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BACTERIAS COMO AGENTES DE CONTROLE DE Phytophthora
nicotianae E COMO PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PORTA-
ENXERTOS DE CITROS

Autor: VALDIONEI GIASSI
Orientadora: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

RESUMO
A comunidade microbiana tem um papel fundamental na manutencédo do
equilibrio ecoldgico do solo. As interacdes entre micro-organismos e plantas
tém grandes influencias sobre a sanidade e a nutricAo das mesmas, nesse
contexto, o uso de rizobactérias promotoras de crescimento pode melhorar o
desenvolvimento das plantas, por meio de uma ampla variedade de
mecanismos. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar bactérias
como agentes de controle biolégico de Phytophthora nicotianae e como
promotoras de crescimento de porta-enxertos de citros. Ao todo foram
avaliados 30 isolados bacterianos, sendo 11 Bacillus spp., 11 actinobacterias e
8 bactérias laticas. Para os ensaios de controle de P. nicotianae, incialmente,
foram realizados ensaios com brotos de alfafa com a finalidade de selecionar
os isolados bacterianos mais promissores para o biocontrole e, posteriormente,
os melhores isolados foram aplicados em plantas de tangerina Sunki (Citrus
sunki Hort. ex Tan) e limdo Cravo (Citrus limonia Osbeck) pelos métodos de
microbiolizacdo das sementes e microbiolizacdo do substrato, avaliando-se o
namero de plantas sobreviventes 90 dias apds a semeadura e inoculacdo. Os
30 isolados bacterianos foram, também, avaliados in vitro quanto a producéo
de acido indolacético, solubilizacdo de fosfato e fixagcdo de nitrogénio. Em
seguida, para estudo da promocao de crescimento de plantas citricas, foram
realizados testes in vivo utilizando trés porta-enxertos, citrumelo Swingle [Citrus
paradisi Macfad cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], tangerina Sunki e
limdo Cravo, sendo utilizados como parametros de avaliagdo, a altura, o

numero de folhas, o diametro do caule, a massa seca da raiz, a massa seca da
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parte aérea e a massa seca total. Pelos resultados obtidos verificou-se que o
ensaio realizado com brotos de alfafa permitiu avaliar o potencial de biocontrole
das bactérias testadas contra P. nicotianae; os isolados de bactéria latica BLO6
e BL12 apresentam potencial para serem utilizados como agentes de
biocontrole da doenca, independente do método de aplicacdo utilizado; os
isolados de Bacillus spp. BM16 e CPMO4 foram capazes de promover o
crescimento do porta-enxerto Citrumelo Swingle, enquanto que, BM17 (Bacillus
sp.) e ACT11 (actinobacteria) promoveram o0 crescimento de plantas de
tangerina Sunki. Para o porta-enxerto limao Cravo, apenas BMO05 (Bacillus sp.)

foi capaz de promover aumento da altura e do numero de folhas das plantas.

Palavras-chave: Bacillus spp., actinobactérias, bactérias laticas, &cido

indolacético, solubilizacédo de fosfato e fixacdo de nitrogénio



BACTERIA AS BIOLOGICAL CONTROL AGENTS TO Phytophthora
nicotianae  AND AS GROWTH-PROMOTING AGENTS FOR CITRUS
ROOTSTOCKS

Author: VALDIONEI GIASSI
Adviser: Prof. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

ABSTRACT

The microbial community plays an essential role in maintaining the ecological
balance of soil. Interactions between microorganisms and plants have a major
influence on the nutrition and health of the latter, and growth-promoting
rhizobacteria can be used to improve plant development through a wide range
of mechanisms. Therefore, the objective of the present study was to evaluate
bacteria as biological control agents to Phytophthora nicotianae and as growth-
promoting agents for citrus rootstocks. Altogether were evaluated 30 bacterial
isolates, 11 Bacillus spp., 11 actinobacteria, and 8 lactic acid bacteria. For P.
nicotianae control tests at first was performed an bioassay with alfalfa seedling
in order to select the most promising bacterial isolates for the biocontrol and,
posteriorly, the best isolates were applied in Sunki mandarin (Citrus sunki Hort.
ex Tan), and rangpur (Citrus x limonia Osbeck) by seeds and substrate
microbiolization methods. It was evaluated the number of surviving plants, at 90
days after sowing and inoculation. The same Isolates also were evaluated in
vitro for indoleacetic acid production, phosphate solubilization, and nitrogen (N)
fixation. In vivo testing consisted of growth promotion trials of the bacterial
isolates that yielded the best results on in vitro tests with three rootstocks:
Swingle citrumelo [Citrus x paradisi Macfad cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.], Sunki mandarin and rangpur. The parameters of interest were height,
number of leaves, stem diameter, shoot and root dry mass, and total dry mass

at 150 days after germination. The results showed that alfalfa seedling bioassay
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was able to evaluate the potential for biocontrol of bacterial isolates against to
P. nicotianae, BLO6 and BL12 (both lactic acid bacteria) showed potential to be
used as biocontrol agents of disease, independently from the application
method. BM16 and CPMO4 were able to promote growth of Swingle citrumelo.
In Sunki mandarin plants, the best treatment results were obtained with BM17
(Bacillus sp.) and ACT11 (actinobacteria). For Rangpur lime rootstock, only
BMO5 (Bacillus sp.) was able to promote increase in two parameters assessed,

height and number of leaves.

Keywords: Bacillus spp., actinobacteria, lactic acid bacteria, indoleacetic acid,

phosphate solubilization, nitrogen fixation



1 INTRODUCAO

Os citros séo cultivados e comercializados em todo o mundo, sendo uma
das culturas de maior destaque econémico. O Brasil € considerado o maior
produtor e exportador de suco de laranja concentrado, ocupando uma posi¢ao
de destaque no cenario mundial, produzindo 80% de todo o suco
comercializado mundialmente. Em 2013, o estado de S&o Paulo foi
responsavel por cerca de 75% da producao brasileira de laranja e 65% da area
colhida no pais (735 mil hectares) (FNP Consultoria e Comercio, 2014).

No entanto, a citricultura mundial sofre com diversos problemas
fitossanitarios, os quais sdo responsaveis por perdas na produtividade e,
consequentemente, nos lucros, podendo elevar os custos da producdo. Os
fitopatdgenos do género Phytophthora sdo endémicos do solo e estédo
presentes na maioria das areas citricolas do mundo (MEDINA FILHO et al.,
2004). O oomiceto P. nicotianae Breda de Haan (P. parasitica Dastur), em
citros, pode ocasionar varias doencas que afetam diferentes estagios de
desenvolvimento da planta, destacando-se o tombamento; mela ou “damping-
off”; lesdes em brotos, folhas e hastes; podriddo do pé e gomose em tronco e
ramos, podriddes de raizes e radicelas e podriddo parda de frutos citricos
(FEICHTENBERGER, 2001).

O controle curativo de Phytophthora em tronco e ramos € realizado com
pulverizagdes foliares e pinceladas no tronco com fosetyl-Al. No controle
preventivo utiliza-se produtos a base de cobre (FEICHTENBERGER, 2001). O
controle de doencas causadas por Phytophthora se da, também, pela aplicacao
de fosfitos (GRAHAM, 2011) e de fungicidas sistémicos, como metalaxyl e
fosetyl-Al (FEICHTENBERGER et al., 2005).

Segundo Lopes (2009), sustentabilidade e alimentos mais saudaveis tém
sido uma constante exigéncia da sociedade. Para atender esta demanda, o uso
do controle biologico, em substituicdo ao quimico, mostra-se como uma
alternativa viavel e tecnicamente justificavel, por manter a densidade
populacional dos fitopatbgenos, associados a agricultura, abaixo do limiar de

dano econbmico, de forma natural e em niveis ecologicamente aceitaveis



(MORETTO, 2000; BETTIOL e MORANDI, 2009). A utlizacdo de micro-
organismos como bioprotetores em microbioliza¢cées ou, como promotores de
crescimento, tem mostrado bons resultados no controle de fitopatégenos
(VINALE et al., 2008).

Além dos agentes de controle bioldgico, o uso de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas € considerado uma alternativa para
diminuir a utilizacao de agrotdxicos que encarecem a producao e trazem danos
ao meio ambiente. De acordo com a literatura, essas bactérias podem
aumentar o crescimento de plantas pela solubilizacdo de fosfatos minerais,
fixacdo de nitrogénio e produgdo de horménios de crescimento, como auxinas
e giberelina (COELHO et al., 2007; RICHARDSON et al., 2009).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) vivem
na rizosfera ocupando cerca de 5 a 17% da superficie total das raizes (Gray
and Simth, 2005). Dentre os géneros mais estudados, destacam-se: Bacillus,
Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium. Os efeitos benéficos destes micro-
organismos tém acdo sobre a germinacdo de sementes, emergéncia de
plantulas e crescimento das plantas (AHMAD et al., 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
bactérias como agentes de controle biolégico de P. nicotianae e como

promotoras de crescimento de porta-enxertos de citros.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agroecologia no contexto da sustentabilidade agricola

Com a crescente pressao da agricultura industrial e, mais recentemente,
os cultivos transgénicos e a rapida expansdo dos agrocombustiveis, houve
uma transformacéao na agricultura mundial. Devido a esses fatores os impactos,
econdmicos, sociais e ecolégicos tem um potencial severo. Esses efeitos
podem ser negativos na produtividade de cultivos, devido as mudancas
climaticas (ALTIERI, 2010).



Com a chegada da revolucdo verde, houve uma melhora na producéo de
certas culturas agricolas, mas devido as perdas de biodiversidade e do
conhecimento tradicional esse modelo se mostrou ndo ser sustentavel,
favorecendo os produtores mais ricos e desfavorecendo os produtores mais
pobres, tornando-os mais dependentes dos insumos agricolas (ROSENZWEIG
e HILLEL, 2008).

Para Altieri, (1989) a agroecologia tem como objetivo entender a forma,
a dinamica e a funcédo das relacfes existentes no meio bidtico e no meio
abidtico do campo, além de considerar a interagdo com o homem, cujas acdes
estdo pautadas na sua cultura, habitos e tradi¢cdes. Tendo-se a idéia de que por
meio da compreensdo desses processos e relacfes, 0s agroecossistemas
podem ser manipulados para produzir melhor, inclusive, com menos insumos
externos, menos impactos negativos ambientais e sociais, resultando em
ambientes mais sustentaveis.

Portanto, a agricultura ecologica incorpora a producdo agropecuaria, a
conservacdo ambiental, o compromisso social da agricultura em relacdo aos
produtores e consumidores, bem como, a sustentabilidade ecoldgica dos
sistemas de producdo (CAMPANHOLA e VALARINI, 2001).

