do MF4 em suspensdo salina para germinacdo, altura e matéria seca da
parte aérea. Ao anadlisar o ganho médio dos isolados superiores a testemunha nas
diferentes formulactes e em suspensdo salina observou-se que ao aplicar a formulagdo
liquida obtiveram-se ganhos em germinacao, altura, matéria seca daraiz e da parte aérea
de 13,4 %, 35,5 %, 47,1 % e 23,9 %, respectivamente. Com a formulacdo sblida os
ganhos em germinacdo, altura, matéria seca da raiz e da parte aérea foram de 16,3 %,
35,0 %, 46,5 % e 19,4 %, respectivamente. Ja para o indculo em suspensdo salina os
ganhos foram de 13,8 % para germinacdo, 30 % para altura, 32,3 % para matéria seca de
raiz e 15,3 % para matéria seca da parte aérea. Os resultados obtidos mostram ganhos
significativos na producdo de mudas, sem nenhum gjuste no manejo ou na estrutura do
viveiro. Além desse ganho direto, pode-se ter um melhor aproveitamento da estrutura
fisicados viveiros, ao se diminuir o tempo de formacao das mudas, reduzindo-se o custo

de producéo.



ABSTRACT

CUNHA, Jeane de Faima, M.S., Universidade Federal de Vigosa, june, 2005.
Rhizobacterizacdo for the growth of seedlings of sbipiruna (Caesalpinia
peltophor oides Benth). Adviser: José Mauro Gomes. Committee Members. Acelino
Couto Alfenas and Haroldo Nogueira de Paiva.

This work amed to evaluate the potential of growth-promoting
rhizobacteria for seed germination and biomass of the root system and aeria part of
seedlings of sibipiruna (Caesal pinia peltophoroides). |solates pre-selected for eucalyptus
were used. Two assays were carried out: A selection assay using rhizobacteria isolates
in saline suspension and another with the isolates selected in different formulations
(liquid and solid) and saline suspension. The second assay was repeated for
confirmation of the results. In the first assay, the following isolates were tested: Ca,
FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 and CIIB. Thus, samples of vermiculite-based
substrate and carbonized rice hull (1:1) were treated with 5 mL of a suspension of each
isolate (ODsg40= 0.2 A)/ tubette of 55 cc capacity corresponding to around 10 ufc/mL.
The experimental design was completely randomized (CRD) with five repetitions per
treatment, each constituted by 20 seeds. At 40 days, germination percentage and dry
mass of the roots and the aerial parts were evaluated. A significant increase was
observed in dry matter of the root and aerial part for all the rhizobacteria isolates tested,
compared to the control. All the isolates provided significant germination increase,
except 3918 and CIB, which did not differ from the control. Among the tested isolates,
four were the most promising (FL2, MF4, MF2 and CI1B) and were subsequently tested

in two formulations (liquid and solid) and in saline suspension. For each tubette
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containing 55 cc of substrate, 1 mL of the liquid formulation, 1 g of the solid
formulation, and 5 mL of the innoculum were applied in the saline suspension. The
experimental design was completely randomized in a factorial scheme (4 x 3) with an
additional treatment (control), using the same number of repetitions and seeds of the
first assay. The second assay was evaluated at 40 days. No significant difference was
found between the liquid, solid formulations and the innoculum in saline suspension,
but all differed significantly from the control in height, and root dry matter and aeria
part height. The mean gains in dry matter of the aerial part, root dry matter and aerial
part height were 57.9%, 51.8% and 17.1%, respectively. This assay was repeated and its
evaluation was reduced to 30 days. Differently from assay 2, a significant difference
between the liquid/ solid formulations and the saline suspension was observed, with the
liquid formulation promoting higher gains in height, dry matter of the aerial part and
root system, compared to the innoculum in saline suspension, for the isolates ClIB and
MF2. For FL2, the highest gains in dry matter of the root and aeria part were promoted
via solid form. The isolate MF4, formulated liquid, did not differ statistically from the
MF4 in saline suspension for germination, height and dry matter of the aeria part.
When analyzing the mean gain of the isolates superior to the control in the different
formulations and saline suspension, it was observed that when the liquid formulation
was applied, gains were obtained in germination, height, and dry matter of the root and
aerial part of 13.4%, 35.5%, 47.1% and 23.9 %, respectively. For the solid formulation,
the gains in germination, height, dry matter of the root and aerial part were 16.3%, 35.0,
46.5, and 19.4 %, respectively, while for the inoculum in saline suspension the gains
were 13.8% for germination, 30% for height, 32.3% for root dry matter, and 15.3% for
aerial part dry matter. The results obtained show significant gains in seedling
production, without any adjustment in nursery management or structure. In addition to
this direct gain, it is possible to make a better use of the physical structure of the
nurseries by reducing the time needed for seedling formation, reducing the production
costs.

Xii



1- INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, tem sido grande a preocupac&o com a conservacdo de
espécies florestais nativas, sendo que 0 seu uso vem sendo restringido e também
protegido por lei no intuito de impedir a destruicdo das florestas brasileiras. N&o €, pois,
por falta de legislacdo que a natureza no Brasil vem sofrendo agressdes (Camara, 1982).

Poucos estudos existem a respeito de producdo de mudas de espécies nativas, ao
contr&rio da cultura do eucalipto que vem tomando espaco no Brasil devido ao
desenvolvimento de pesquisas (Rocha, 2002).

Mudas de espécies nativas tém sido utilizadas para reflorestamentos ou
recomposi¢cdo floristica e para arborizacéo (Paiva e Gomes, 2000). Os reflorestamentos
destinam-se a recomposi¢éo de matas ciliares ou recuperacéo de areas degradadas. O
aumento da demanda por este tipo de reflorestamento € devido a multas aplicadas por
agéncias de fiscalizacdo florestal sobre derrubadas ilegais, compensacdes ambientais
por aberturas de estradas, mineracOes, empresas em busca de certificacdo ambiental,
como a ISO 14000, ou proprietérios rurais que procuram restaurar as florestas que
existiam originamente, para fins conservacionistas. Nesses casos sdo feitos plantios
mistos com espécies nativas optando por aquelas que ocorriam ou ocorrem no local
(Schettino e Goncalves, 2002).

A utilizacdo de espécies nativas para reflorestamento ou recomposicao floristica
de areas desmatadas é de grande importancia para reduzir o impacto ambiental causado
pel os desmatamentos e conservar a biodiversidade (Mendonga, 1998).



Um dos principais elementos que condicionam as boas condi¢des do meio
ambiente das cidades é representado pelas arvores, através de uma arborizacao variada e
intensiva contribuindo para a elevacdo da qualidade de vida urbana, compondo as areas
de lazer, suavizando 0 excesso de sol e, por fim, tornando agradavel a paisagem através
de sua forma, folhagem e flores (Paiva e Goncalves, 2002). Entre as espécies
ornamentais destinadas a arborizacéo urbana pode-se citar: pata de vaca, sibipiruna, ipé
amarel o ando, flamboyant ando, resedé e murta (Lorenzi, 1992).

A sibipiruna é originaria da Mata-Atlantica Brasileira. E uma arvore de grande
porte (8 a16 m de atura), apresenta folhas compostas bipinadas, produz flores amarelas
em grande quantidade, floresce do final do més de agosto a meados de novembro, seus
frutos amadurecem no final de julho a meados de setembro e pertence a familia das
leguminosae-caesal pinoideae. A sibipiruna é encontrada em todas as regides do Brasil,
mas existe com mais intensidade no litoral entre Bahia e Rio de Janeiro. A sibipiruna,
além de ser recomendada para o paisagismo urbano, no geral (por possuir bela aparéncia
e raiz longitudinal), pode ser cultivada em parques e jardins, pois possui copa aberta e
com muitos ramos, sendo indicada para recuperacéo de areas degradadas como espécie
secundaria inicial ou pioneira; sua madeira pode, também, ser usada para construcéo
civil, como caibros e ripas, para estrutura de moveis e caixotaria em geral (Lorenzi,
1992).

Para 0 sucesso desgjado na implantacdo de projetos de reflorestamento, bem
como arborizagdo, € importante que as mudas sggam bem formadas, com maior
resisténcia a doencas bidticas e abidticas, possibilitando melhor desempenho em
condicdes de campo. Sendo assim, técnicas alternativas que otimizem a germinacdo das
sementes e 0 crescimento de espécies nativas sd0 fundamentais para melhorar a
qualidade das mudas e reduzir o custo de producdo. Neste aspecto as rizobactérias
ganham destaque, pois podem propiciar a producéo de mudas melhores.

Rizobactérias sdo bactérias da rizosfera com capacidade de colonizar as raizes
das plantas na presenca da microbiota natural do solo (Schoroth e Hancock, 1982). A
interacdo entre bactérias e raizes de plantas pode ser benéfica, prejudicial ou neutra
(Schippers et a., 1987). Rizobactérias benéficas sdo encontradas na rizosfera de
diversas culturas e 2 a 5% dos isolados dessas rizobactérias podem apresentar um efeito
positivo no crescimento de plantas (Schroth e Hancock, 1981). Aquelas que exercem
efeito benéfico no desenvolvimento de plantas através da promogéo do crescimento e/ou

protecdo contra organismos patogénicos sdo chamadas de rizobactérias promotoras de



crescimento de plantas ou PGPR (Plant Growth-Promoting Rizobacteria) (Kloepper et
al., 1990; Luz, 1996). Asrizobactérias que sdo prejudiciais as plantas, chamadas DRMO
(Deleterious Rhizosphere Microorganisms) colonizam as raizes e sdo consideradas
patogénicas (Suslow e Schroth, 1982).

Dentre as PGPR, destacam-se as dos géneros Pseudomonas, principalmente do
grupo fluorescente, Bacillus e actinomicetos do género Streptomyces; embora outros
géneros de bactérias sgjam citados na literatura (Arthrobacter, Corynebacterium,
Serratia, Erwinia, Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia etc.) (Digat
et a., 1993; Mahafee e Kloepper, 1994; Luz, 1996).