A agroecologia surge como uma necessidade de se construir sistemas
mais sustentaveis de producéo de alimentos, com as aplicacdes de conceitos e
principios ecoldgicos no desenho e manejo de agroecossistemas sustentaveis.
Essa proposta de agricultura tem a proposta de maximizar o processo de
producdo de alimentos, minimizando a utilizacdo dos insumos externos,
manejando 0Ss agroecossistema para que este se pare¢ca 0 maximo com O
ecossistema natural, consequentemente preservando a biodiversidade
mantendo um processo altamente produtivo, economicamente viavel e
ambientalmente consistente sustentavel. Portanto se faz necessario um estudo
aprofundado da ecologia analisando as interagbes dos organismos com 0S
fatores bidticos e abitticos (GLIESSMAN, 2001).
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2.2 Citricultura

2.2.1 Importancia econémica e social

Alguns registros apontam que a laranja € origindria do sul asiatico,
provavelmente, da China. A cultura foi introduzida no Brasil no inicio da
colonizacdo e, devido a sua adaptacdo as condicfes climaticas, foi logo se
expandindo por todo o territorio nacional. Desde que comecaram as
exportacdes, a citricultura vem contribuindo para o desenvolvimento do Brasil,
gerando entre empregos diretos e indiretos, um contingente de 230 mil
posi¢cdes e uma massa salarial anual de R$ 676 milhdes, representando um
importante seguimento na economia brasileira (NEVES et al., 2010).

Para o estado de Sao Paulo a producao de laranja na safra 2013/2014 foi
estimada em 296,8 milhdes de caixas. O estado possui, para a atual safra,
aproximadamente 10.100 citricultores, cujos pomares totalizam 170,6 milhdes
de plantas em producéo, em uma area de 464,4 mil hectares e 23,0 milhdes de

pés ainda sem producao, em uma area de 37,3 mil hectares (CONAB, 2013).

2.2.2 Producao de Mudas de Plantas Citricas

Tendo em vista o carater perene da cultura, a muda é um dos insumos
mais importantes para a formacédo de um pomar de citros. O potencial maximo
de produtividade e qualidade das frutas sera revelado 6 a 8 anos apds o
plantio, e a longevidade do pomar s sera conhecida em um intervalo de tempo
ainda maior (TEOFILO SOBRINHO, 1999). Para Andrade e Martins, (2003) o
sucesso na implantacdo de um pomar de citros esta no plantio de mudas de
qualidade, sendo, para isso, imprescindiveis a boa formag&o, o vigor e a
sanidade da muda.

A producdo de mudas sadias, livres de patdgenos causadores de
doencas como gomose de Phytophthora, cancro citrico ou clorose variegada

dos citros (CVC), além de permitir a formagdo de pomares tipicos da



11

variedade-copa de alta produtividade, possibilita 0 enquadramento das mudas
citricas nas normas legais de producdo e comercializacdo, que cada vez
compdem mais o cendrio dessa atividade (GRAF, 2001).

Atualmente, aplicam-se nos Estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul
normas rigorosas para a producédo e a comercializacdo de mudas certificadas,
garantindo a sua qualidade genética e fitossanitaria. Os porta-enxertos devem
ser produzidos, obrigatoriamente, em ambiente protegido de insetos vetores de
doencas; o substrato deve ter boa porosidade, ser isento de nematdéides e ter
Otimas qualidades sanitarias. Além disso, devem ser adotadas uma série de
medidas para evitar a incidéncia de cancro-citrico, CVC, gomose e mancha-
preta (SCIVITTARO et al., 2004).

Com a legislacéo atual alguns estados brasileiros exigem que as mudas
certificadas de citros sejam produzidas em viveiros-telado, utilizando substrato,
sementes e borbulhas isentos de patdgenos. Essas modificagbes no processo
tradicional de producdo de mudas citricas no Brasil, visam melhorar a
qualidade das mesmas (DECARLOS NETO et al., 2002; ROZANE et al., 2009).

2.2.3 Porta-enxerto

Sob as mesmas condi¢des, alguns porta-enxertos se destacam em
determinados aspectos e, por esse motivo a escolha e sele¢cdo adequade € de
importancia fundamental para o éxito da atividade citricola. Assim, o porta-
enxerto exerce uma influéncia direta sobre as copas das plantas citricas, na
adaptacdo a diferentes condi¢cGes climaticas, na tolerancia as enfermidades
virais ou fangicas e, nos niveis de producédo e qualidade de fruta. (AULER et
al., 2008).

As instalagBes de pomares citricos com mudas enxertadas apresentam
diversas vantagens, como precocidade e uniformidade de producéo, qualidade
e uniformidade dos frutos, facilidade na colheita e nos tratos culturais. Com a

utilizacado de porta-enxertos que apresentam adaptacdo a diferentes tipos de
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solo, ocorre maior tolerancia a pragas, a seca e melhoram as caracteristicas
agrondmicas da cultura (POMPEU JUNIOR, 2005 e ROZANE et al., 2009).

Os porta-enxertos mais utilizados sédo o limédo Cravo (Citrus limonia),
tangerina Sunki (Citrus sunki), tangerina ‘Cleépatra’ (Citrus reshni), citrumelo
‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) (SCHAFER et al., 2001 e
POMPEU JUNIOR, 2005).

Segundo Prado et al. (2008), devido a sua tolerancia a Gomose e ao
declinio, o citrumelo ‘Swingle’ teve sua expressdo de uso nos anos 80 do
século passado. As plantas enxertadas sobre esse porta-enxerto apresentavam
também boa lonjevidade e frutos com teor de soélidos sollUveis superior as
plantas enxertadas sobre outros porta-enxertos.

Dependendo do porta-enxerto, 0 mesmo podera favorecer a absorcao de
nutrientes e agua pela planta, influenciar no contetdo mineral da folha e na

eficiéncia de producéo dos frutos citricos (VALE et al., 2009).

2.3 Doencas causadas por Phytophthora em citros

No Brasil, as doencgas ocasionadas por Phytophthora constituem as
principais doencas da cultura dos citros, principalmente, em plantios novos,
onde a incidéncia e a severidade sao elevadas. (GRAHAM, 1990; SILVA et al.,
2008).

Dentre as doencas causadas por Phytophthora spp. em citros,
destacam-se a gomose; podriddo de raizes e radicelas; lesdes em folhas,
brotos novos e hastes e, podriddo parda dos frutos, podendo provocar perdas
significativas em viveiros e, em todas as regides citricolas do mundo
(FEICHTENBERGER et al., 1997).

Devido ao surgimento de doencas como a Tristeza dos Citros, Declinio e
CVC, porta-enxertos tiveram que ser substituidos, o que provocou maior
incidéncia de doencas ocasionadas por Phytophthora (AMORIM e MELO,
2002).
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Phytophthora nicotianae Breda de Haan (sinbnimo de P. parasitica
Dast.) € a espécie mais comum, ocorrendo em areas subtropicais do mundo
todo, causando gomose e podriddo de raiz (GRAHAM e FEICHTENBERGER,
2015).

O oomiceto do genéro Phytophthora apresenta micélio hialino e
cenocitico. A temperatura 6tima de crescimento micelial &€ de 30 a 32°C para P.
nicotianae e de 24 a 28°C para P. citrophthora. Geralmente, os esporangios
dessas espécies sdo de forma globosa, formando nas extremidades os
esporangioforos. Os esporos sao formados com mais frequéncia nas estacdes
quentes e chuvosas do ano, com grandes variagbes de umidade. Em
condicGes favoraveis, a producdo dos esporangios pode ser repetida varias
vezes. Para a epidemiologia das varias doencas provocadas por esse
patbgeno a germinacao através dos zodsporos € mais importante que a
germinacgdo direta pelos esporangios. Ao atingirem a superficie radicular, ou
outras partes da planta, os zodsporos germinam, produzindo hifas que podem
infectar outras partes das plantas (FEICHTENBERGER et al., 1997).

No Brasil, P. nicotianae ocorre em mais de 90% dos casos de viveiros e
pomares de citros atingidos pela doenga. Escurecimento e morte da casca e do
lenho, exsudacdo de goma, seca e fendilhamento da casca, podriddo do pé e
das raizes, amarelecimento e queda de folhas, baixo desenvolvimento, murcha,
gueda de folhas e morte da planta, sdo os principais sintomas da gomose no
campo podendo ser confundidos com o0s provocados por outros patégenos,
insetos e ferimentos quimicos ou fisicos, gerando confusdo e diagndsticos
incorretos (SIVIERO et al 2002).

Dependendo da parte da planta infectada, os danos causados pela
infeccdo das espécies de Phytophthora, podem ser varios. Sendo um problema
sério em pomares adultos e em viveiros. Os primeiros sintomas da “podridao
do pé” ou gomose de Phytophthora spp. se manifestam apos o ataque do
patdgeno ao tronco e raizes principais, produzindo exsudacdes de goma em
lesGes de tronco e colo em porta-enxertos suscetiveis.

Os tecidos infectados da casca se rompem mostrando rachaduras e

fendilhamentos longitudinais. Quando as lesdes se desenvolvem, circundando
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grande parte do caule ou das raizes, a planta entra em rapido declinio, devido
a destruicdo do floema, restringindo o fluxo de seiva elaborada da copa para o
sistema radicular provocando a morte da planta (MEDINA FILHO et al., 2003).

Uma das doencgas mais importante que afeta a produgcao de citros no
Brasil é a gomose, causada por varias espécies de Phytophthora. Tem
distribuicdo mundial e é responsavel por 10 a 30% de perdas na cultura de
citros em torno do mundo. As altas temperaturas combinadas com alta
umidade do solo fornecem condicdes favoraveis para a infeccdo e
desenvolvimento da doenca. Sendo relatada pela primeira vez no Brasil no
inicio do século 20. (SIVIERO et al., 2006).

A Phytophthora pode atacar sementes antes ou, apés a germinacao das
mesmas, comprometendo as sementeiras. Também infectam tecidos jovens
localizados na base do cauliculo, onde aparecem lesdes deprimidas e escuras,
que podem levar as plantulas a morte, em condicbes de umidade e
temperatura elevadas. (FEICHTENBERGER et al., 2005; LARANJEIRA et al.,
2005).

2.4 Medidas de controle das doencas ocasionadas por Phytophthora em

citros

O uso de mudas sadias, aumento da matéria organica do solo, utilizacéo
de porta-enxertos resistentes ou tolerantes e produtos quimicos sistémicos sdo
as principais estratégias para controlar as varias doencas causadas por
Phytophthora (FEICHTENBERGER, 2001; MEDINA FILHO et al., 2004).

O controle quimico pode ser muito eficiente, porém, apesar da
dificuldade de desenvolvimento de resisténcia dos fitopatdgenos infectantes de
raizes a fungicidas, héa relatos de resisténcia de P. parasitica a metalaxil. Esse
problema, associado aos possiveis impactos no agroecossistema, tem levado a
busca de alternativas ao controle quimico (LEONI e GHINI, 2003).

No controle curativo de lesbes de tronco e ramos, 0 uso de fosetyl-al

pulverizado sobre as folhas e pincelamento de tronco sdo muito eficientes,
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dispensando a retirada dos tecidos infectados e pincelamento dos ferimentos
com produto a base de cobre. Para o controle preventivo da podriddo das
raizes e radicelas os produtos Fosetryl-Al e Metalaxyl apresentam melhor
funcionamento se quando utilizados via foliar e diretamente ao solo,
respectivamente. Ja para o controle da podriddo parda dos frutos sugere-se
que as plantas sejam pulverizadas com fosetyl-Al ou produtos a base de cobre
(FEICHTENBERGER, 2001).

2.5 Controle Biologico

A questéo do uso dos defensivos agricolas no Brasil € preocupante, no
periodo entre 1964 e 2004, o consumo de agrotdxicos no pais aumentou 700%,
sendo que nos ultimos trés anos o Brasil vem ocupando o lugar de maior
consumidor de agrotoxicos no mundo, consumindo em média um bilhdo de
litros de agrotéxicos por ano (SPADOTTO et al., 2004) . Devido aos problemas
causados no ambiente pelos produtos quimicos a busca por tecnologias tem
impulsionado o desenvolvimento de métodos alternativos de controle de
doencas de plantas, considerados ambientalmente mais seguros. Assim,
diversas pesquisas vém avaliando produtos alternativos que reduzem os
problemas fitossanitarios (BROETTO et al., 2014).

Uma das alternativas de controle da Phytophthora spp., em substituicdo
aos produtos quimicos, € o controle biol6égico, que promove a reducdo da
densidade populacional do in6culo ou, das atividades determinantes da doenca
provocadas pelo patogeno, no seu estado de atividade ou dorméncia. Diferente
do controle quimico o biolégico ndo apresenta efeito imediato ou total, algumas
lacunas de conhecimento impedem um melhor entendimento entre patégeno e
antagonista (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).

Para Luz (1993) a maior probabilidade de sucesso ocorre quando o
controle biologico é aplicado em nichos ecolégicos especiais, como o solo ou
substrato recem desinfestados, onde a ocorrencia de competitividade

microbiana € baixa, baseado na bioprimeirizacdo. O autor destaca a
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microbiolizagdo de sementes como uma possivel alternativa de controle
bioldgico de fitopatdgenos habitantes do solo.

Chen et al. (2012) realizando um experimento para Vverificar a
supressividade de um composto biosdélido para Phytium em sementes de
pepino, observou que as interacdes e 0S processos microbianos, que
contribuem para a supressao da doenca em mudas de pepino, ocorrem na
superficie das sementes e na espermosfera. Os autores concluiram que a
supressdo da doenca causada por Phytium é mediada por bactérias que
colonizam a semente dentro de poucas horas apés a semeadura.

Micro-organismos antagonistas do género Bacillus e Pseudomonas tém
sido avaliados como um meio de controlar podriddes radiculares causadas por
Phytophthora spp.. Amorim e Melo (2002) avaliaram cepas de Pseudomonas
putida biovar A e biovar B; Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis contra
P. parasitica e P. citrophthora. Segundo os autores, todos os tratamentos
bacterianos promoveram o crescimento das plantulas de citros, tanto para raiz
como para parte aérea, quando comparados a testemunha. Os autores
observaram ainda que as cepas do género Pseudomonas em condi¢cdes de
laboratorio inibiram o crescimento micelial da P. parasitica e P. citrophtora em
35,33 a 49,06%, enquanto que os Bacillus inibiram em 51,6 a 52,66%. Quando
esses mesmos micro-organismos foram utilizados como agentes de biocontrole
em plantulas de citros contra Phytophthora verificou-se um controle de 43 a
100% pelas cepas de Pseudomonas e 85,72 a 100% para as de Bacillus.

Os Bacillus spp., principalmente o B. subtilis, ttm sido amplamente
estudados devido ao seu potencial de controle de doencas. Os principais
fatores que contribuem para esse controle sdo a habilidade de produzir varios
compostos antimicrobianos, capacidade de competicdo por espaco e nutriente
e efiencia na colonizacdo da rizosfera por longos periodos (HARMAN et al.,
2010).

Na indastria alimenticia as bactérias laticas sdo amplamente utilizadas
como fermentos e, apresentam um papel importante na inibicdo dos micro-
organismos  patogénicos e  deteriorantes. Produzem  substancias

antimicrobianas, incluindo o acido latico, acido acético e outros &acidos
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organicos, perdxido de hidrogénio, bacteriocinas e substancias semelhantes a
bacteriocinas. O acido latico e o acido acético causam reducédo do pH e o
peréxido de hidrogénio € um composto termodinamico nédo estavel que destroi
as atividades enzimaticas bacterianas (CADIRCI e CITAK, 2005). Esses
compostos antimicrobianos produzidos pelas bactérias laticas podem ser
utilizados com potencial substituto natural dos fungicidas quimicos (EL-
MABROK et al., 2012). Essas bactérias podem atuar tanto na competicao por
nutrientes, producdo de antibidticos ou substancias inibidoras Hamed et al.
(2011).

Segundo Hamed et al. (2011), recentemente, as bactérias laticas tém
recebido muita atencéo pelas suas aplicacdes na fermentacdo e preservacao
de alimentos. Elas sdo seguras e utilizadas na saiude humana e animal como
probiéticos. O mecanismo de a¢do antimicrobiana dessas bactérias € dificil de
elucidar devido as suas interacbes complexas. Muitos dos compostos
antimicrobianos afetam as atividades fisiolégicas de um agente patogenico, tal
como a divisdo celular, a biossintese de DNA, RNA, proteinas, o metabolismo
lipidico e da sintese de células. O efeito de antibidtico e de outros compostos
produzidos pelas bactérias laticas tem sido amplamente pesquisado,
especialmente em alimentos fermentados.

Murthy et al. (2012) relatam que sdo poucos 0s estudos sobre o uso de
bactérias laticas em plantas associada a promocdo de crescimento ou ao
controle de patdgeno. Os autores realizaram um estudo com cepas de
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans e Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, onde verificaram antagonismo contra Ralstonia solanacearum,
bactéria causadora da murcha do tomateiro e promoc¢édo de crescimento das
plantas de tomateiro.

O uso do controle biolégico da Phytophthora pode ser uma alternativa
em substituicdo aos produtos quimicos. Considerando os custos financeiros e
ambientais dos produtos quimicos, poderia ser uma substituicdo importante e
tecnicamento justificavel. Porém, sdo poucos os produtos disponiveis no
mercado para esse controle. Além disso, a maioria ndo € devidamente

registrada para uso em escala comercial (SILVA et al., 2008).
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2.6 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas vivem na
rizosfera, ou seja, na regido do solo sob influencia da raiz, promovendo assim o
crescimento das plantas (NEHL et al., 1997). Essas bactérias ocupam
aproximadamente cerca de 5 a 17% da superficie total das raizes (GRAY e
SMITH, 2005). Para Richardson et al. (2009), as interacdes entre as raizes das
plantas com as populagcdes microbianas do solo sdo significativamente
importantes para a nutricio e o crescimento das plantas. Aléem disso, as
RPCPs estdo entre os grupos de micro-organismos que podem elicitar o
sistema de defesa das plantas (KLOEPPER, 2004).

Entre os géneros mais estudados de rizobatérias, destacam-se: Bacillus,
Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium. Estes micro-organismos tem acao
sobre o desenvolvimento das plantas, incluindo os efeitos benéficos tanto na
germinacao de sementes, emergéncia de plantulas e crescimento das plantas.
As RPCP agem de forma complexa, desta forma as rizobactérias podem
apresentar uma combinacéo de acdes positivas para o crescimento das plantas
(AHMAD et al., 2008).

Estudos apontam sobre os beneficios advindos das RPCPs na
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas. A promoc¢éo de crescimento de
plantas pode ser através da sintese de fito-hormoénios, fixacdo de Np,
solubilizacdo de fosfato inorganico e mineralizacdo de fosfato organico,
fazendo com que o fosforo seja disponibilizado para as plantas (RODRIGUEZ e
FRAGA, 1999).

O fosforo € um dos principais nutrientes limitantes para o crescimento
das plantas influenciando varios processos metabdlicos, tais como
desenvolvimento e divisdo celular, transporte de energia, biossintese de
macromoléculas, respiracdo e fotossintese das plantas (KHAN et al., 2014).
Uma baixa disponibilidade de fésforo ocorre em solos de regides tropicais o
gue afeta diretamente a magnitude e frequéncia de respostas a fertilizacdo com
outros nutrientes (WANG et al., 2010). Embora o solo apresente uma reserva

de fosforo, uma grande parte ndo esta disponivel para as plantas, além disso,
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uma parte dos fertilizantes fosfatados, quando aplicado ao solo, se torna
indisponivel apés a sua aplicacdo (RODRIGUEz e FRAGA,1999). Muitas
bactérias que colonizam a rizosfera tém a capacidade de solubilizar o fosforo
por meio da producdo de &cidos organicos de baixo peso molecular
(COLLAVINO et al., 2010).

Rizobactérias também assimilam as formas inorganicas de N tornando-
as constituintes organicos de suas células e tecidos. Os compostos
sintetizados pelos micro-organismos podem entdo ser parcialmente
mineralizados tornando-se disponivel para as plantas (ALFAIA, 2006). A
possibilidade de substituir parcialmente ou, totalmente, as adubacbes
nitrogenadas pelo N atmosférico, fixado por sistemas bioldgicos, apresenta-se
como uma alternativa de grande relevancia econbmica e ambiental
(BHATTACHARJEE et al., 2008). Conhecer a capacidade de um micro-
organismo realizar a fixacdo bioldgica de nitrogénio € um passo importante
para selecionar estirpes com potencial biotecnolégico.

O &cido indolacético (AIA) é um regulador de crescimento vegetal da
classe das auxinas, produzido no meristema apical das plantas, tendo a fungéo
de promover o crescimento de raizes e caules através do alongamento celular.
A producdo de auxinas também pode ser realizada por bactérias; que, quando
em associacdo com as plantas, podem promover o crescimento vegetal
(PEREIRA et al., 2012; PATTEN e GLICK, 1996).

Fernandes (2012) aferiu que isolados de bactérias endofiticas
promoveram crescimento dos porta-enxertos tangerina Sunki e citrumelo
‘Swingle’. Segundo o autor, os isolados bacterianos testados apresentaram de
um modo geral, mais de um mecanismo de promocao de crescimento de
plantas. O estudo relata, ainda, que as bactérias endofiticas e fungos
micorrizicos arbusculares ndo apresentaram um efeito sinérgico no
crescimento das plantas citricas.