Rizobactérias tem sido estudadas h& vé&rios anos devido a capacidade de
aumentar o crescimento de plantas (Brown, 1974; Lifshitiz et al. 1987; Glick, 1995).
Em esséncias florestais, observou-se o efeito de rizobactérias no crescimento de mudas
oriundas de sementes de gimnospermas tais como Pinus, Picea, Tsuga, Pseudotsuga
(Chanway, 1997; Eneback et a, 1998), pinheiro (Chanway, 1992) e abeto vermelho
(Chanway e Holl, 1993). Em Eucalyptus camaldulensis foi observado um incremento de
44 % na sua biomassa ap06s co-inoculagdo com Azobacter chroococcum e Bacillus
megaterium (Mohammad e Prassad, 1988).

Dentre 107 isolados de bactérias obtidas da rizosfera de mudas de diferentes
clones de eucdipto, dez (Ca, FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 e CIIB)
apresentaram potencial como promotores de enraizamento de estacas e miniestacas de
Eucalyptus spp., proporcionando ganhos de 110% no enraizamento e de até 250 % no
peso de matéria seca de raizes de estacas e miniestacas, sendo que os isolados FL2 e
MF2 induziram resisténcia sistémica a ferrugem causada por Puccinia psidii (Teixeira,
2001). Apesar dos resultados positivos obtidos no referido trabalho, poucos estudos tém
sido realizados testando o efeito de rizobactérias em espécies nativas.

Devido aos resultados obtidos para Eucalyptus spp. aliado as necessidades de
novas tecnologias para producdo de mudas de espécies nativas, objetivou-se avaliar o
potencial de isolados de rizobécterias na germinacdo de sementes e no crescimento de
mudas de sibipiruna (Caesal pinia peltophoroides).



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- M ecanismos de promocao de crescimento

As PGPR (rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) podem promover

0 crescimento de plantas por meio de mecanismos que atuam direta ou indiretamente.

2.1.1- M ecanismos dir etos de promogao de crescimento

Os mecanismos diretos ocorrem quando as bactérias facilitam a incorporacédo de
certos nutrientes ao ambiente ou devido a acdo de compostos sintetizados por elas
(Sikora, 1988). Os efeitos diretos no crescimento de plantas provavel mente decorrem da
producéo de fitohormdnios como auxinas e giberelinas, inibicdo da sintese de etileno e
disponibilidade de nutrientes através da mineralizacdo de compostos orgéanicos e através

da solubilizac&o de nutrientes (Mahafee & Kloepper, 1994).

2.1.1.1- Producéo de fitohorménios

Muitos dos microrganismos que interagem com plantas possuem a capacidade
de sintetizar hormonios semelhantes aos produzidos por elas para regulacdo de
crescimento. Muitas rizobactérias sdo capazes de sintetizar alguns fitohormanios e seus
analogos, tais como auxinas, giberelinas e citocininas (Melo, 1998). O hormdnio auxina

€ importante nos processos de iniciacdo de raizes laterais e adventicias e na elongacado



radicular (Gaspar et al., 1996 e Yang et al., 1993). Apés o tratamento da planta com
algumas rizobactérias promotoras de crescimento, podem ocorrer dois efeitos
relacionados a auxina, o primeiro devido a producéo do microrganismo narizosferae o
outro devido ao estimulo a sintese do horménio pela propria planta (Gaudin et al.,
1994).

O &acido indol-acético (AlA) € a auxina mais comumente produzida na natureza,
que é sintetizada principalmente em rotas bioquimicas dependentes do triptofano. A
maioria das espécies presentes no solo sdo capazes de produzir AIA, podendo essa ser
uma estratégia para detoxificacdo do excesso de triptofano, aminoacido que pode ser
deletério as células bacterianas, liberado pelas raizes na rizosfera.. O AIA pode ainda
estar envolvido na regulagcdo da producédo de outros compostos importantes no
desenvolvimento bacteriano (Katsy, 1997). Isolados promotores de crescimento de
plantas favorecem indiretamente seu proprio desenvolvimento, visto que dependem dos
metabdlitos liberados por seus hospedeiros na rizosfera, aumentando a quantidade de
produtos exsudatos e a &rea de exsudacdo (Glick et al., 1999).

Um mutante de Pseudomonas fluorescens super produtor de AIA estimulou o
desenvolvimento radicular de groselheira-preta e inibiu as de cergjeira, 0 que indica que
o efeito do AIA 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 (Dubeikovsky, et al., 1993). A maior producdo de acido AIA por um
mutante de Pseudomonas fluorescens foi responsavel por maior sobrevivéncia e maior
peso fresco de raizes de plantulas de pepino em solo natural. Em solo autoclavado as
plantas inoculadas com o mutante apresentaram menor desenvolvimento expresso pela
menor elongagdo e peso fresco das raizes, além de menor preso fresco da parte aérea
(Beyeler et a., 1999). O efeito deletério da bactéria em solo autoclavado foi atribuido
ao maior nimero de UFC no solo autoclavado, 60 vezes maior, e consegientemente a
disponibilizacdo de AIA em excesso para as plantul as de pepino.

A producdo de hormbnios por PGPR pode ser influenciada por vérios fatores,
sendo que os exsudatos radiculares possuem efeitos significativos na sua producédo. Tal
efeito pode ser devido a presenca de precursores dos hormdnios, como triptofano, nos
exsudatos. A presenca de exsudatos de milho estimula a producéo de auxinas por
Pseudomonas fluorescens, o que pode ser pela presenca de triptofano nos exsudatos ou
devido aliberacao de triptofano oriundo de células mortas juntamente com os exsudatos

(Benizri et al., 1998). Diferentes exsudatos radiculares podem influenciar a mobilizacdo



da matéria organica e a acdo de giberilinas, auxinas e compostos relacionados (Nardi et
al., 2002). A presenca de triptofano também influenciaram a producdo de auxinas e
outras substancias fendlicas por Paenibacillus polymyxa (Lebuhn et al., 1997). A
producdo de citocinina por Paenibacillus polymyxa ocorre na fase estacionéaria do
crescimento (Timmusk € al., 1999). Em Pseudomonas putida a producéo de acido 3-
indol acético provavelmente ocorre devido a conversdo do acido 3-indol pirGvico pela

enzima dioxigenase do naftaleno (Mordukhovaet al., 2000).

2.1.1.2- Aumento da disponibilidade de nutrientes na rizosfera

Muitas bactérias associadas com plantas ndo leguminosas tém a capacidade de
fixar nitrogénio no solo e contribuir para um aumento na disponibilidade desse elemento
para as plantas. No entanto grande parte das rizobactérias diazotroficas ndo simbiontes
produz uma quantidade muito pequena de nitrogénio, quantidade essa quase toda
utilizada para o seu proprio crescimento (Glick, 1995).

Bactérias produtoras de sideréforos podem ter um efeito positivo na absorgdo de
ferro pelas plantas, pois algumas espécies de plantas sdo capazes de utilizar o complexo
Fe-sideréforo no solo (Leong, 1986). Porém, embora a producdo de sider6foros possa
gudar na absorcéo de ferro pela planta, ha maioria dos casos esse efeito é muito
pequeno (Glick, 1995).

O fésforo € um dos principais elementos que pode ter sua absor¢éo aumentada
com a utilizagdo de rizobactérias. Esse efeito € devido a capacidade que aguns isolados
promotores de crescimento tém de solubilizarem esse elemento via producdo de
enzimas e acidos organicos e também em decorréncia da maior parte de solo explorada
pelo sistema radicular melhor desenvolvido. Isolados de Bacillus e Pseudomonas
aumentaram a abosorc¢do de fosforo em varias culturas (Datta et al., 1982; Lifshitz et al.,
1987). Associado ao aumento da disponibilidade de fosfato para as plantas pelas
PGPR’s pode-se observar o aumento da produtividade de gréos de soja (Gaind & Gaur,
2002). Isolados solubilizadores de fasfatos naturais sdo encontrados também em solos
de plantio de eucalipto (Silva Filho et al., 2002). A solubilizacdo de fésforo depende da
forma em que se esse se encontra, da fonte de carbono presente, do microrganismo
envolvido no processo e de outros elementos minerais presentes no solo como
nitrogénio. Isolados de Pseudomonas apresentaram maior potencial de solubilizacgo de

fosfatos que isolados de Bacillus, que por sua vez foram melhores isolados do fungo



Aspergillus. Nenhum dos microrganismos foi capaz de solubilizar fosfato de ferro. A
solubilizac8o de fésforo a partir de fosfato de célcio foi maior em relagdo a fosfato de
auminio para a grande maioria dos microrganismos testados (Silva Filho & Vidor,
2000). A presenca de nitrato em meio de cultura pode reduzir ou inibir a atividade
solubilizadora de diferentes microrganismos, sendo que a presenca de aménio, na

maioria dos casos favorece a solubilizacdo dos fosfatos (Silva Filho & Vidor, 2001).