Freitas e Aguilar Vildoso (2004) desenvolveram um trabalho com o
objetivo de verificar a ocorréncia, a densidade de bactérias e a suas acdes
como agentes promotores de crescimento. Os resultados obtidos por estes

autores apontaram que o0s isolados bacterianos de Pseudomonas
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fluorescentes, Bacillus e outras bactérias rizosféricas sdo capazes de agir
como promotores do crescimento de plantas citricas. As Pseudomonas
fluorescentes tém seu desenvolvimento influenciado por fatores como o tipo de
substrato e o ambiente em que se desenvolvem, bem como pela rizosfera em

gue estao estabelecidas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos

Para a realizacdo deste trabalho foram avaliados onze isolados de
bactérias do género Bacillus spp. (BM001, BM05, BM16, BM17, BM18, BM24,
CPMO2, CPMO3, CPMO4, CPMO5 e CPMO6), oito isolados de bactérias
laticas (BLO1, BLO6, BL10, BL12, BL14, BL16, BL24 e BL29) pertencentes a
colecdo de micro-organismos do Centro de Pesquisa Mokiti Okada (CPMO),
Ipetna — SP e, onze isolados de actinobactérias (ACT01, ACT02, ACTO5,
ACTO06, ACTO7, ACTO08, ACT10, ACT11, ACT14, ACT15 e ACT16), além do
isolado de P. nicotianae (IAC 01/95), todos pertencentes a colecdo de micro-
organismos do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC — Cordeirépolis, SP.
(Tabelal)
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Tabela 1 Numero e identificagcdo dos isolados das bactérias; local de

isolamento e procedéncia

N°isolado Identificacédo Hospedeiro Procedéncia

BMO1 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

BMO5 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

BM16 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

BM17 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

BM18 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

BM24 Bacillus sp. Folhas de morangueiro Atibaia - SP

CPMO2 Bacillus sp. Folhas de café Ipeuna - SP

CPMO3 Bacillus sp. Folhas de café Ipeuna - SP

CPMO4 Bacillus sp. Folhas de café Ipeuna - SP

CPMO5 Bacillus sp. Folhas de café Ipeuna - SP

CPMOG6 Bacillus sp. Folhas de café Ipeuna - SP

BLO1 Bactéria latica Fermento de 4gua ardente Jacinto Machado - SC
BLO6 Bactéria latica Fermento de 4gua ardente Jacinto Machado - SC
BL10O Bactéria latica Fermento de 4gua ardente Jacinto Machado - SC
BL12 Bactéria latica Fermento de agua ardente Jacinto Machado - SC
BL14 Bactéria latica Fermento de agua ardente Jacinto Machado - SC
BL16 Bactéria latica Fermento de agua ardente Jacinto Machado - SC
BL24 Bactéria latica Fermento de agua ardente Jacinto Machado - SC
BL29 Bactéria latica Fermento de 4gua ardente Jacinto Machado - SC
ACTO1 Actinobactéria Citros Tambad

ACTO02 Actinobactéria Citros Santa Rita do Passa Quatro
ACTO05 Actinobactéria Citros Santa Rita do Passa Quatro
ACTO06 Actinobactéria Citros Paranapanema
ACTO7 Actinobactéria Citros Catanduva

ACTO08 Actinobactéria Citros Cordeiropolis

ACT10 Actinobactéria Citros Jaboticabal

ACT11 Actinobactéria Citros Descalvado

ACT14 Actinobactéria Citros Jaboticabal

ACT15 Actinobactéria Citros Jaboticabal

ACT16 Streptomyces Comercial Fundacg&o André

griseus

Tosello
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3.2 Ensaios de controle de Phytophthora nicotianae
3.2.1 Bioensaio com plantulas de alfafa

Com objetivo de identificar os isolados mais promissores para o0
biocontrole de P. nicotianae, primeiramente realizou-se um bioensaio de
prospeccado segundo metodologia descrita por Leoni e Ghini (2003). Neste
ensaio, sementes de alfafa (Medicago sativa) previamente desinfestadas com
hipoclorito de sodio (2% v/v) foram colocadas para germinar. Apés sete dias, as
plantulas foram transferidas para bandejas de polietileno contendo 42 células
com capacidade para 2 mL cada. Em cada compartimento foram adicionados:
2 mL de ADE (a4gua deionizada estéril), uma plantula de alfafa, um disco de 5
mm de didmetro de meio CA (agar cenoura) contendo micélio do isolado de P.
nicotianae (IAC 01/95) fornecido pelo Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” —
Instituto Agronémico de Campinas (CCSM — IAC) e um disco de 5 mm do meio
contendo os isolados bacterianos a serem avaliados quanto ao seu potencial
antagonico. As testemunhas foram constituidas por plantulas de alfafa em
compartimentos contendo agua esterilizada, e plantulas em agua esterilizada e
P. nicotianae.

Para a obtencéo dos discos dos isolado bacterianos o cultivo se deu em
meio de cultura especifico para cada género, para Bacillus spp. utilizou-se o
meio de cultura NA (Nutriente Agar, HIMEDIA®) e as culturas foram incubadas
em estufa para BOD a 28°C por 24 horas (AMORIM e MELO, 2002). Para o
cultivo de bactérias laticas utilizou-se o0 meio agar de Man, Rogosa & Sharpe
(MRS), (KASVY®) (BRASHEARS et al., 2003) e, incubadas por 48 horas a
35°C. Os isolados de actinobactérias foram cultivados em meio Amido-
Caseina-Agar (ACA) (10 g de amido; 0,3 g de Caseina; 2,0 g de Nitrato de
Potassio; 2,0 g de NaCl; 2,0 g de Fosfato de Potassio dibasico; 0,05 g de
Sulfato de Magnésio; 0,01 g de Sulfeto Ferroso; 20 g de agar; 1000 mL de
agua destilada) e incubadas por 10 dias a 28°C (FRIGHETTO e VALARINE,
2000).
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As bandejas, contendo as plantulas de alfafa de acordo com os
respectivos tratamentos, foram mantidas a temperatura ambiente, com
fotoperiodo 12/12 h, e apo6s quatro dias, um fragmento de 20 mm da
extremidade inferior da radicula foi cortado, corado em azul latico e levado para
avaliagdo em microscopio optico de luz.

Neste bioensaio, para determinar o potencial de um isolado como
antagonista, foram utilizadas duas escalas de notas, que classificaram o0s
niveis de infeccdo de P. nicotianae nas plantulas de alfafa. Para a presenca de
esporangios (Z) as notas foram 0 = sem esporangios; 1 = entre 1 e 5; 2 = entre
6 e 10; 3 = entre 11 e 50 e 4 = mais de 51 esporangios. Para a presenca de
micélio (M) as notas foram 0 = sem micélio; 1 = pouco; 2 = médio e 3 = muito
micélio. O ensaio foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

3.2.2 Microbiolizagdo de sementes e, ou substrato com diferentes

isolados de bactérias para controle de Phytophthora nicotianae

Para realizacdo deste estudo foram utilizados os isolados bacterianos
gue se apresentaram mais promissores para 0 controle de P. nicotianae,
conforme os resultados obtidos no ensaio de bioprospeccdo com plantulas de
alfafa. Os micro-organismos avaliados foram: CPMO3 e CPOMS5 (Bacillus
spp.); BLO1, BLO6, BL10, BL12, BL14 e BL16 (bactérias laticas) e ACT10

(actnobactéria).

3.2.2.1 Microbiolizagc&o de sementes

Este experimento foi conduzido conforme metodologia adaptada de

Amorim e Melo (2002). Sementes de limdo Cravo (Citrus limonia Osbeck) e
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tangerina Sunki (Citrus sunki Hort. ex Tan) foram desinfestadas em solucao de
hipoclorito de sodio a 0.7 % por 5 minutos e lavadas em agua destilada e
esterilizada. Apés 24 horas a 25°C, as sementes foram imersas em
suspensdes das bactérias (1x10’ cel/mL) por 1 hora. Apds a secagem por 2
horas, trés sementes foram semeadas em tubete de 150cm?® contendo
substrato ‘Plantmax’ esterilizado a 121°C e a 1 atm por 2 horas. As
testemunhas consistiram de sementes desinfestadas e imersas em &agua
destilada e esterilizada, com ou sem inoculagcéo de Phytophthora. Em seguida
procedeu-se a infestagdo artificial do substrato com 5 mL da suspenséo de
inoculo de P. nicotianae, no ato da semeadura.

Para a producédo de inoculo de P. nicotianae foi utilizada a metodologia
descrita por Medina Filho et al. (2003). Discos de micélio do patogeno foram
retirados de colbnias ativas e transferidos para placas de Petri contendo meio
de cultura cenoura-agar (CA). As culturas foram mantidas a 24° C, no escuro,
por seis dias, até o crescimento do micélio em toda a superficie do meio.
Metade das placas foi mantida sob luz fluorescente continua, durante cinco
dias, para promover o desenvolvimento de esporangios, enquanto que a outra
metade permaneceu no escuro, a mesma temperatura. Todas as placas foram
posteriormente mantidas no escuro, por mais trés dias. O conteudo de quatro
placas foi composto por diferentes propagulos do patégeno, incluindo micélio,
esporangios e clamidésporos, os quais foram homogeneizados no liquidificador
por 1 min, diluindo-se essa suspensdao com 800 mL de agua destilada.

ApoOs os tratamentos e inoculagéo, os tubetes foram mantidos em uma
sala com temperatura controlada 25°C+3°C. Foi avaliado o niumero de plantas
sobreviventes 90 dias apdés a semeadura. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, sendo cada repeticao
constituida de trés plantas/tubete. Os dados obtidos foram submetidos a
analise da variancia ANOVA, sendo as médias comparadas entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade através do software estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000). O ensaio foi realizado em duplicata.
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3.2.2.2 Microbiolizag&o de substrato

Trés sementes de limdo Cravo e tangerina Sunki foram higienizadas
superficialmente com hipoclorito de sodio a 2% v/v, por 60s e semeadas a 15
mm de profundidade em tubete de 150 cm® contendo substrato comercial
Plantmax® esterilizado a 121°C a 1 atm por 2 horas. Em seguida, 5 mL de
suspensdo de cada bactéria (1x10’ cel/mL) foi adicionada ao substrato,
conforme o tratamento. Vinte e quatro horas depois, o tubete recebeu mais 5
mL da suspensédo de indculo do fitopatégeno, preparado como mencionado no
item anterior (item 3.2.2.1). Nos tratamentos correspondentes as testemunhas,
0 substrato recebeu agua no lugar da suspensao bacteriana, com ou sem
inoculacdo de Phytophthora. Apdés os tratamentos e inoculagdo, os tubetes
foram mantidos em uma sala com temperatura controlada 25°C+3°C. Foi
avaliado o numero de plantulas sobreviventes 90 dias apdés a semeadura.
Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
sendo trés plantas por repeticdo e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade, através do software estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000). O ensaio foi realizado em duplicata.

3.3 Selecédo de bactérias para promocao de crescimento de porta-enxerto
de citros

3.3.1 Producéo de AIA, solubilizacdo de fosfato e fixacdo de nitrogénio

pelos isolados bacterianos

3.3.1.1 Producéao de AIA

Para verificar a producdo de AIA, os isolados bacterianos foram
inicialmente cultivados em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 100 mL
contendo 50 mL do meio TSB 10% (15 g de triptona; 5 g de peptona de soja; 1
g de triptofano; 8 g NaCl; 1000 mL de agua deionizada; pH 7,0). Cada frasco
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recebeu 1 mL de suspenséo bacteriana (1,0x10’ células/mL) e, em seguida, as
culturas foram mantidas sob agitacdo a 150 rpm durante 72 h a 28°C. Apés a
incubacédo, uma aliquota de 2 mL de cada cultura foi submetida a centrifugacao
a 4000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, em 1,5 mL do sobrenadante
foi adicionado 1,5 mL de reagente de Salkowski (7,5 mL de FeCl; 0,5 M; 150
mL de H,SO, concentrado; 250 mL de agua destilada) (PATTEN e GLICK,
2002). Apo6s 20 minutos de reacéo foi realizada a leitura em espectrofotébmetro,
no comprimento de onda de 530 nm (ASGHAR et al., 2002). Para o controle
utilizou-se o meio sem a adi¢ao da suspensdo da bactéria.

Para a determinagédo da concentracao de AlA, foi preparada uma curva
de calibracdo com diferentes concentracdes definidas de AIA comercial (0, 2, 4,
10, 16 pg mL™). Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com
31 tratamentos e trés repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000).

3.3.1.2 Solubilizacéo de fosfato

Para a avaliacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico foi
utilizada a metodologia descrita por Verma et al. (2001) e Rodriguez et al.
(2000). As bactérias foram cultivadas em meio contendo fosfato insolivel com
algumas modificacdes (10 g de glicose; 5 g de NH4CI; 1 g de NaCl; 1 g de
MgS0O,.7H,0; 4 g de CaHPO,; 15 g de agar e pH 7,2; 1000 mL de agua
deionizada). Para o cultivo das bactérias no meio, uma alcada de cada bactéria
foi retirada de colbnia ativa e transferida para pontos marcados no meio contido
em placa de Petri, a incubacdo das culturas foi 28°C. A avaliagao foi
determinada pela presenca de um halo em torno da col6nia, indicando a
solubilizagéo do fosfato. Os isolados foram avaliados apos 10 dias. A medida
do didmetro (@) do halo de solubilizagdo, percebido como uma é&rea translicida

ao redor da colbnia, foi mensurada com a utilizagdo de um paquimetro digital. A
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partir da obtencdo da medida, obteve-se o indice de solubilizagéo de fosfato de
cada isolado por meio da formula: IS = g Halo (mm) / @ Coldnia (mm), descrito
por Hara e Oliveira (2004). De acordo com Silva Filho e Vidor (2000), a
solubilizagdo pode ser classificada em baixa solubilizagdo (IS < 2), média
solubilizagdo (2 = IS < 3) e alta solubilizacdo (IS > 3). Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise da variancia (ANOVA), sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.1.3 Fixacédo de nitrogénio

Para o teste de fixacado de N, as bactérias foram cultivadas em tubos de
ensaio de 20x70 mm, contendo 10 mL de meio de cultura FBN (fixacao
biolégica de N) semissolido [5 g de acido malico; 0,5 g de K;HPO,4. 0,2 g de
MgS0,4.7H,0; 0,1 g de NaCl; 0,01 g de CaCl,.2H,0O; 4 mL de Fe. EDTA
(solucéo 1,64%); 2 mL por litro de azul de bromotimol (0,5%); 2 mL por litro de
solucéo de micronutrientes (0,2 g de Na;M00,4.2H,0; 0,235 g de MnSO4.H,0;
0,28 g de H3BO3; 0,008 g de CuS0O,4.5H,0; 1000 mL de agua deionizada); 1,75
g por litro de agar; pH 6,8] (DOBEREINER et al., 1995). Cada tubo recebeu 0,5
mL de suspensédo da bactéria (1,0x10’ células/mL). Como controle, utilizou-se
meio de cultura sem os isolados microbianos. As culturas foram incubadas em
estufa BOD a 28°C por sete dias (KUSS et al., 2007). Da cultura (meio +
contetdo celular) foram vertidos 10 mL em tubos, para digestdo pelo método
semi-micro Kjeldahl (MALAVOLTA et al., 1997)

Para digestéo, adicionaram-se a cada tubo com as células lisadas 0,7 g
de mistura de digestdo 100 g de Na,SOg4; 10 g de CuS0O,4.5H,0; 1 g de selénio
em po6; 1 mL de H,O, e 2 mL de H,SO,4, nesta ordem. Os tubos foram
aguecidos em bloco digestor por 2 horas a 180°C e a temperatura foi elevada
para 360°C e, mantida até que a mistura apresentasse a cor verde-palha. Ao

atingir a cor, aguardou-se que a temperatura da mistura se reduzisse a
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aproximadamente 40°C, para completar o volume com &gua destilada para 10
mL. Procedeu-se a destilacdo com NaOH e a titulacdo das solucdes, para
quantificacdo do N total (Nt) (MALAVOLTA et al., 1997). O caculo de Nt fixado
foi apresentado em microgramas em 1 mL de meio

Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram
submetidos a analise da variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade através do software estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.2. Aplicacdo das bactérias para promocado de crescimento de porta-

enxertos de citros

Para esse estudo foram utilizados dezesseis isolados bacterianos:
Bacillus spp. BM001, BMO05, BM16, BM17, BM24, CPMO2, CPMO3, CPMO4,
CPMO5 e CPMOG6; bactérias laticas BL06, BL16; actinobactérias ACTO1,
ACTO5, ACT11 e ACT15, que foram selecionados conforme os resultados
obtidos em ensaios anteriores (item 3.3.1).

Os experimentos foram realizados em casa-de-vegetacdo, com sementes
de limao Cravo, tangerina Sunki e citrumelo Swingle provenientes do setor de
Borbulhas do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, em Cordeir6polis/SP.

As mudas foram produzidas em tubetes com capacidade de 50 cm?
utilizando o substrato vegetal sem esterilizacdo. Durante o experimento as
plantas receberam duas solu¢Bes nutritivas as quais foram intercaladas a cada
quinze dias. Solucdo 1: nitrato de aménia 0,4 g; nitrato de célcio 1,0 g; sulfato
de zinco 0,006 g; sulfato de manganés 0,008 g; sulfato de cobre 0,008 g;
sulfato de ferro 0,03 g; 1000 mL de agua. Solucao 2: nitrato de amonia 0,45 g;
fosfato monoaménico 0,1 g; nitrato de potassio 0,51 g; sulfato de magnésio
0,83 g; sulfato de zinco 0,012 g; sulfato de ferro 0,03 g; 1000 mL de agua.

As bactérias foram cultivadas em placas de Petri contendo meio especifico
NA (nutriente 4gar, Himedia®) para Bacillus spp. (BM01, BM05, BM16, BM17,
BM24, CPMO2, CPMO3, CPMO4, CPMO5 e CPMO6) e incubadas em estufa
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para BOD a 28°C por 24 horas (AMORIM e MELO, 2002); para o cultivo de
bactérias laticas (BLO6 e BL16) foi utilizado o meio agar de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS), Kasvy® (BRASHEARS et al., 2003) e, incubadas por 48 horas a
35°C. Os isolados de actinobactérias (ACT01, ACTO05, ACT11 e ACT15) foram
cultivados em meio Amido-Caseina-Agar (ACA) (10 g de amido; 0,3 g de
caseina; 2,0 g de nitrato de potassio; 2,0 g de NaCl; 2,0 g de fosfato de
potassio dibasico; 0,05 g de sulfato de magnésio; 0,01 g de sulfeto ferroso; 20
g de agar; 1000 mL de agua destilada) e as culturas incubadas por 10 dias a
28°C (FRIGHETTO e VALARINE, 2000). Foi acrescentado um tratamento com
misturas de bactérias, (BM24, BL0O6 e ACTO05) nas mesmas proporcdes, o
crescimento dessas bactérias ocorreu separadamente e misturadas no ato da
aplicacao.

Para o preparo do inoculo bacteriano, foram adicionados 15 mL de agua
salina estéril (0,85% NaCl, com adicdo de Tween 80 na concentracdo de
0,05%) em cada placa de Petri contendo as culturas dos micro-organismos, e
com o auxilio de alca de platina, foi feita a raspagem das colbnias e
transferidas para uma sulucdo salina (0,85% NaCl) em seguida, foi feita a
calibragem da concentracdo das colbnias em camara de Neubauer. Cinco mL
de suspens&o (1x10’ células/mL) de cada isolado de bactéria foi adicionada em
cada tubete aos 60 dias ap6s a semeadura. Foi adicionado, também, um
tratamento com mistura dos isolados, constituida do isolado BM24 (maior
produtor de AlA), BLO6 (maior solubilizador de fosfato) e ACT05 (um dos que
mais fixou N). Como testemunha, foram usadas plantas tratadas com agua no
lugar da bactéria. Aos 120 dias apds a semeadura, as plantas foram
novamente tratadas com as bactérias (metodologia adaptada de FREITAS e
AGUILAR VILDOSO, 2004).

Os parametros avaliados foram altura, nimero de folhas, diametro do
caule, massa seca da raiz e parte aérea e peso total da planta, aos150 dias
apos a semeadura.

Os tratamentos foram dispostos em um delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de uma

planta. Os dados foram analisados separadamente para cada variedade. Os
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dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia (ANOVA), sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade por meio do
software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Esse experimento foi
realizado em duplicata.

4. RESULTADOS

4.1 Ensaios de controle de Phytophthora nicotianae

4.1.1 Bioensaio com plantulas de alfafa

Nos testes com plantulas de alfafa, os resultados apresentados
mostraram que a maioria dos isolados bacterianos diminuiu a presenca de
micélios e, quando se compara o grupo de bactérias verifica-se que, 82% dos
isolados de actinobactérias e de Bacillus spp. reduziram tais estruturas do
fitopatogeno. Nenhum isolado de bactéria latica testado foi capaz de reduzir a
quantidade de micélios. Por outro lado, todos os isolados da bactéria latica
diminuiram o numero de esporangios e, dentre esses o0s isolados BL16, BLO6,
BL12, BL14 apresentaram 100% de inibicdo. Com relacdo aos outros grupos
bacterianos, somente dois isolados de Bacillus spp. (CPMO5 e CPMO3) e um
isolado de actinobactéria (ACT10) foram capazes de reduzir o nimero de
esporangios. Os isolados ACT10, CPMO3 e CPMO5 reduziram tanto a
formacdo de esporangios quanto a quantidade de micélio de P. nicotianae
(figura 1 e 2).
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Figura 1 - Selecdo de isolados bacterianos quanto ao antagonismo a P. nicotianae, pelo
método de infestacdo de plantulas de alfafa. Nota média para quantidade de micélio por
plantula de alfafa. Escala de notas para quantidade de micélio, onde: 0 = sem micélio; 1 =
pouco; 2 = médio e 3 = muito micélio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade. Dados transformados = + 0,5.
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Figura 2 - Selecdo de isolados bacterianos quanto ao antagonismo a P. nicotianae, pelo

meétodo de infestacdo de plantulas de alfafa. Nota média para o

namero de esporangio por

plantula de alfafa. Escala de notas para nimero de esporangios, em que: 0 = sem esporangios;

l=entreleb;2=entre 6e 10; 3 =entre 11 e 50 e 4 = mais
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
probabilidade. Dados transformados v= + 0,5.
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4.1.2 Microbiolizacdo de sementes e, ou substrato com diferentes

isolados de bactérias para controle de P. nicotianae.

4.1.2.1 Microbiolizagado de sementes

Quando se avaliou a microbiolizacdo das sementes com os diferentes
isolados bacterianos, observa-se que para o porta-enxerto limdo cravo somente
os isolados BL10, BL14, BL12 e BLO6 controlaram a doenca, diferiram do
tratamento testemunha, com porcentagens de plantas sobreviventes que
variaram de 100, 92, 92 e 92%, respectivamente. J4 para a variedade tangerina
Sunki todos os isolados testados mostraram eficiéncia significativa para o
controle de P. nicotianae, com porcentagens de sobrevivéncia das plantas que
variaram de 58% (BLO1) a 92% (CPMO5) (Tabela 2).

TABELA 2 - Plantulas sobreviventes de limao Cravo e tangerina Sunki, apds a
microbiolizacdo das sementes com diferentes isolados bacterianos e,

semeadura em substrato inoculado com Phytophthora nicotianae.