2.1.1.3- Sintese de acido car boxilico aminociclopr opano deaminase: inibicdo de
etileno

Um dos mecanismos mais importantes envolvidos na promocao de crescimento
de plantas por rizobactérias € a capacidade que tais organismos tém de diminuir o nivel
enddgeno de etileno nas mesmas (Hall et al., 1996). O etileno pode atuar como indutor
de enraizamento em varias espéecies de plantas, porém, seu acimulo apresenta efeito
inibitério na posterior elongacdo das raizes formadas. Esse hormdnio tem como
precursor o acido carboxilico aminociclopropano (ACC), que é derivado do AIA. Num
modelo proposto por Glick et al. (1998), para explicar como rizobactérias capazes de
utilizar o ACC podem atuar no crescimento radicular, os isolados promotores de
crescimento seriam atraidos para a superficie do sistema radicular em resposta a
secrecdo de triptofano e outros metabdlicos liberados na regido, utilizando esse
aminoécido para sintetizar AIA que contribuiria para 0 aumento do nivel endégeno
desse hormdnio na planta e estimulando os processos de proliferacdo e elongacéo
celular. Uma parte desse AIA poderia estimular a atividade da enzima ACC sintase,
convertendo adenosiimetionina (AdoMet) em ACC. Uma quantidade significativa desse
ACC poderia ser liberado na rizosfera e hidrolizado por bactérias que produzem a
enzima ACC deaminase liberando amonia e [-cetobutarato para seu metabolismo. Essa
utilizacdo do ACC pelas bactérias decresce a quantidade desse composto na planta o
gue pode levar a mesma a aumentar a exsudacdo do mesmo, visando manter um
equilibrio entre os niveis interno e externo de ACC. Como ACC é precursor do etileno,
a sua hidrdlise leva a uma diminuicdo desse horménio na planta, o que propicia uma

maior elongacéo do sistemaradicular.

2.1.2- M ecanismos indir etos de promocéao de crescimento



No caso de promocdo indireta de crescimento, as rizobactérias atuam como
agentes de biocontrole, beneficiando organismos benéficos as plantas ou suprimindo
organismos del etérios ou patogénicos a estas.

As rizobactérias utilizam vé&rios mecanismos para sobreviver na rizosfera e
suprimir o atague de patégenos as plantas, podendo ocorrer mais de um mecanismo ao
mesmo tempo (Melo, 1998). Além da vantagem de serem encontradas em grande
quantidade no solo, as rizobactérias sdo cultivadas em meio de cultura, facilitando o uso
de formulagbes comerciais (Weller, 1988).

2.1.2.1- Supressdo de microrganismos deletérios e/ou patogénicos

Muitas vezes, 0 efeito negativo de um microrganismo sobre a planta ocorre de
uma forma dificilmente perceptivel, ndo ocorrendo infeccdo ou aparecimento de
sintomas tipicos como os induzidos por organismos. Geralmente esses organismos
afetam a planta por meio da producdo de metabdlitos téxicos e seus efeitos se
restringem a diminuicdo do desenvolvimento, em funcdo de atuarem negativamente
sobre os processos de germinagdo, 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 promocdo de crescimento
também podem apresentar efeitos deletérios. A atuacdo positiva ou hegativa de auxinas,
etilieno, citocininas e vitaminas e outras substéncias relacionadas ao crescimento de
plantas produzidas narizosferavai depender de suas concentragdes total e relativa.

A atuacdo de PGPR como agentes de biocontrole favorece indiretamente o
desenvolvimento da planta hospedeira. Os principais mecanismos envolvidos nesse
controle sdo competicdo, antibiose, parasitismos, producdo de compostos voléteis

toxicos e indugdo de resisténcia.

2.1.2.2- Antibiose

Os antibidticos s80 compostos organicos que possuem baixo peso molecular e
grande diversidade quimica produzidos por microrganismos e que, em baixas
concentracdes, atuam como deletérios a0 metabolismo de outros organismos (Fravel,
1988). Outros produtos do metabolismo microbiano como agentes liticos, enzimas,

compostos voléateis, metabdlitos microbianos especificos e ndo —especificos assim como



diversos outros compostos téxicos podem ter efeito deletério sobre os microrganismos
darizosfera (Sturz & Christie, 2003).

Devido sua facilidade de estudo in vitro o mecanismo de antibiose era o
mecanismo mais estudado. Porém, a determinacéo do papel real de substancias anti-
microbianas in situ se mostra bem mais complexo, sendo sua atuagcdo desuniforme no
tempo e no espaco e ocorrendo somente em habitats onde os fatores ambientais
favorecam a ativacdo e expressdo dos genes envolvidos em sua sintese (Loper et al.,
1997).

A capacidade de produzir antibiéticos pode propiciar uma maior capacidade
competitiva a isolados promotores de crescimento na rizosfera, aumentando sua
sobrevivéncia e colonizagdo no sistema radicular. Muitos antibi6ticos produzidos por
bactérias so bem conhecidos, como oomicinas, fenazinas, pioluterinas e pirrolnitrinas.
A promocgdo do crescimento vegetal e aumento na producéo pode em certos casos ser
correlacionada com a producéo de substancias anti-microbianas que apresentam efeito
deletério contra patégenos e outras populactes microbianas da rizosfera (Kloepper &
Schroth, 1981).

Isolados Pseudomonas putida, P. fluorescens, Bacillus subitilis e
Flavobacterium apresentaram efeito antagonista contra Phytophthora parasitica e
Phytophthora citrophthora tanto in vitro, como da inoculagdo das rizobactérias em
sementes de citros. O efeito antagbnico das rizobactérias foi atribuido a producéo de
sideréforos e de substancias toxicas ndo identificadas (Amorin & Melo, 2002). Varias
substéncias oriundas do metabolismo e co-metabolismo microbiano podem agir no
controle e supressdo de fitopatdgenos. A supressdo de R. solani por Bacillus
amyloliquefaciens, agente de biocontrole utilizado contra vérios patdégenos fungicos, foi
atribuida a capacidade do isolado bacteriano produzir, em meio de cultura, trés
compostos isoméricos da iturina A, antibiético ciclico lipopepitidico produzido por B.
subitilis (Yu et al., 2002). A antibiose de rizobactérias contra vérios patdgenos fungicos
como Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Getha e Vikineswary, 2002), F. oxysporum
f.sp. ciceris (Landa et al., 2001), Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum e
Macrophomina phaseolina (Pal et al., 2001), Botrytis cinerea (Helbig & Bochow,
2001), R. solani (Pal et al., 2000; Thrane et al., 2001), Sclerotinia minor (El-Tarabily et
a., 2000), F. graminearum (Dal Bello et a., 2002), Pythium (Naseby et a., 2001),
Verticilium dahliae (Berg et a., 2001) entre outros ja foi demonstrada em diversos

hospedeiros.



Em varios casos estudados a producdo de antibidticos por isolados de
Pseudonomas sp. é codificada por um pegueno nimero de genes agrupados (Hammer et
al., 1997), mas a capacidae de controlar um patdégeno especifico ndo implica em
proximidade genética dos isolados. Dentre 29 isolados de Pseudomonas do grupo
fluorescente com atividade antifugica, foi verificada grande diversidade genética entre
os isolados capazes de inibirem Pythium ultimum, embora sete isolados que
apresentaram maior controle de doenca tenham apresentado similaridade maior que
68%. No mesmo grupo também estavam dois isolados sem capacidade de controlar o
patogeno (Ellis et al., 2000), mostrando que apenas a similaridade genética ndo implica
em caracteristicas desgjaveis ao hiocontrole. Existem também regulagcbes mais
complexas envolvendo um grande nimero de genes, como em Streptomyces spp.
(Hutchinson e Fujii, 1995).

2.1.2.3- Competicao

A competicdo entre organismos que convivem em um mesmo habitat, no caso da
rizosfera, é principalmente por nutrientes e espaco. Essa competicdo pode levar até a
exclusdo de um organismos de um determinado nicho. O nitrogénio, o carbono e o ferro
s80 elementos essenciais para 0 desenvolvimento da maioria dos fitopatégenos (Paulitz
& Baker, 1987). A competicdo por ferro pelas PGPR envolvem a participacéo de
compostos especiais denominados sideréforos, que s3o pequenos quelantes de Fe** de
baixo peso molecular (500 — 1000 daltons), que sdo produzidos extracelularmente por
Varios microrganismos aerobicos ou anaerdbicos facultativos, em resposta ao estresse
causado pela baixa concentracéo de ferro no ambiente de crescimento (Leong, 1986).

As espécies pertencentes ao grupo das Pseudomonas fluorescens produzem
sideréforos como a pioverding, que 0 nome comum € pseudobactina, que apresenta alta
afinidade com o Fe™ e transporta esse elemento para o interior das células. Assim, os
microrganismos fixam Fe'™ , tornando-o menos disponivel a outros incapazes de
produzir agentes similares de transporte de ferro (Luz, 1996). Porém se o Fe'™ ndo é
limitante no solo, a presenca de sider6foro ndo tem nenhum efeito (Luz. 1993).

Ocorreu competicdo por nutrientes entre oosporos do fungo Pythium
aphanidermatum, causador da doenca denominada de tombamento, e PGPR’s. Essa
competicdo promoveu o controle da doenca (Elad & Chet, 1987). Outro exemplo de

competicdo pode ser observado no sistema Erwinia cloacae e Pythium ultimum onde
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houve inativacdo do estimulo a germinacdo de esporangios do fungo, pois P. ultimum
requer substancias exudadas das sementes e na presenca da bactéria essas mol éculas séo
inativadas (Nelson, 1992).

2.1.2.4- Inducéo deresisténcia

Os mecanismos de defesa nas plantas podem ser ativados por um estimulo
apropriado. Essainducéo de resisténcia ocorre de forma natural, em especial quando séo
observadas reacOes de hipersensibilidade, e pode ser ativada por produtos quimicos,
organismos ndo patogénicos, formas avirulentas ou ragas incompativeis de uma
patdgeno ou por patdgenos virulentos (Van Loon et al., 1998). Em geral essainducdo de
resisténcia € sistémica e seu efeito pode ser observado em locais da planta distantes do
local de aplicacdo do indutor, embora, as vezes, ocorra apenas de forma localizada. Esse
mecanismo € denominado de resiténcia sitémica adquirida (SAR), caracterizada pelo
acumulo de &cido sdlicilico (AS) e proteinas relacionadas a patogénese (PRs) (Van
Loon et al., 1998).

A inducéo de resisténcia promovida por PGPR atua contra doencas causadas por
fungos, bactérias, virus (Liu et a., 1995 a,b; Mauhofer et al., 1998), insetos (Zehnder et
al., 1997) e nematoides (Sikora, 1988). As principais PGPR envolvidas com o
mecanismo de resisténcia induzida sdo: Bacillus subtilis, Pseudomonas spp., incluindo
as espécies P. fluorescens e P. putida e Serratia marcescens (Luz, 1996).

A inducdo de resisténcia sistémica provocada por Pseudomonas putida strain
89B-27 e Serratia marcescens strain 90-166 reduziu a fusariose em cucurbitéceas
incitada por Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum (Liu et al., 1995a). O tratamento
de sementes de tomate com PGPR’s reduziu a incidéncia e a severidade do Tomato
mottle virus e aumentou a producdo de frutos (Murphy et al., 2000). O tratamento de
sementes de cucurbitaceas com P. putida strain 89B-27, Flavomonas oryzihabitans
strain INR-5, S marcescens strain 90-166 e Bacillus pumilus strain INR-7 promoveu a
protecdo sistémica contra a mancha angular causada por Pseudomonas syringae pv.
lachrymans reduzindo o didmentro da lesdo quando comparado com plantas ndo
tratadas (Liu et al., 1995b; Wei et al., 1996). A aplicacdo no solo de P. fluorescens
strain CHAO induziu protec&o sistémica contra o virus que causa necrose em plantas de
tabaco (Tobacco necrosis virus — TNV) (Maurhofer et al., 1994, 1998). O tratamento
com Bacillus subtilis induziu a protegdo contra o nemat6ide Meloidogyne incognita e
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M. arenaria em plantas de algodao (Sikora, 1988). Diversos isolados de PGPR foram
capazes de induzir resisténcia sistémica em mudas de eucalipto contra Puccinia psidii
(Teixeira, 2001).

2.1.2.5- Parasitismo

Muitos isolados de bactérias possuem enzimas capazes de lisar células fungicas,
como, por exemplo, quitinases, envolvidas na degradacdo da quitina, principal
componente da parede celular desse grupo de organismos, gluconases, proteases e
lipases (Chet & Inbar, 1994). A inoculag&o microbiolizacgo de sementes de tomate com
PGPR, Azospirillum sp., Azotobacter chroococcum e Pseudomonas fluorescens,
aumentou a massa fresca das plantas de tomate e reduziu a incidéncia de podriddo e
mela de Rhizoctonia. Foi encontrada correlacdo negativa (-0,85) entre a colonizacéo de
esclerddios pelas PGPR e a germinacdo dos esclerédios, e também entre o nimero de
unidades formadoras de colénias das PGPR no solo rizosférico das plantas e a
incidéncia de doenca (Gupta et al., 1995). A maioria dessas enzimas liticas sdo
codificadas por um Unico gene, facilitando a clonagem e transferéncia para isolados que
ndo 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 eficéncia de biocontrole (Koby et al.,
1994).

2.1.2.6- Producéo de Compostos voléteis toxicos

Os principais compostos voléteis produzidos por rizobactérias que podem atuar
no controle biolégico sdo aménia e acido cianidrico (HCN). Varios isolados de
Pseudomonas produzem HCN na rizosfera, o que inibe o crescimento de véarios
organismos como pode ser observado no sistema de controle bioldgico P. fluorescens X
Thielaviopsis sp. em fumo (Défago et al., 1990).

Altas concentracfes desse &cido podem ser téxicas também para agumas
plantas, podendo ter efeito deletério sobre o crescimento das mesmas, como ja foi
observado em plantas de batata (Shippers et al., 1987). No entanto esse composto pode
também atuar promovendo o desenvolvimento de pélos radiculares (Luz, 1996).
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2.1.2.7- Promogcao de associacfes simbidticas

Rizobactérias podem ter um efeito positivo no desenvolvimento de relaces
simbidticas entre plantas e fungos micorrizicos e/ou isolados de rizobios. Essas
bactérias com capacidade de colonizar o sistema radicular micorrizado e sua area de
influéncia (micorizosfera), propiciando um aumento de micorrizagdo, sdo chamadas de
“Mycorrhization Helper Bacteria (MHB) (Garbayer, 1994). Alguns isolados de
Pseudomonas promotores de crescimento em coniferas podem especificamente
estimular a performance de pléantulas micorrizadas no campo por um mecanismo mais
complexo do que um simples aumento da infeccdo fungica (Shishido et al., 1996).

Producdo de fitohormbnios, que contribuem para mudancas na morfologia
radicular, aumento da disponibilidade de fésforo no solo, producéo de antibidticos e
proteinas ligadas a membrana celular sd0 propostos como possiveis mecanismos
envolvidos no aumento da nodulagdo de rizébios em leguminosas por PGPR (Mahaffee
& Kloepper, 1994).

As rizobactérias utilizam varios mecanismos para sobreviver na rizosfera e
suprimir o ataque de patégenos as plantas, podendo ocorrer mais de um mecanismo ao
mesmo tempo (Melo, 1998).

13



3- MATERIAL E METODOS

A pesguisa foi conduzida no Laboratério de Patologia Florestal e Genética da
Interacdo Planta Patdgeno do Departamento de Fitopatologia/Bioagro e no viveiro de
Pesquisa Florestal do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vicosa (Vicosa— MG).

Redlizaram-se dois ensaios. No primeiro, foram testados dez isolados de
rizobactérias em suspensdo salina, no segundo, testaram-se quatro isolados (pré-
selecionados) nas formulagtes liquida, solida e o inéculo em suspensdo salina. O ensaio
foi repetido, para confirmacdo dos resultados. As sementes de sibipiruna (Caesalpinia
peltophoroides) utilizadas foram coletadas na mata da silvicultura da Universidade
Federal de Vigosa (Vigosa MG).

3.1- Selecao deisolados

Este ensaio foi redlizado no periodo compreendido entre 27/03/2004 e
06/05/2004.

3.1.1.- Isolados testados
Testaram-se 0s isolados de rizobactérias pré-selecionados para eucalipto

(Teixeira, 2001), sendo eles, FL2 (Pseudomonas aeruginosa), Ca (Pseudomonas fulva),
3918 (Bacillus subtilis), R1 (Frauteria aurantia), S1 (Bacillus subtilis), S2 (Bacillus
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subtilis), CIIB (Senotrophomonas maltophilia), MF2 (Pseudomonas sp.), MF4
(Pseudomonas sp.) e VC2 (ndo identificado).

3.1.2- Producéao e preparo do in6culo

A suspensdo de cada rizobactéria foi preparada no laboratério de Patologia
Florestal e Genética da Interacdo Planta Patdgeno do Departamento de
Fitopatologia/Bioagro a 0,2 de absorbancia aferida em espectrofotdbmetro a 540 nm,
equivalente a 10° ufc (unidades formadoras de coldnias)/mL. Para a producdo do
indculo, suspensdes bacterianas em solucdo salina (0,85 %) foram obtidas a partir de
coldnias cultivadas em meio 523 de KADO e RESKETT (1970) por 48 h a 27 °C. A fim
de confirmar a concentracdo de inéculo aplicada e a viabilidade das células bacterianas,
em cada ensaio foi reservada uma aliguota de cada suspensdo para posterior avaliacéo
em espectofotometro.

Para o indculo em suspensdo salina foi adicionada 1% de leite em pd como fonte
alimentar inicial para as rizobactérias. A suspensdo de inéculo dos respectivos isolados,
equivalente a 5 mL de suspensdo por 50 cc (centimetros cubicos) de substrato foi

aplicada no substrato e homogeneizada em caixas de plastico.
3.1.3- Rizobacterizacao do substrato

Para a rizobacterizagdo do substrato utlizaram-se 11 caixas plasticas. Em 10,
aplicaram-se 5 litros de substrato (vermiculita: casca de arroz carbonizada (1:1)), 0,5
litros da suspensdo do indculo (5 mL/ tubete) a 0,2 de absorbancia ( 10° ufc/mL)
contendo cada rizobactéria, diluido em 0,5 L de agua, 0,04 g de superfosfato simplese 1
% de leite em pd. Na testemunha o substrato foi tratado com agua (1 L) e superfosfato
simples (0,04 g). Para cada tratamento foram utilizados 100 tubetes plésticos de 50 mL
de capacidade.

O substrato inoculado foi homogeneizado e distribuido nos tubetes montados em
bandgjas de 96 células devidamente etiquetadas por repeticdo e tratamento. Cada
bandeja continha 60 tubetes, com a excegdo de uma que continha 20. As bandejas foram
levadas para casa de vegetacdo, onde se procedeu a semeadura de duas sementes em
cada tubete. A irrigacdo foi feita duas vezes por dia (de manha e pelatarde) utilizando o

sistema deirrigacdo por aspersdo. Apos 40 dias avaliou-se o experimento.
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3.1.4- Variaveis avaliadas

Foram avaliadas a porcentagem de germinacdo, 0 peso de matéria seca de raizes
e da parte aérea aos 40 dias.

Para avaliagdo da porcentagem de germinacdo todas as sementes germinadas
foram contadas por tratamento e repeticdo e para determinacéo do peso de matéria seca
de raizes e da parte aérea, as raizes e parte aérea de 10 plantas de cada repeticdo, foram
destacadas, lavadas, colocadas em sacos de papel, secas em estufa a 70°C por 72 h e
pesadas.

3.1.5- Procedimentos estatisticos

O ensaio foi montado em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) contendo 11 tratamentos (10 rizobacterias + 1 testemunha) com 5 repeticOes de
20 mudas cada totalizando 1100 plantas.

As andlises edtatisticas foram feitas no programa SAEG. As médias foram
comparadas pelo teste Scott Knott a 5% de significancia.

3.2- Testes de formulacdes

Este ensaio foi realizado no periodo compreendido entre 16/07/2004 e
26/08/2004. Em 28/08/04 foi repetido e avaliado em 28/09/04 para confirmagdo dos
resultados.