Microbiolizacdo sementes

% plantulas % plantulas
Tratamentos Lim&o Cravo*  sobreviventes Sunki* sobreviventes
Controle néo inoculado 3,00%a" 100,0 2,50a 83,3
BL10 3,00a 100,0 2,50a 83,3
BL14 2,75a 91,7 2,00a 66,7
BL12 2,75a 91,7 2,50a 83,3
BLO6 2,75a 91,7 2,50a 83,3
ACT10 2,50ab 83,3 2,00a 66,7
CPMO3 2,25ab 75,0 2,50a 83,3
BL16 2,25ab 75,0 2,25a 75,0
BLO1 2,25ab 75,0 1,75a 58,3
CPMO5 2,00ab 66,7 2,75a 91,7
Controle inoculado 1,50b 50,0 0,75b 25,0
CV% 11,3 18,55

Y Média de plantas sobreviventes por tubete. ™’ Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Dados transformados w..*';.
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4.1.2.2 Microbiolizagao de substrato

Os dados apresentados na Tabela 3 indicam a média de plantas
sobreviventes nas duas variedades de porta-enxertos (lim&o Cravo e tangerina
Sunki), 90 dias ap0s os tratamentos do substrato com os isolados bacterianos.
Quando se observam as plantas de limdo Cravo, nota-se que, com excecao
dos isolados CPMO3 (Bacillus spp.) e BL14 (bactéria latica), os demais
controlaram a doenca, com porcentagens médias de sobrevivéncias das
plantas que variaram de 83% (BL06, BL12, BL16 e BLO1l) a 92% (BL10,
CPMO5 e ACT10). Para a tangerina Sunki, com excecao do BL14 todos os
isolados testados controlaram a doenca, com porcentagens de plantas
sobreviventes que variaram de 67% (BL16), 75% (BL10), 83% (CPMO5), 92%
(BLO1 e BL12) a 100% (BLO6).

TABELA 3 - Plantulas sobreviventes de limdo Cravo e tangerina Sunki, apés o
tratamento do substrato com diferentes isolados bacterianos e inoculacéo de

Phytophthora nicotianae.

Microbiolizacdo substrato

Tratamentos Liméo Cravo* % plantulas Sunki* % plantulas

sobreviventes sobreviventes
Controle ndo inoculado 3,00%a® 100,0 2,50ab 83,3
BL10 2,752 91,7 2,25ab 75,0
CPMO5 2,75a 91,7 2,50ab 83,3
ACT10 2,75a 91,7 2,25ab 75,0
BLO1 2,50ab 83,3 2,75a 91,7
BL16 2,50ab 83,3 2,00ab 66,7
BL12 2,50ab 83,3 2,75a 91,7
BLO6 2,50ab 83,3 3,00a 100
CPMO3 2,00abc 66,7 2,25ab 75,0
BL14 1,25bc 41,7 1,50bc 50,0
Controle inoculado 0,75c 25,0 1,00c 33,3
CV% 19,6 10,2

Y Média de plantas sobreviventes por tubete. "’ Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Dados transformados w..*';.
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4.2 Selecdo de bactérias para promoc¢édo de crescimento de porta-enxerto

de citros

4.2.1 Producdo de AIA, solubilizacdo de fosfato e fixacdo de nitrogénio

pelos isolados bacterianos

4.2.1.1 Producéao de AIA

Dos 30 isolados bacterianos estudados em laboratério, com excecao do
isolado BL24, os demais foram capazes de produzir AlA. Todos os isolados de
Bacillus spp. e de actinobactérias produziram o AlA, sendo os maiores valores
obtidos dentro de cada grupo, pelos isolados BM24 (21,07 pg mL™) e ACT15
(10,59 pg mL™Y), respectivamente. Com relacdo as bactérias laticas o isolado

BL12 foi o que mais se destacou, produzindo 5,46 g mL™ de AIA (figura 3).
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4.2.1.2 Solubilizacdo de fosfato por bactérias

Quanto a solubilizacdo de fosfato, observou-se que das oito bactérias
laticas avaliadas, apenas o isolado BLO6 solubilizou, com um indice de
solubilizagdo alto (IS > 3). Considerando o grupo das actinobactérias o0s
isolados ACTO1 (1S=2,09) e ACTO7 (1S=2,01) apresentaram média
solubilizacdo de fosfato, enquanto que, com exce¢do do ACT10 que nao foi
capaz de solubilizar fosfato, os demais apresentaram uma baixa solubilizacao
(IS < 2). Para os isolados de Bacillus spp., somente os isolados CPMO6 e
BM17 solubilizaram fosfato com um indice de solubilizacdo de 1,48 e 1,38,

considerado baixo (figura 4).
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Indice de solubilizagdo de fosfato

Figura 4 - indice de solubilizacdo de fosfato (IS= @ Halo (mm)/ g Colénia (mm)). Médias
seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

Dados transformados +/x .

4.2.1.3 Fixagéo de nitrogénio

Quando se avaliou a fixacdo de N pelos isolados de Bacillus spp.,

verificou-se que a maioria foi capaz de fixar o elemento, com valores que
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variaram de 6,23 (CPMO6) a 56,50 ug mL™* (BM17). Os isolados BM01, BM05
e BM18 néao fixaram N. Em relacdo ao grupo das actinobactérias somente dois
isolados ACT08 e ACTO7 nao fixaram, enquanto que, os demais apresentaram
valores de fixacdo que variaram de 5,28 (ACTO6) a 61,54 pg mL™ (ACT11).
Dentre as bactérias laticas, somente trés fixaram N, BLO6, BL16 e BL24, com

valores correspondentes a 34,57; 35,57 e 40,64 pg mL™ (figura 5).

70

Figura 5 - Nitrogénio total, obtido em meio de cultura com inoculagdo de bactérias. Médias
seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).

Dados transformados vz +1,

4.2.2 Aplicacdo das bactérias para promocao de crescimento de porta-

enxertos de citros

Quando se avaliou a capacidade dos isolados das bactérias em
promover o crescimento do porta-enxerto citrumelo Swingle, verificou-se que,
com excecdo do BL16 (bactéria latica) e do tratamento com mistura de
isolados, os demais isolados testados proporcionaram aumento signficativo na
altura das plantas com valores que variaram de 6 a 11 cm em relagédo ao

controle. O aumento signficativo do numero de folhas nas plantas foi observado
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quando os isolados de Bacillus spp. BM24, CPMO4 e BM16 foram aplicados,
proporcionando aumentos do numero de folhas que variaram de 35 a 37% em
relacdo ao controle. Para o diametro do caule das plantas foi observado um
aumento significativo quando os tratamentos com Bacillus spp. BM16 e
CPMO4; com as actinobactérias ACT05 e ACT15 e, com a bactéria latica BLO6
foram aplicados. Apenas quatro isolados de Bacillus spp. (BM16, CPMO4,
BM24 e BMO01), um isolado de actinobactéria (ACTO05), um isolado de bactéria
latica (BLO6) e a mistura dos isolados foram capazes de aumentar,
signficativamente, a massa seca das raizes diferindo do controle. Com relacédo
a massa seca da parte aérea, 0s tratamentos que proporcionaram maiores
aumentos deste pardmetro avaliado foram os isolados de Bacillus spp.
CPMO4, BM05, BM01, BM16, BM17, BM24; de actinobactérias ACT05, ACT11,
ACT15, e da bactéria latica BL06. Quando se avaliou a massa seca total das
plantas observou-se um aumento significativo (115% a 171%) nos tratamentos
BMO1, BM0O5, BM16, BM17, BM24 e CPMO4 (Bacillus spp.); ACTO05, ACT11 e
ACT15 (actinobactérias) e BL0O6 (bactéria latica). Os isolados de Bacillus spp.
BM16 e CPMO4 proporcionaram o desenvolvimento das plantas em todos os
parametros avaliados. BM16 aumentou a altura, nimero de folhas, diametro do
caule, massa seca da raiz e massa seca da parte aérea em 89, 37, 31, 193 e
171%, respectivamente, enquanto que, o0 CPMO4 aumentou 0s parametros em
73% (altura), 37% (numero de folhas), 31% (diametro do caule), 171% (massa
seca da raiz) e 145% (massa seca da parte aérea), quando em comparagao

com o controle (Tabela 4).
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Tabela 4 - Altura, numero de folhas, didmetro do caule, massa seca da raiz e
parte aérea da planta e massa seca total de citrumelo Swingle, sob influéncia

de isolados bacterianos.

Altura N° folhas Didmetro Massa seca (g)
Tratamento
(cm) Caule (cm) Raiz* Parte aérea* Total*

BM16 22,56 a” 16,40 a 0,38 a 0,41 a 1,03 a 1,44 a
CPMO4 20,64 ab 16,40 a 0,38 a 0,38 a 0,93 ab 1,31a
BM24 20,60 ab 16,20 a 0,37 ab 0,38 a 0,96 ab 1,35a
BM17 19,44 ab 15,00 ab 0,36 ab 0,37 ab 0,88 ab 1,26 a
ACTO5 19,14 ab 15,60 ab 0,38 a 0,39 a 0,87 ab 1,26 a
CPMO3 18,94 ab 15,40 ab 0,35ab 0,33 ab 0,52 bc 0,86 ab
CPMO5 18,88 ab 15,80 ab 0,35ab 0,26 ab 0,76 abc 1,02 ab
ACTO1 18,80 ab 14,20 ab 0,36 ab 0,29 ab 0,76 abc 1,05 ab
ACT15 18,56 ab 14,40 ab 0,39 a 0,32 ab 0,89 ab 1,22 a
BMO5 18,34 ab 13,80 ab 0,36 ab 0,34 ab 0,83 ab 1,17 a
BMO1 18,10 ab 14,60 ab 0,35ab 0,38 a 0,83 ab 121a
CPMO2 17,94 ab 15,00 ab 0,35ab 0,34 ab 0,52 bc 0,87 ab
BLO6 17,80 ab 14,20 ab 0,38 a 0,40 a 0,81 ab 1,22 a
CPMO6 17,72 ab 14,60 ab 0,37 ab 0,32 ab 0,71 abc 1,03 ab
ACT11 17,44 ab 14,80 ab 0,35ab 0,34 ab 0,80 ab 1,14 a
BL16 15,58 bc 13,20 ab 0,34 ab 0,28 ab 0,65 abc 0,93 ab
Mix® 15,28 bc 13,40 ab 0,37 ab 0,38 a 0,63 abc 1,02 ab
Controle 11,90 ¢ 12,00 b 0,29 b 0,14 b 0,38¢c 0,53 b
CV% 13,26 11,47 10,09 17,81 13,30 13,73

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0.05). *Dados transformados y/x , ® misturas de bactérias (BM24, BL06 e ACTO05)

Para a tangerina Sunki pode se observar, pelos dados apresentados na
Tabela 5, que somente dois isolados BM17 e BM0O5 mostraram capacidade em
aumentar a altura das plantas. Tais isolados proporcionaram porcentagens de
crescimento das plantas que variaram de 34 a 33 % em relagdo ao controle.
Para o parametro referente ao numero de folhas, ndo houve diferencgas
significativas entre os tratamentos em relagdo ao controle. Somente os isolados
BM17 e ACT11 proporcionaram aumento do diametro do caule em 31%
diferindo estatisticamente do controle. Quanto a massa seca da raiz e da parte

aérea observa-se que, nenhum isolado foi capaz de promover aumento
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significativo desses parametros em relagdo ao controle. Ja quando se analisou
O peso seco total, pode se observar que o isolado ACT11l diferiu
estatisticamente do controle, aumentado o volume de massa seca total em

64%, porém, ndo diferiu dos demais tratamentos.

Tabela 5 — Altura, niumero de folhas, diametro do caule, massa seca da raiz e
parte aérea da planta e massa seca total, de porta-enxerto tangerina Sunki, sob

influéncia de isolados bacterianos.

Altura N° Folhas Diametro Massa seca (g)
Tratamento

(cm) Caule (cm) Raiz* Parte aérea* Total*
BM17 17,18 a" 19,00a 0,29 a 0,30 a 0,83 a 1,13 ab
BMO5 17,10 a 17,80 a 0,26 ab 0,22 a 0,69 a 0,92 ab
BMO1 17,00 ab 17,40 a 0,27 ab 0,25 a 0,75 a 1,01 ab
ACT11 16,70 ab 19,00 a 0,29 a 0,22 a 0,81 a 1,15 a
ACTO1 16,50 ab 18,20 a 0,26 ab 0,28 a 0,79 a 1,08 ab
ACT15 16,16 ab 18,80 a 0,25 ab 0,23 a 0,68 a 0,92 ab
BLO6 16,16 ab 18,80 a 0,25 ab 0,23 a 0,68 a 0,92 ab
CPMO6 15,96 ab 18,40 a 0,24 ab 0,22 a 0,70 a 0,93 ab
BM16 15,96 ab 16,80 a 0,26 ab 0,19 a 0,82 a 1,02 ab
CPMO5 15,80 ab 18,00 a 0,24 ab 0,21 a 0,72 a 0,93 ab
Mix® 15,58 ab 19,40a 0,26 ab 0,29 a 0,66 a 0,96 ab
BL16 15,28 ab 19,00 a 0,25 ab 0,23 a 0,63 a 0,86 ab
BM24 15,02 ab 17,20 a 0,27 ab 0,24 a 0,71a 0,95 ab
CPMO3 14,88 ab 17,40 a 0,25 ab 0,21a 0,74 a 0,95 ab
ACTO05 14,48 ab 16,60 a 0,24 ab 0,20 a 0,63 a 0,83 ab
CPMO4 14,40 ab 17,20 a 0,23 ab 0,20 a 0,57 a 0,78 ab
CPMO2 14,34 ab 18,00 a 0,27 ab 0,25 a 0,61 a 0,87 ab
Controle 12,80 b 16,40 a 0,22 b 0,18 a 0,51 a 0,70 b
CV% 11,78 13,77 10,59 14,45 10,49 10,88

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0.05). *Dados transformados +/x , @ misturas de bactérias (BM24, BL0O6 e ACTO05).

Para o porta-enxerto liméo Cravo, os dados apresentados na Tabela 6
mostram que existem diferencas entre os tratamentos em relagcéo a altura das

plantas, sendo os maiores comprimentos obtidos quando as plantulas foram
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tratadas com os isolados ACTO01, BM05, CPMO3, ACTO05, ACT15, BL16 e
BM17, diferindo significativamente do tratamento controle. Com relacdo ao
parametro referente ao numero de folhas, somente o isolado BMO5 foi capaz
de promover um aumento em torno de 33% em relacdo ao controle. Para os
demais parametros avaliados nenhum dos isolados testados foi capaz de

promover o crescimento das plantas.

TABELA 6 - Altura, nimero de folhas, didmetro do caule, massa seca da raiz e
parte aérea da planta e massa seca total de porta-enxerto limdo Cravo, sob

influéncia de isolados bacterianos.

Altura N° folhas Diametro Massa seca (g)
Tratamento
(cm) caule (cm) Raiz* Parte aérea* Total*

ACTO1 20,94a” 14,40 ab 0,32 a 0,37 a 0,88 a 1,26 a
BMO05 20,28 a 15,20 a 0,33 a 0,36 a 0,86 a 122a
CPMO3 19,66 a 13,20 ab 0,36 a 0,35a 0,83 a 1,19a
ACTO05 19,62 a 14,00 ab 0,32 a 0,32 a 0,72 a 1,04 a
ACT15 19,60 a 13,60 ab 0,34 a 0,36 a 0,82 a 1,18 a
BL16 19,54 a 14,00 ab 0,32 a 0,36 a 0,83 a 1,19 a
BM17 19,22 a 14,20 ab 0,32 a 0,28 a 0,74 a 1,03 a
BLO6 19,12 ab 14,20 ab 0,30 a 0,27 a 0,70 a 0,98 a
CPMO4 19,08 ab 13,60 ab 0,33 a 0,34 a 0,74 a 1,09 a
BM24 18,40 ab 13,40 ab 0,33 a 0,33a 0,8la 1,14 a
BMO1 18,32 ab 12,40 ab 0,33 a 0,35a 0,77 a 1,12 a
Mix® 18,30ab 12,60 ab 0,33 a 0,36 a 0,73 a 1,10 a
ACT11 17,84 ab 13,00 ab 0,32 a 0,27 a 0,75 a 1,02 a
CPMO5 17,60 ab 12,60 ab 0,34 a 0,32 a 0,73 a 1,05 a
CPMO2 17,50 ab 12,60 ab 0,30 a 0,29 a 0,69 a 0,99 a
BM16 17,34 ab 12,80 ab 0,34 a 0,35a 0,75 a 1,10 a
CPMO6 17,28 ab 12,80 ab 0,32 a 0,28 a 0,70 a 0,98 a
Controle 1450 b 11,40 b 0,31a 0,26 a 0,60 a 0,86 a

CV% 11,07 11,10 10,20 12,73 10,06 10,42

) Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0.05). *Dados transformados w,,*'x_, @ misturas de bactérias (BM24, BL06 e ACTO05).
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5 DISCUSSAO

O ensaio realizado com brotos de alfafa permitiu avaliar o potencial das
bactérias testadas em diminuir estruturas reprodutivas e vegetativas de P.
nicotianae. Quando se compara o grupo de bactérias verifica-se que 82% dos
isolados de actinobactérias e de Bacillus spp. reduziram a quantidade de
micélios, enquanto que as bactérias laticas néo inibiram a formacdo dessas
estruturas. Por outro lado, todos os isolados deste ultimo grupo foram capazes
de diminuir o niUmero de esporangios e, dentre esses 0s isolados BL16, BLO6,
BL12 e BL14 apresentaram 100% de inibicdo. Esses resultados corroboram
com Leoni e Guini (2003), onde ao avaliarem isolados de fungos, actinomicetos
e bactérias, verificaram que alguns isolados ndo permitiram a formacéo de
esporangio e, ou micélio de P. nicotianae. Os autores observaram, também,
que alguns micro-organismos permitiram o desenvolvimento de micélio, mas
nao dos esporangios, como 0 que aconteceu com o grupo das bactérias laticas,
no respectivo trabalho.

Quando se avaliou a microbiolizagcdo das sementes e do substrato com
os diferentes isolados bacterianos, verificou-se que os isolados de bactéria
latica BLO6 e BL12 apresentaram controle, com sobrevivéncia das plantas
acima de 80%, para as duas variedades de porta-enxertos estudadas. E
interessante mencionar que esses dois micro-organismos foram capazes de
inibir em 100% a formacao de esporangios, quando avaliados no bioensaio de
alfafa, embora ndo tenham reduzido a formacdo de micélios. De acordo com
Feichtenberger et al. (1997), durante o periodo chuvoso, uma nova geracao de
esporangios pode ser produzida em menos de 24 horas, portanto, o ciclo de
producdo de esporangios pode ser repetido muitas vezes durante o ano. Essas
estruturas podem germinar diretamente ou, indiretamente, produzindo os
zoOsporos que na presenca de agua livre sdo liberados, atingindo as
superficies de raizes ou outros o6rgdos de plantas citricas. Um agente
antagonista que apresente a capacidade de diminuir estruturas infectivas do

fitopatdbgeno, diminuindo a producdo de inoculo inicial, poder4 agir na
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supressédo da doengca com muito mais eficiéncia, como o que foi apresentado
neste trabalho.

Resultados similares foram encontrados por outros autores. Murthy et al.
(2012) avaliando bactérias do &cido latico em plantas de tomate, verificaram
gue cepas de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans e Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei mostraram-se bons antagonistas contra Ralstonia
solanacearum, além de promoveram o crescimento das plantas em relacdo ao
controle. Carrer Filho et al. (2009) avaliando a microbiolizacdo de sementes de
tomate com estirpe de Streptomyces setonii (UFV-RD1) observaram que o
antagonista demonstrou ser capaz de inibir a germinacdo de conidios de
Alternaria solani, Stemphylium solani e de Corynespora cassiicola e a
germinacdo de esporéangios de Phytophthora infestans nos testes in vitro. Os
autores avaliaram a eficiéncia do isolado UFV-RD1 em condi¢bes de campo e
observaram que o mesmo foi capaz de proteger as plantas contra A. solani,
porém, ndo apresentou a mesma eficiéncia para o controle da requeima (P.
infestans). Hamed et al. (2011) relataram que isolados de bactérias laticas
(provenientes de iogurte e do leite) e L. plantarum apresentaram atividade
antifangica contra Fusarium oxysporum, proporcionando um efeito protetor as
plantas de tomate. Esse efeito aumentou quando as bactérias laticas foram
aplicadas como tratamento de sementes. Lutz et al. (2012) verificaram que
70% dos isolados de bactérias laticas mostraram efeito inibitério contra Pythium
ultimum.

Segundo Temitope e Oluchi (2015), a atividade antimicrobiana das
bactérias laticas esta relacionada, principalmente, a producdo de uma grande
variedade de metabdlitos antagbnicos ativos, dentre esses 0s acidos organicos,
compostos antagonicos, como diéxido de carbono, etanol, perdoxido de
hidrogénio, bacteriocinas etc.

Nosso trabalho mostrou, também, que alguns isolados microbianos
foram eficientes no controle do patdogeno quando aplicados em determinada
variedade de porta-enxerto de citros, independente do método de aplicacéo. O
isolado de Bacillus sp. CPMO5 apresentou 92% e 83% de plantas

sobreviventes de tangerina Sunki, quando aplicado na semente e no substrato,
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respectivamente. Por outro lado, o isolado de actinobactéria ACT10 apresentou
92% de sobrevivéncia de plantas, quando aplicado no substrato de plantas de
limdo Cravo. Neste contexto, Rudrappa et al., (2008) demonstraram em seus
estudos, que uma planta, apods ser infectada por um patégeno, pode selecionar
micro-organismos colonizadores especificos na rizosfera por meio da
exsudacao radicular. Os autores ao inocularem uma cepa patogénica de
Pseudomonas syringae em folhas de Arabidopsis thalianae, verificaram um
aumento na exsudacdo de acido malico na rizosfera, atraindo assim, uma
estirpe de B. subtilis, o qual formou biofilme no sistema radicular protegendo a
planta contra o ataque do fitopatdgeno. Essa capacidade das plantas em
selecionar micro-organismos benéficos ressalta a importancia da interacéo
planta-micro-organismos, como o0 observado pelos resultados obtidos neste
estudo.