3.2.1- Isolados testados

Dos dez isolados testados no ensaio um, quatro que se destacaram como 0s mais
promissores (MF2 (Pseudomonas sp.), MF4 (Pseudomonas sp.), FL2 ( Pseudomonas
aeruginosa) e ClIB (Stenotrophomonas maltophilia)) foram testados nas formulagoes
liquida e solida, comparado com o in6culo em suspensdo salina, produzido como

descrito anteriormente (item 1.2).

3.2.2- Producéo das for mulagdes liquida e sdlida

16



Foram utilizadas duas formulagdes de rizobactérias, uma liquida e outra solida,
produzidas pela Bio Soja Industrias Quimicas e Bioldgicas, com o objetivo de aumentar

a sobrevivéncia e a eficiéncia das rizobactérias.
3.2.3- Rizobacterizacdo do substrato

Para a rizobacterizacdo do substrato, 100 g do inoculante sdlido a 10° ufc/g, 100
mL do inoculante em liquido a 10° ufc/mL, diluido em 900 mL de &gua e 500 mL do
indculo em suspensdo salina a 108 ufc/mL, diluido em 500 mL de 4guae 1 % de leite em
po, foram homogeneizados individualmente em caixas pléasticas contendo 5 litros de
substrato (vermiculita : casca de arroz carbonizada (1:1)) e 0,04 g de superfosfato
simples. Para a testemunha, foi adicionado ao substrato apenas &gua (1 L) e fertilizante
(0,04 9).

Apbs a homogeneizagdo, o substrato foi distribuido em tubetes de 50 mL de
capacidade, que foram colocados em 20 bandejas ( 96 células) devidamente etiquetadas
por repeticao e tratamento, cada bandeja continha 80 tubetes. As bandejas foram levadas
para casa de vegetacdo, onde se procedeu a semeadura de uma semente em cada tubete.
A irrigacdo foi feita duas vezes por dia (de manha e pela tarde) utilizando o sistema de
irrigacdo por aspersdo. Apos 40 dias, avaliou-se o segundo experimento e apos 30 dias,

o terceiro.
3.2.4- Variaveis avaliadas

Foram avaliadas a porcentagem de germinacdo, 0 peso de matéria seca do
sistema radicular e da parte aérea, como descrito no item 1.4 exceto que, neste ensaio
todas as plantas foram avaliadas quanto a0 peso de matéria seca de raizes e da parte
aérea. Avaliou-se também a altura das plantas aos 40 dias com o uso de régua graduada
em centimetros. Devido a perda de folhas das mudas de sibipiruna, na repeticdo do
ensaio, as varidveis foram avaliadas aos trinta dias.

3.2.5 - Procedimentos estatisticos

O delineamento experimental do ensaio foi inteiramente casualizado (DIC) em

arranjo fatorial (4 (isolados) x 3 (duas formulacdes e o inéculo em suspensdo saling)),
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com um tratamento adicional (testemunha), com 5 repeticdes de 20 mudas totalizando
1300 plantas. Foram realizadas a andlise do fatorial e a analise do fatorial com o
tratamento adicional (Garcia, 2001).

Como o ensaio foi instalado em esquema fatorial e com um tratamento adicional,
foi necessario fazer a andlise estatistica considerando o efeito de isolado, de formulacéo
e ainteracdo “isolado*formulacéo”. Quando a probabilidade foi menor que 0,05 houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. As analises estatisticas foram
feitas no programa STATISTICA e no SAEG. As médias foram comparadas, pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Para verificar se os dados do segundo e da sua repeticdo poderiam ser analisados
conjuntamente realizou-se 0 Teste F. As variancias foram obtidas dividindo-se o
quadrado médio do residuo das varidveis do segundo ensaio pelos do terceiro. Segundo
Gomes e Garcia (2002) quando o F calculado for menor que sete faz-se a andlise
conjunta, quando for maior que sete, ndo é possivel a suarealizago.

As porcentagens de ganhos individuais, para cada tratamento, foram calculadas
em relacdo a testemunha. Para as porcentagens de ganhos gerais, para cada variavel, foi

tirada a média entre os tratamentos utilizando-se as porcentagens de ganhos individuais.
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4- RESULTADOS

4.1- Selecao deisolados

Verificou-se aumento significativo na matéria seca de raizes e da parte aérea
para todos os isolados de rizobactérias testados, em relacdo a testemunha. Para
porcentagem de germinacdo a maioria dos isolados diferiu significativamente da
testemunha, a excegdo do 3918 e CIIB. Apesar disso o indice de germinacdo para esses
isolados foi numericamente maior comparando-se com atestemunha (Tabela1).

Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre a maioria dos isolados, o
FL2 foi numericamente superior aos demais, para porcentagem de germinagéo, pois
aumentou em 36,8 % 0 nimero de sementes germinadas enquanto o S2 promoveu um
ganho de 35,6 %. Utilizando-se o isolado FL 2, também se obteve boa resposta para peso
de matéria seca de raizes e da parte aérea. Apesar do isolado ClIB ndo ter diferido
estatisticamente da testemunha e do 3918 quanto a porcentagem de germinacdo, para
matéria seca de raizes ele foi significativamente superior a testemunha e numericamente
superior aos demais isolados. Para matéria seca da parte aérea, o ganho obtido com o
isolado MF4 foi numericamente superior comparando-se com os demais isolados. Para
matéria seca de raizes, o ganho obtido com o isolado MF4 foi inferior apenas ao obtido
com o isolado CIIB. Com o isolado FL2, também obteve boas respostas quanto ao
incremento de matéria seca de raizes e parte aérea. Os isolados FL2, MF4, MF2 e CIIB
foram selecionados para os testes subseqiientes em dois tipos de formul agdes.
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Para os isolados significativamente superiores a testemunha os ganhos em
germinacdo variaram de 21,8 % a 36,8 %, com uma média de 29,3 %. Ja para matéria
seca da parte aérea e do sistema radicular os ganhos variaram de 20,0 % a 36,3 %, com
média de 27,2 % e de 66,7 % a 105,7 %, com média de 83,6 %, respectivamente.
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TABELA 1- Porcentagem de sobrevivéncia, peso da matéria seca do sistema radicular e da parte aérea de 10 mudas de sibipiruna
(Caesalpinia peltophoroides) aos 40 dias, paraosisolados FL 2, S2, Ca, VC2, MF4, MF2, S1, R1, 3918 e CIIB.

Variaves
I solados Sobrevivéncia (%) M atéria seca deraiz (mg) M atéria seca da parte aérea (mg)
FL2 59,5 A (36,8) 788 A (87.6) 2140 A (33,8)
2 59,0 A (35,6) 700 A (66,7) 2040 A (27.5)
Ca 59,0 A (35,6) 718 A (70,9) 1930 A (20,6)
VC2 56,0 A (28,7) 756 A (80,0) 2000 A (25,0)
MF4 555 A (27.6) 860 A (104,7) 2180 A (36,3)
MF2 545 A (25,3) 796 A (89,5) 2120 A (32,5)
s1 53,5 A (22,9) 710 A (69,0) 2078 A (29,9)
R1 53,0 A (21,8) 760 A (80,9) 1980 A (23,8)
3018 515 B _ 760 A (80,9) 1920 A (20,0)
ClIB 51,0 B _ 864 A (105,7) 1960 A (22,5)
Test. 435 B B 420 B _ 1600 B _
Ganh. médios (%) 29,3 83,6 272
CV (coef. de 125 12,9 12,3
variagéo) %

Médias seguidas de mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knott, em nivel de 5% de
significancia.

() Ganho médio

Fonte: Dados da pesquisa
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4.2- Teste de formulagdes

Houve diferenca entre o segundo ensaio e a repeticdo. Ao dividir-se o quadrado
medio do residuo das varidveis do segundo ensaio pelos do terceiro (para obtencdo das
variancias), observou-se que o F calculado foi maior que sete, ndo sendo possivel a
realizacdo da analise conjunta dos dois ensaios (Garcia, 2002).

Para 0 segundo ensaio, todos os isolados testados promoveram aumento
significativo na altura, matéria seca do sistema radicular e da parte aérea (efeito de isolado),
em relacdo a testemunha, mas ndo se observou efeito de formulacdo e nem interacdo
significativa (isolado*formulagdo). Todos os isolados nas formulagdes liquida e sdlida e
com o inéculo em suspensdo salina ndo diferiram entre si, mas foram significativamente
diferentes da testemunha. Apenas para porcentagem de germinacdo ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os isolados testados e a testemunha, embora tendessem a ser
superiores aela (Tabela 2).

Para matéria seca de raizes e da parte aérea ndo houve diferenca estatistica entre os
isolados testados, todavia, os isolados MF4 e MF2 foram numericamente superiores ao
ClIB eFL2 (Tabela2).

Os ganhos em germinagdo variaram de 12,4 % a 19,0 %, com uma média de 16,4 %.
Para matéria seca da parte aérea e do sistema radicular os ganhos variaram de 50,45 % a
65,60 %, com meédia de 57,90 % e de 42,46 % a 57,53 %, com média de 51,8 %,
respectivamente (Tabela 2).

Em geral, os isolados numericamente superiores para porcentagem de germinacéo
ndo foram os que induziram maiores valores de peso de matéria seca de raizes e parte aérea,
mas os isolados que promoveram maiores ganhos na matéria seca da parte aérea, em geral,
foram os que também induziram maiores massas de raizes. Entre os isolados testados,

verificou-se variagdo na altura média das mudas.
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TABELA 2- Porcentagem de germinacdo, atura da parte aérea e massa de matéria seca do sistema radicular e da parte aérea por
semente germinada de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides) aos 40 dias, para os isolados MF4, MF2, FL2 e CIIB, nas
formulagbes liquida, sdlida e com o indculo em suspensdo salina. Ensaio 2

Variaveis

Germinacao M.SP.A M.S/ Raiz Altu./ P.A
Isolados (%) (mg) (mg) (cm)
MF4 82,0 (17,2) 265,84 A (65,60) 114,0 A (56,16) 8,6 AB (17,80)
CliB 83,3 (19,0 241,55 A (50,45) 104,0 A (42,46) 83 B (13,69)
FL2 82,0 (17,2) 250,69 A (56,14) 110,0 A (50,68) 89 A (21,91)
MF2 78,7 (12,9) 255,81 A (59,33) 115,0 A (57,53) 8,4 AB (15,06)
Test 70,0 - 160,55 B - 73,00 B - 73 C
Ganho Médio (%) 16,40 57,90 51,80 17,12
Coef.Variacéo(%) 9,8 19,5 20,0 8,5

M édias seguidas de mesma letra em uma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia.
MS/P.A- Matéria seca da parte aérea

MS/R- Matériasecaderaiz
Altu/P.A- Altura da parte aérea
()- Ganho médio

Fonte: Dados da pesquisa
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No terceiro ensaio, com a excegdo do isolado FL2 na formulagdo liquida (para
matéria seca da parte aérea), todos os isolados de rizobactérias nas formulagbes liquida e
solida e em suspensdo salina promoveram aumento significativo na porcentagem de
germinagdo, atura, matéria seca de raizes e da parte aérea, comparando-se com a
testemunha. Apenas para porcentagem de germinacdo ndo houve efeito entre
isolado*formulacdo, ou seja, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as
formulagdes e o indculo em suspensdo saling, apesar de terem diferido da testemunha, n&o
sendo possivel indicar o melhor isolado para cada formulagdo e a melhor formulacdo para
cada isolado. Para altura, matéria seca de raizes e da parte aérea houve efeito entre isolado*
formulacdo (Tabela 3 e 4), sendo possivel indicar o melhor isolado para cada formulacdo e
amelhor formulagdo para cadaisolado.

Para a formulagdo liquida, os isolados que promoveram maiores ganhos em alturae
maior incremento na matéria seca da parte aérea foram MF4, CIIB e MF2, ja para aumento
da matéria seca do sistemaradicular foi o isolado MF4 e depois, o ClIB. No gera, para esta
formulacdo os melhores isolados foram 0 MF4 e o CIIB. Para a formulagdo sdlida os
maiores ganhos em atura e matéria seca da parte aérea foram promovidos pelos isolados
MF4, MF2 e FL2 e para matéria seca de raizes pelos isolados MF2 e FL2. No gera, os
melhores isolados para a formulacdo sdlidaforam FL2 e MF2. Para o in6culo em suspensao
salina os isolados mais eficientes para incremento em altura, em matéria seca de raizes e da
parte aéreaforam MF4 e FL2 (Tabela 3).

Para formulagdo liquida os ganhos em altura variaram de 20,0 % a 42,0 %, com
média de 35,5 %; para matéria seca da parte aérea, de 22,4 a 25,7 %, com média de 23,9 %;
para matéria seca do sistema radicular de 31,8 % a 65,9 %, com médiade 47,1 % (Figura 1
e 2). Para a formulaggo solida os ganhos em altura variaram de 32,7 % a 36,0 %, com
média de 35,0 %, para matéria seca de raizes e parte aérea variaram de 20,4 % a 61,4 %,
com média de 46,5 % e de 16,4 % a 24,3 %, com média de 19,4 %, respectivamente. Para o
indculo em suspensdo salina os ganhos em altura variaram de 23,6 % a 40 %, com media de
30 %, para matéria seca de raizes e da parte aérea variaram de 29,5 % a 36,3 %, com média
de 32,3 % e de 11,2 % a 20,3 %, com média de 15,3 %, respectivamente. Os ganhos para a

formulacdo liquida, sdlida e o indculo em suspensdo salina, levando-se em conta todos os
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isolados e as variaveis: altura, matéria seca de raizes e da parte aérea foram de 34,6 %, 34,3
% e 25,8 %, respectivamente.

Ao analisar-se a porcentagem de ganho de todos os isolados testados nas diferentes
formulagbes, observou-se um maior incremento na matéria seca do sistema radicular, em
comparagdo a matéria seca da parte aérea e adtura. A porcentagem de ganho geral para

matéria seca de raizes, levando-se em conta todas as formulagdes chegou a 41,9 %.
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TABELA 3 - Efeito dos isolados MF4, MF2, CIIB e FL2 em formulagdes liquida e solida e com o in6culo em suspensdo salina na
porcentagem de germinacdo, altura, matéria seca de raiz e da parte aérea de mudas de sibipiruna (Caesalpinia
peltophoroides), aos 30 dias.

I solados
MF4 CliB MF2 FL2 Testemunha | Ganho Coeficiente de
Form. Médio Variagéo (%)
(%)
Liquida | Sobreviv.(%) | 82 A (18,3) 78A (13,00 | 75A (8,7) 78A (13,0) |69 B 13,4 4,4
MSPA (mg) | 186 A (22,4) 188 A (23,7) | 191A (25,7) | 171B 152B 23,9 45
MSR (mg) 73 A (65,9) 68B (54,5 |60C(36,4) |58C(3L,8 |44 D 47,1 4.8
Haltura(cm) | 7,7 A (40,0) 7,7A (40,0) | 7,8A (42 6,6 B (20) 55C 35,5 3,9
Sélida Sobrev. (%) | 80 A (15,9) 79A (145) |81LA (174 |81A(174) |69 B 16,3 43
MSPA (mg) | 180AB (18,4) | 177 B (16,4) | 189 A (24,3) | 180AB(18,4) | 152C 19,4 4,0
MSR (mg) 53 C (20,4) 64 B (454) | 70 A (59) 71A(614) |44 D 46,5 4,4
Hatura(cm) | 7,5 A (36,0) 73B (32,7 | 75A (36,00 |75A (36,00 |55 C 35,0 24
S. Sdlina | Sobrev. (%) | 79 A (14,5) 78A (13,1) |79,0A (13,1 |78A(131) |69 B 13,8 41
MSPA (mg) | 183 A (20,3) 169B (11,2) | 173B (13,8) | 176AB(15,8) | 152C 15,3 41
MSR (mg) 60 A (36,3) 57B(29,5) |57B (29,5 |59A (34,1 |44 C 32,3 3,6
Haltura(cm) | 7,7 A (40,0) 6,9B (25,5 |68B(23,6) |7,2AB(30,9) |55 C 30,0 71

M édias seguidas de mesma letra em uma mesma linha néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia

Form. — Formulac&o
()- Ganho médio para cadavariavel em relacdo atestemunha
Sobreviv.- Sobrevivéncia
MSPA - Matéria secada parte aérea
MSR- Matéria secaderaizes

Fonte: Dados da pesquisa
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Para o isolado CIIB, ndo foi observada diferenca estatistica entre a formulagdo
liquida e sdlida, para todas as variaveis andisadas, mas a formulacdo sdlida foi igual ao
in6culo em suspensdo salina para matéria seca da parte aérea e altura. Parao isolado FL2, a
formulagdo que proporcionou maiores ganhos em altura, matéria seca de raizes e da parte
aérea foi a sdlida, apenas para altura, a formulagéo solida ndo diferiu estatisticamente do
indculo em suspensdo salina, mas foi superior a formulagéo liquida. Para o isolado MF2, as
formulagbes liquida e sdlida proporcionaram maiores ganhos na matéria seca de raizes e da
parte aérea comparando-se com 0 inéculo em suspensdo salina, apenas para altura, a
formulacdo liquida foi superior a sdlida, sendo que esta Ultima ndo diferiu do indculo em
suspensdo sadina . O isolado MF4 apresentou maiores ganhos na matéria seca de raizes
guando formulado em liquido, para matéria seca da parte aérea ndo houve diferenca
estatistica entre as formulagdes e 0 indculo em suspensdo salina. Para altura, a formulagéo
liquida ndo diferiu do indculo em suspensdo salina, mas foi superior a formulagdo solida
(Tabela 4). No geral, para os isolados CIIB, MF2 e MF4 a melhor formulacéo foi aliquida
e paraoisolado FL2 a sdlida. Com o isolado CIIB em formulagéo liquida obteve-se ganhos
de 19 % e 11 % na matéria seca de raizes e da parte aérea, respectivamente, comparando-se
com o in6culo em suspensdo salina. Utilizando-se o isolado MF4 em formulacdo liquida, o
ganho em relacdo ao indeculo em suspensdo salinafoi de 21,6 % para matéria seca de raizes,
mas para parte aérea ndo houve diferenca estatistica entre a formulacdo liquida e o inéculo
em suspensdo salina. Para o isolado MF2 liquido, os ganhos foram de 14,0 % na matéria
seca de raiz e 10,4 % para matéria seca da parte aérea, comparando-se com o inéculo em
suspensdo salina. Para o isolado FL 2 solido, o incremento na biomassa de raizes foi de 18,6
% e na biomassa da parte aérea 5,6 %, comparando-se com o inéculo em suspensdo salina.
Ja para o isolado MF2 em liquido, os ganhos foram de 14,0 % na matéria seca de raiz e
10,4 % para matéria seca da parte aérea, comparando-se com 0 indculo em suspensdo
sdina

Em geral, a formulagdo que propiciou maiores ganhos em atura, matéria seca do
sistema radicular e da parte aérea para a maioria dos isolados foi a ligquida , seguido da

solida e por ultimo o inéculo em suspensdo salina.
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TABELA 4 —Efeito das formulagtes liquida e sdlida e o indculo em suspensdo salina no desempenho dos isolados MF4, MF2, CIIB e
FL2 na germinagdo, altura, matéria seca de raizes e da parte aérea de mudas de sibipiruna (Caesal pinia peltophoroides),