Para a realizacdo dos experimentos de promog¢ao de crescimento em
porta-enxerto citrico, inicialmente, no presente estudo, foram realizados
ensaios in vitro para avaliacdo de producdo de AlA, solubilizacdo de fosfato e
fixacdo de N por 30 isolados bacterianos. Posteriormente, os melhores isolados
obtidos pelos resultados in vitro foram avaliados in vivo como agentes
promotores de crescimento em trés porta-enxertos de citros.

O estudo mostrou que a producdo de AIA foi verificada na maioria dos
isolados bacterianos, sendo as maiores producdes obtidas em cada grupo pelo
BM24 (Bacillus sp.), ACT15 (actinobactéria) e BL12 (bactéria latica).
Resultados similares foram obtidos por outros autores. Moreira e Araujo (2013)
ao estudarem possiveis agentes promotores de crescimento de Eucalyptus
urograndis, verificaram que isolados de Bacillus spp. foram grandes produtores
de auxinas. Khamna et al. (2010) relataram que dentre os isolados de
actinobactérias estudados apenas 11,2% apresentaram capacidade para
produzir AlA, enquanto que, Mohite (2013), analisando a producéo de AIA
pelas bactérias do solo rizosférico, verificou que as bactérias laticas
Lactobacillus casei e L. acidophilus foram positivas para a produgao deste fito-

horménio.
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Com relacdo a solubilizacdo de fosfato, os melhores isolados foram
CPMO6 e BM17 (Bacillus spp.), ACTO1 e ACTO7 (actinobactérias) e BLO6
(bactéria latica). Estes resultados corroboram parcialmente com os obtidos por
Zlotnikov et al. (2013) que ao avaliarem a solubilizacédo de fosfato por bactérias
laticas verificaram que dos quinze isolados estudados, todos foram capazes de
solubilizar fosfato insolivel em meio de cultura sdlido. Viruel et al. (2014) ao
avaliarem bactérias solubilizadoras de fosfato, Serratia marcescens, Pantoea
eucalypti EV1, Pantoea agglomerans, P. eucalypti EV4, Pseudomonas tolaasii,
Enterobacter aerogenes e Pseudomonas koreensis, em plantas de milho (Zea
mays L.) em casa-de-vegetacédo, verificaram que todas as cepas apresentaram
um efeito positivo sobre o crescimento das plantas.

Os isolados que mais fixaram N dentro de cada grupo de bactérias
estudado, no respectivo trabalho, foram BM17, ACT11 e BL24. Resultados
similares foram relatados por Kuss et al., (2007) que ao analisarem a fixagéao
biolégica de N in vitro por bactérias diazatroficas endofiticas verificaram grande
variacdo no comportamento dos micro-organismos quanto a fixacdo de N total
em meio de cultura. Fernandes et al., (2001) quando analisaram a fixac&o
biol6gica por bactérias diazotréficas, associadas a plantas de coqueiros,
encontraram, também, variacdes no comportamento desses micro-organismos
quanto a fixacdo de N in vitro.

Quando se observam os dados in vivo para o porta-enxerto citrumelo
Swingle, verifica-se que, os isolados de Bacillus spp. BM16 e CPMO4 foram
eficientes para o desenvolvimento das plantas em todos os parametros
avaliados (Tabela 4). Em um trabalho realizado por Araujo e Guerreiro (2010)
em gue se avaliou o efeito da inoculacdo de bactérias do género Bacillus spp.
em sementes de milho, os autores observaram que os isolados apresentaram
efeito significativo sobre as variaveis numero de folhas e biomassa seca total.
Segundo os autores, a maioria dos isolados que promoveu crescimento do
milho ndo estava entre os maiores produtores de AIA em laboratério. No
entanto, os isolados BM16 e CPMO4 embora tenham produzido AlA e fixado N,
in vitro, 0s mesmos nao se encontram entre os melhores produtores deste fito

hormdnio. Segundo Han e New (1998) a fixacdo biologica de N em meio de
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cultura semissolido néo foi correlacionada com a fixagdo de N em campo,
conforme os dados obtidos em seus experimentos. Resultados semelhantes
foram relatados por Mehnaz e Lazarovits (2006). Segundo os autores, em
estudos com isolados bacterianos produtores de AlA, foi verificado que o
isolado que expressou maior producdo de AIA n&o foi 0 que promoveu o maior
crescimento das plantas de milho, porém, os autores afirmaram que a
producao do fito horménio foi o principal mecanismo envolvido na promocéo de
crescimento. Neste aspecto, Dobbelaere et al. (2002) relataram que a
capacidade dos micro-organismos produzirem altas taxas de AlA in vitro ndo é
um pré-requisito para que ocorra aumento do crescimento das plantas, pois,
segundo os autores, o efeito benéfico depende da concentracao utilizada. Tal
substancia em baixas concentracfes pode estimular o crescimento das raizes,
porém, quando, em concentracdes mais altas, podem causar efeito inibitério no
crescimento vegetal. No entanto, a capacidade do micro-organismo para
produzir altas taxas de IAA ndo garante que o mesmo seja, também, um bom
agente promotor de crescimento de plantas, como observado no respectivo
trabalho.

E importante mencionar que os tratamentos com os isolados BM24,
ACTO5 e BLO6 praticamente promoveram o crescimento do porta-enxerto
citrumelo Swingle, com excecdo de apenas um parametro dentre todos,
dependendo do isolado. No entanto, quando esses isolados foram usados em
mistura, somente mostraram eficiéncia em um Unico parametro avaliado, que
correspondeu a massa seca da raiz. O fato da mistura dos isolados nao ter
proporcionado aumento no crescimento das plantas de citrumelo Swingle, pode
ser devido a trés fatores, primeiro, pelos diferentes modos de acdo das
bactérias envolvidas (RAUPACH e KLOEPPER, 1998), segundo, pela
existéncia de competicdo entre 0s micro-organismos da mistura (HIBBING et
al., 2010) e, em terceiro, pelo fato da combinagao dos isolados né&o ter sido a
mais adequada. Uma combinagcdo onde houvesse sinergismo entre isolados,
possivelmente, o resultado seria mais promissor em termos de promocao de

crescimento das plantas.
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Em contrapartida, em plantas de tangerina Sunki, o melhor tratamento
foi obtido com BM17 que proporcionou aumento na altura e no diametro do
caule das plantas. Quando se observa os dados in vitro verifica-se que esse
isolado de Bacillus spp. produziu AlA, solubilizou fosfato e fixou N (figuras 3, 4
e 5). E importante mencionar que, embora o isolado de actinobactéria ACT11
nao tenha proporcionado crescimento da planta pela maioria dos parametros
avaliados, este promoveu aumentos de 31% e 64%, no diametro do caule e na
massa seca total, respectivamente, em relagdo aos tratamentos controles. Fato
semelhante foi também observado por Freitas e Aguilar Vildoso (2004) que
relataram que 8% das bactérias do género Bacillus, inoculadas em plantulas de
citros, nao tiveram efeito no crescimento da parte aérea das plantas, mas, sim,
sobre a matéria seca da raiz.

Em muitos casos as bactérias promotoras de crescimento quando séo
aplicadas a campo nao alcancam os efeitos desejados, esse fato pode estar
associado a insuficiente colonizacédo da rizosfera pelos micro-organismos. De
acordo com Compant et al. (2010) a colonizacdo na rizosfera de uma estirpe
bacteriana € um dos requisitos indispensavel para se ter sucesso na promogao
de crescimento das plantas.

Com relacdo aos dados de limdo Cravo, dentre os parametro avaliados,
0s Unicos que foram capazes de mostrar diferencas entre os tratamentos foram
a altura e o numero de folhas. Os melhores resultados foram obtidos com
aplicacbes dos isolados de Bacillus spp. BM05, BM17 e CPMOS3,
actinobactérias ACT01, ACTO05 e ACT15 e, com a bactéria latica BL16, que
aumentaram a altura das plantas. O isolado BMO5 foi o Unico que aumentou,
significativamente, o nimero de folhas nas plantas avaliadas (Tabela 6).

O efeito de bactérias laticas na promocao de crescimento de plantas
citricas foi observado em plantas de citrumelo Swingle e limdo Cravo. Para o
primeiro, o isolado BLO6 promoveu o desenvolvimento das plantas em todos os
parametros avaliados, com excec¢do ao numero de folhas. Para o limao Cravo,
o isolado BL16 proporcionou a maior altura das plantas. Murthy et al. (2012),
avaliando bactérias do acido latico em plantas de tomate, verificaram que

cepas de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans e L. paracasei subsp.
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paracasei promoveram o0 crescimento das plantas aumentando a matéria
fresca, o comprimento da parte aérea e da raiz, em relacdo ao controle.

No respectivo trabalho, observou-se que a promoc¢ao de crescimento
das plantas citricas pelos diferentes micro-organismos avaliados, dependeu do
gendtipo da planta. Os isolados de BM16 e CPMO4 foram capazes de
promover o crescimento de citrumelo Swingle. Em plantas de tangerina Sunki,
os melhores resultados foram obtidos com o tratamento BM17 (Bacillus sp.) e
ACT11 (actinobacteria). Para porta-enxerto limado Cravo, apenas BMO05
(Bacillus sp.) foi capaz de promover aumento em dois parametros avaliados,
sendo a altura e o numero de folhas.

Relatos de literatura mostram que associacdes entre plantas e bactérias
podem envolver interacdes especificas (BENIZRI et al., 2001) e, que diferencas
de composicdo dos exsudatos de raizes podem influenciar a colonizacdo dos
micro-organismos na rizosfera (LUGTENBERG et al., 2001), podendo muitas
vezes serem atrativos ou deletérios aos micro-organismos presentes, 0 que
talvez possa explicar porque alguns isolados agiram melhor em um porta-
enxerto e ndo nos demais. Segundo Spaepen et al. (2007) um dos
componentes dos exsudatos radiculares que varia muito entre as espécies de
plantas € o triptofano que tem sido identificado como o principal precursor da
biossintese de IAA em bactérias. Isto pode explicar a promocao de crescimento
do porta-enxerto citrumelo Swingle em relagdo aos demais estudados.

No respectivo estudo foi observado que a habilidade para producao de
AlA, solubilizacdo de fosfato ou, fixacdo de N pelos micro-organismos, nao
necessariamente, esta associada a promocdo de crescimento das plantas
citricas.

Estudos futuros sdo necessarios de modo a compreender melhor essas
interacfes entre hospedeiro e micro-organismos benéficos, de maneira a
favorecer a selecdo de estirpe com potencial agricola para aumentar a
produtividade de porta-enxertos de citros, tornando-os menos suscetiveis ao

estresse abiotico e as doencas.
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6 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:

a) Os isolados de bactéria latica BLO6 e BL12 apresentam potencial
como agentes de biocontrole de Phytophthora nicotianae;
independente do método de aplicacdo utilizado (microbiolizacdo de
sementes ou de substrato);

b) Os isolados de Bacillus spp. BM16 e CPMO4 foram capazes de
promover o crescimento do porta-enxerto Citrumelo Swingle;

c) Para a promocéo de crescimento de plantas de tangerina Sunki, os
melhores resultados foram obtidos com BM17 (Bacillus sp.) e ACT11
(actinobacteria);

d) Para o porta-enxerto limdo Cravo, apenas BMO05 (Bacillus sp.) foi

capaz de promover aumento da altura e do niumero de folhas.
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