40 dias apds semeadura.
| solados
ClIB FL2 MF2 MF4
Form. Ge. | MY MY Alt/ |Germ | MY | MY | Alt/ | Ger. | MY | MY | Alt/ | Ger. | MY | MY | Alt/
(%) Raiz P.A P.A (%) Raz | PA P.A (%) Raiz | PA P.A (%) Raiz | PA P.A
(mg) | (mg) | (cm) (mg) | (mg) | (cm) (mg) | (mg) | (cm) (mg) | (mg) | (cm)

Liquido| 78 | 68A | 188 A 76A | 78A | 57B | 170B | 64B | 75A | 65A | 191A | 78A | 82A | 73A | 186A | 7,7A

Turfa 79 | 65A | 177AB | 7.3AB | 81A | 70A | 186A | 75A | 81A | 69A | 189A | 70B | 80A | 55C | 180A | 7,3B

Susp. 78 57B | 169B 69B | 78A | 59B | 176 B | 72A | 79A | 57/B | 173B | 6,8B 79A | 60B | 183A | 7,7A
salina
cv (%) 3,1 52 |45 44 41 3,9 3,7 6,6 45 3,7 4.1 53 43 3,9 40 3,7

M édias seguidas de mesma letra em uma coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia
Ger. - Germinagdo

MS/Raiz — matériasecaderaiz

MS/P.A —matéria seca da parte aérea

Alt/P.A — Alturada parte aérea

Fonte: Dados da pesquisa
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FIGURA 1- Mudas de sibipiruna aos 30 dias apds semeadura tratadas com o isolado
MF2 liquido e testemunha (sem rizobactéria).

FIGURA 2- Mudas de sibipiruna aos 30 dias apds semeadura tratadas com o isolado
MF4 liquido e testemunha (sem rizobactéria).
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5- DISCUSSAO

Isolados de rizobactérias veiculados no substrato, aumentaram a
germinacdo das sementes, a altura, o peso da matéria seca da parte aérea e do sistema
radicular de mudas seminais de sibipiruna. Muitos autores relatam o envolvimento de
rizobactérias no crescimento do sistema radicular de vérias culturas. Em esséncias
florestais, observou-se o efeito de rizobactérias no crescimento de mudas oriundas de
sementes de Pinus, Picea,Ttsuga, Pseudotsuga e abeto vermelho (Chanway, 1992;
Chanway e Holl, 1993; Chanway, 1997, Eneback et al, 1998). Em Eucalyptus
camaldulensis foi observado um incremento de 44 % na sua biomassa apds co-
inoculagdo com Azobacter chroococcum e Bacillus megaterium (Mohammad e Prassad,
1988). Segundo Teixeira (2001), os isolados rizobacterianos FL2 (Pseudomonas
aeruginosa), Ca (Pseudomonas fulva), 3918 (Bacillus subtilis), R1 (Frauteria aurantia),
S1 (Bacillus subtilis), S2 (Bacillus subtilis), CIIB (Stenotrophomonas maltophilia),
MF2 (Pseudomonas sp.), MF4 (Pseudomonas sp.) e VC2 (ndo identificado) atuaram
com excelentes indutores de enraizamento de estacas e miniestacas de Eucalyptus spp.,
promovendo ganhos de até 110 % no enraizamento médio e 250 % no peso de matéria
secaderaiz.

Embora os autores Schrot e Hancock (1982), tenham relatado que isolados
promotores de crescimento em uma espécie de planta podem ndo ser efetivo para outra,
isto ndo foi observado para Eucalyptus spp. e sibipiruna. Os resultados mostram que os
mesmos isolados selecionados para eucalipto por Teixeira (2001) que aumentaram a

biomassa de clones de Eucalyptus spp., também apresentaram grande potencial para

30



incremento de biomassa de mudas seminais de sibipiruna, isto quer dizer que os
isolados de rizobactérias extraidos da regido da rizosfera de mudas de Eucalyptus spp.,
nao sdo especificos para essa espécie, podendo ser utilizados para aumento de biomassa
de mudas de sibipiruna e também, apresentando potencia para realizacdo de testes com
outras espécies nativas e também agrondmicas. Em trabalhos realizados por Neves et al.
(2004), observaram-se incrementos de 67 % na biomassa da parte aérea e 120 % na
biomassa do sistema radicular em mudas de Hovenia dulcis (Uva do Japédo), quando
tratadas com um isolado de Pseudomonas (MF2).

Dos dez isolados testados, sete sdo dos géneros mais comumentes relatados
como promotores de crescimento, Pseudomonas e Bacillus (Teixeira, 2001). Neste
trabalho, em gera, os isolados que mais se destacaram foram os do género
Pseudomonas (MF2 e MF4). Em outros trabalhos também foi observado o efeito de
isolados de Pseudomonas no crescimento de plantas. Em testes realizados com
Pseudomonas fluorescentes em Citrus. lim&o rugoso (Citrus jambhiri) e laranja doce
(C. sinensis) verificaram-se um estimulo no crescimento de plantas da ordem de 116 %,
apos 10 meses da inoculacdo (Gardner et a.,1984). Foi observado, também, um efeito
positivo de um isolado de Pseudomonas putida no enraizamento de estacas de vigna
radiata e feijd mungo (Maiak et a., 1997). Em estacas de Eucalyptus spp., observou-se
um incremento de 62,8 % no enraizamento e 24 % na matéria seca do sistema radicular,
quando tratadas com um isolado de Pseudomonas (Teixeira, 2001).

Os isolados formulados utilizados neste experimento, também vém sendo
testados em eucalipto. Os resultados destes testes tém mostrado que com a utilizacéo da
formulacdo liquida tem-se obtido melhores resultados comparando com a formulagéo
solida, isto pode ser explicado pelo fato de que com a formulagdo liquida seja possivel
obter melhor homogeneizacdo do inoculante ao substrato de producdo de mudas, o que
foi apontado como um problema da formulacdo sdlida (Alfenas, informagdo pessoal).
Este problema, também pode ter ocorrido no ensaio 3, visto que para a maioria dos
isolados, a formulagdo liquida promoveu um maior incremento na altura, matéria seca
de raizes e da parte aérea, exceto para o isolado FL2, que no terceiro ensaio, foi melhor
formulado sblido, neste caso, a mistura pode ter sido melhor homogenei zada.

As formulacdes liquida e solida, em geral, propiciaram maiores ganhos
tanto na porcentagem de germinagdo como na altura e na matéria seca de raizes e da
parte aérea, comparando-se com 0 indculo em suspensdo sdlina. Isto mostra que

rizobacterias formuladas apresentam grande potencia de uso, pois além de terem
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promovido um maior crescimento das mudas de sibipiruna, elas mantém a viabilidade
das células bacterianas por um periodo maior, devido a presenca de um agente
estabilizante fornecedor de nutrientes para a bactéria. No caso do indculo em suspensao
sdlina, as bactérias perdem a viabilidade em um tempo menor, pois ndo possui
nutrientes para manter o crescimento da populacdo de células bacterianas. Em testes
realizados no Laboratério de Patologia Florestal da Interacdo Planta/Patégeno para
acompanhamento da sobrevivéncia dos isolados em formulacdes liquida e sdlida,
observou-se que a sobrevivéncia das células bacterianas € mantida, sem variagéo, por
aproximadamente 35 dias, a partir desse periodo ela comega a cair, isto pode explicar o
fato do segundo ensaio ndo ter apresentado a mesma resposta do terceiro, visto que foi
instalado 42 dias ap6s 0 segundo ensaio e com o mesmo lote de rizobactérias. Uma
outra explicacdo seria a diferenca de temperatura na época da realizacdo dos dois
ensaios. No periodo da realizacdo do segundo ensaio (16 de julho) até a avaliacdo (26 de
agosto) observou-se menor temperatura e umidade relativa do ar no viveiro,
comparando-se com o periodo de realizacdo (28 de agosto) e avaliacdo (28 de setembro)
do terceiro ensaio em que foi observada temperatura e umidade relativa mais elevada,
podendo interferir no isolado e nainteracéo do isolado com a planta. Existem evidéncias
de gue a resposta de isolados de rizobactérias aplicados no substrato de espécies
arbéreas esté relacionada com as condi¢des ambientais (Enebeck et al., 1998).

Além da vantagem de serem encontradas em grande quantidade no solo, as
rizobactérias sdo cultivadas em meio de cultura, facilitando o uso de formulactes
comerciais (Weller, 1988). Fertilizantes bacterianos ndo simbiontes (Azobacter e
Bacillus) foram primeiramente empregados no fina do século XIX (1885) na antiga
Unido Soviética. No mercado norte-americano ja existem seis formulacbes a base 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), o K-84 (Agrobacterium radiobacter) para o controle de doenca da galha
(Agrobacterium tumefaciens) e o Dagger G (Pseudomonas fluorescens) utilizado para
controle da podrid&o de raiz de algodéo (Rhizoctonia e Pythium) (Kerr, 1980). No Brasil
ha a necessidade de reforgar os investimentos e pesquisas que vise 0 desenvolvimento
de tecnologias de producéo e formulacéo dos agentes em escala industrial.

Os isolados de rizobactérias podem ter agido de forma direta ou indireta no
crescimento de mudas de sibipiruna. Em mecanismos indiretos as rizobactérias atuariam

com agentes de biocontrole, suprimindo organismos deletérios ou patogénicos as
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plantas, ou beneficiando organismos benéficos as mesmas. Muitas vezes o €feito
negativo de um microrganismo sobre a planta ocorre de uma forma dificilmente
perceptivel ndo ocorrendo infeccdo ou aparecimento de sintomas tipicos como os
induzidos por organismos patogénicos (Teixeira, 2001). Geramente esses
microrganismos afetam a planta por meio da producdo de metabdlitos téxicos e seus
efeitos se restringem a diminuicdo do desenvolvimento em funcdo de atuarem
negativamente sobre 0s processos de germinagao, brotacéo e enraizamento (Schippers et
al., 1987). Embora ainda n&o totalmente esclarecido, o efeito direto no crescimento de
plantas provavelmente decorre da producdo de fitohormbnios como auxinas e
giberelinas, inibicdo da sintese de etileno e mineralizacdo de nutrientes (Mahaffee e
Kloeper, 1994).

Embora a determinagéo dos mecanismos de promocdo ndo fosse objeto deste
estudo, € provavel que a producdo de fitohormonio, sintese de etileno e solubilizacdo de
fosfato estggam envolvidos. Estima-se que 80 % dos isolados bacterianos presentes no
solo sdo capazes de produzir AIA (Glick et al..,1999). Compostos inddlicos, tais como
&cido indol-piravico, indol-acetamida e &cido-indol-carboxilico, também podem estar
envolvidos (Costacurta e Vanderleyder, 1995). Além disso, o efeito dos isolados pode
ocorrer ndo sd pela producdo direta de auxinas, mas também, via estimulo a sintese
desses fitohormonios pela propia planta (Gaudin et al., 1994). Um mutante de P.
fluorescens super produtor de AIA estimulou o desenvolvimento radicular de estacas de
groselheira-preta (Dubeikovsky, et a., 1993).

Outro mecanismo direto que poderia estar envolvido no crescimento de mudas
de sibipiruna seria a inibicdo da sintese de etileno. Segundo Haal et al. (1996), um dos
mecanismos mais importantes envolvidos na promogdo de crescimento de plantas por
rizobactérias € a capacidade desses organismos em diminuir o nivel endégeno de etileno
nas mesmas. O etileno pode atuar como indutor de enraizamento em vérias espécies de
planta, no entanto o seu acumulo apresenta efeito inibitorio na posterior elongacdo das
raizes formadas (Teixeira, 2001).

Varios pesguisadores demonstraram um aumento na absorcdo de fosfato por
isolados de Bacillus e Pseudomonas em varias culturas (Ra et a., 1981; Datta et al.,
1982; Lifshitz et al., 1987), que foram isolados utilizados nesse trabalho. O fosforo,
elemento pouco moével no solo, € um dos principais elementos que pode ter sua
absorcdo aumentada com a utilizac8o de rizobactérias, ndo so pela capacidade de alguns
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isolados solubilizarem esse elemento, como também, em decorréncia da maior area de
solo explorada pelo sistema radicular melhor desenvolvido (Teixeira,2001).

Os indices de matéria seca da raiz e parte aérea do segundo ensaio foram
maiores do que no terceiro, isto é explicado pelo fato de que no segundo as mudas de
sibipiruna foram avaliadas com quarenta dias e no terceiro com trinta, porque estavam
perdendo as folhas (sem causa aparente). No primeiro ensaio foram avaliadas apenas
dez plantas, pois 0 objetivo era avaliar algumas plantas com sessenta dias, mas 1Sso néo
foi possivel pelo mesmo motivo citado acima. No segundo e terceiro ensaios avaliou-se
todas as plantas.

O uso de PGPR’s (Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) durante
afase de produgdo de mudas de espécies nativas tende a ser uma alternativa com grande
probabilidade de sucesso, podendo propiciar, a0 mesmo tempo 0 aumento da

germinacdo de sementes e um maior crescimento de mudas.

34



6- RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial de rizobactérias promotoras de
crescimento sobre a germinagaéo de sementes e biomassa do sistema radicular e da parte
aérea de mudas de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides). Utilizaram-se os isolados
pré-selecionados para eucalipto. Foram realizados dois ensaios. um de selecéo,
utilizando-se isolados de rizobactérias em suspensdo salina, e outro com 0s isolados
selecionados em diferentes formulactes (liquida e sdlida) e em suspensdo salina. O
segundo ensaio foi repetido para confirmagdo dos resultados. No primeiro ensaio,
testaram-se os isolados Ca, FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 e CIIB. Para tanto,
amostras de substrato a base de vermiculita e casca de arroz carbonizada (1:1) foram
tratados com 5 mL de uma suspensdo de cada isolado (ODs40= 0,2 A)/ tubete de 55 cc
de capacidade, correspondendo a cerca de 10 ufc/mL. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticbes por tratamento, cada uma
constituida por 20 sementes. Aos 40 dias, avaliaram-se a porcentagem de germinacéo e
a massa seca de raizes e da parte aérea. Verificou-se aumento significativo da matéria
seca de raiz e da parte aérea para todos os isolados de rizobactérias testados, em relacéo
a testemunha. Todos os isolados proporcionaram aumento significativo na germinacéo,
a excecdo do 3918 e CIIB que ndo diferiram da testemunha. Entre os isolados testados,
guatro destacaram-se como 0Ss mais promissores (FL2, MF4, MF2 e CIIB) e
subsequentemente foram testados em duas formulagbes (liquida e solida) e em
suspensdo salina. Para cada tubete contendo 55 cc de substrato aplicou-se 1 mL da

formulacdo liquida, 1 g da sdlida e 5 mL do in6culo em suspensdo salina. O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 3) com
um tratamento adicional (testemunha), empregou-se 0 mesmo nuimero de repeticdes e de
sementes do primeiro ensaio. O segundo ensaio foi avaliado aos 40 dias. Néo se
observou diferenca significativa entre as formulagdes liquida, solida e o in6culo em
suspensdo salina, mas todas diferiram significativamente da testemunha para altura,
matéria seca do sistemaradicular e da parte aérea. Os ganhos médios na matéria seca da
parte aérea, matéria seca de raiz e atura da parte aérea foram de 57,9 %, 51,8 % e
17,12%, respectivamente. Este ensaio foi repetido e sua avaliagdo foi aos 30 dias,
observou-se diferenca significativa entre as formulagdes liquida, sdlida e em suspensio
salina, sendo que a formulacdo liquida promoveu maiores ganhos em altura, matéria
seca da parte aérea e do sistema radicular, comparando-se com o inéculo em suspensao
salina para os isolados CIIB e MF2. Para o isolado FL2, os maiores ganhos na matéria
seca de raiz e da parte aérea foram promovidos quando veiculado na forma solida. O
isolado MF4 liquido ndo diferiu estatisticamente do MF4 em suspensdo salina para
germinacdo, atura e matéria seca da parte aérea. Ao andisar o ganho médio dos
isolados superiores a testemunha nas diferentes formulacbes e em suspensdo salina
observou-se que ao aplicar a formulagdo liquida obtiveram-se ganhos em germinacéo,
altura, matéria seca da raiz e da parte aérea de 13,4 %, 35,5 %, 47,1 % e 23,9 %,
respectivamente. Com a formulagdo sblida os ganhos em germinagdo, altura, matéria
seca da raiz e da parte aérea foram de 16,3 %, 35,0 %, 465 % e 194 %,
respectivamente. Para o indculo em suspensdo salina os ganhos foram de 13,8 % para
germinacdo, 30 % para atura, 32,3 % para matéria seca de riz e 15,3 % para matéria
seca da parte aérea. Em geral, o melhor isolado foi o MF4 e a melhor formulacdo a
liquida. As formulacfes liquida e s6lida, comparando-se com o inéculo em suspensao
salina, propiciaram maiores ganhos tanto na altura como na matéria seca de raizes e da
parte aérea. Os mesmos isolados que apresentaram potencial para aumento da biomassa
de estacas de Eucalyptus spp., também promoveram aumento na porcentagem de
germinagdo e da biomassa de mudas de sibipiruna. Diante dos resultados obtidos,
isolados de rizobactérias podem ser recomendados para otimizar a producdo de mudas
de sibipiruna, pois aumentaram tanto a porcentagem de sobrevivéncia das sementes,
como também, o0 peso de matéria seca do sistema radicular e da parte aérea, além do que
arizobacterizagcdo ndo demanda mudancas na rotina de producéo de mudas nos Viveiros.
Com os resultados deste trabalho, também abre-se um leque para que rizobactérias

sgjam testadas em outras espécies nativas, agregando maior valor ao produto formulado.
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O uso de PGPR’s (Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) durante a fase
de producdo de mudas de espécies nativas tende a ser uma alternativa com grande

probabilidade de sucesso.
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QUADRO 1- Andise de variancia multipla para o ensaio 2

Sem testemunha
Valor do Somado Grau de Graude Probabilidade
Teste quadrado liberdade liberdade
dos efeitos doerro
Interceptodacurva  0,002906 3859,744 4 45,0000 0,000000
dedistribuicao F
Formulacao 0,802059 1,312 8 90,0000 0,247873
I solado 0,783771 0,959 12 119,3503 0,491369
Formulacgdo * Isolado 0,573761 1,138 24 158,1963 0,309223
Com testemunha
Interceptodacurva  0,002755 4433,765 4 49,0000 0,000000
dedistribuicéo F
Formulacao 0,804495 1,408 8 98,0000 0,202826
I solado 0,786870 1,027 12 129,9333 0,428415
Formulagdo * Isolado  0,579251 1,215 24 172,1506 0,234634
QUADRO 2- Andlise de varianciamuiltipla parao ensaio 3
Com testemunha
Valor do Somado Grau de Graude Probabilidade
Teste quadrado liberdade liberdade
dos efeitos doerro
Interceptodacurva 0,000110 111853,2 4 49,0000 0,000000
dedistribuicéo F
Formulagdo 0,151924 19,2 8 98,0000 0,000000
I solado 0,336652 55 12 129,9333 0,000000
Formulagédo * Isolado  0,033591 11,8 24 172,1506 0,000000
Sem testemunha
Interceptodacurva  0,000093 120798,2 4 45,0000 0,000000
dedistribuicao F
Formulagdo 0,125766 20,5 8 90,0000 0,000000
I solado 0,302047 5,7 12 119,3503 0,000000
Formulacgdo * Isolado 0,027472 119 24 158,1963 0,000000
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