MARCELO RODRIGUES FIGUEIRA DE MELLO

EFEITO DE BACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
NO BIOCONTROLE DA FUSARIOSE EM MUDAS DE ABACAXI
MICROPROPAGADAS

RECIFE
PERNAMBUCO-BRASIL
SETEMBRO - 2001



MARCELO RODRIGUES FIGUEIRA DE MELLO

EFEITO DE BACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
NO BIOCONTROLE DA FUSARIOSE EM MUDAS DE ABACAXI
MICROPROPAGADAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Fitossanidade da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Fitossanidade, Area de  Concentragio:
Fitopatologia.

RECIFE

PERNAMBUCO-BRASIL
SETEMBRO - 2001



EFEITO DE BACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
NO BIOCONTROLE DA FUSARIOSE EM MUDAS DE ABACAXI
MICROPROPAGADAS

MARCELO RODRIGUES FIGUEIRA DE MELLO

COMITE DE ORIENTACAO

Profé. Dr?. Rosa de Lima Ramos Mariano (Orientadora)
Prof® Dr?. Maria Menezes (Co-orientadora)
Prof® Dr?. Terezinha Rangel Camara (Co-orientadora)

RECIFE
PERNAMBUCO-BRASIL
SETEMBRO - 2001



Catalogacdo na Fonte
Setor de Processos Técnicos da Biblioteca Central - UFRPE

M527e Mello, Marcelo Rodrigues Figueira de
Efeito de bactérias na promocdo de crescimento
e no biocontrole da fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas / Marcelo Rodrigues Figueira de
Mello; orientadora Rosa de Lima Ramos Mariano.

- Recife : O Autor , 2001.94 p. : il

Dissertagdo ~ (Mestrado) -  Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Fitossanidade
(Area de Con centracdo : Fitopatologia).

Inclui anexo e bibliografia.

CDD 632.3
CDU 632.4

. FITOPATOLOGIA

BACTERIA

PROMOCAO DE CRESCIMENTO
. BIOCONTROLE
. FUSARIOSE
. ABACAXI
. MUDAS MICROPROPAGADAS
Mariano, Rosa de Lima Ramos
Titulo



MARCELO RODRIGUES FIGUEIRA DE MELLO

EFEITO DE BACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
NO BIOCONTROLE DA FUSARIOSE EM MUDAS DE ABACAXI
MICROPROPAGADAS

APROVADA:

Prof?. Dr®. Maria Menezes (UFRPE)

Prof. Dr. Delson Laranjeira (UFRPE)

Profé. Dr?. Uided Maaze Tiburcio Cavalcante (UFRPE)

Prof?. Dr?. Rosa de Lima Ramos Mariano
(Orientadora)



A meus pais, por me ajudarem nos momentos

mais dificeis da minha vida.

DEDICO

A todos que me ajudaram nesta ardua

jornada com dedicacdo e companheirismo.

OFERECO



"O Unico homem que nunca comete erros e aquele que nunca faz coisa
alguma. Nao tenha medo de errar, pois vocé aprendera a ndo cometer duas

Vezes 0 mesmo erro."
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RESUMO

A micropropagacdo do abacaxizeiro € importante pela qualidade e quantidade das
mudas produzidas as quais, apds 5 a 10 meses de aclimatacdo, serdo levadas ao campo, onde
estardo expostas a fatores adversos entre 0s quais, pragas e doencas. A fusariose causada por
Fusarium subglutinans pode causar perdas de até 80% nos frutos e 20% nas mudas. Bactérias
promotoras de crescimento tém sido utilizadas tanto para acelerar o desenvolvimento de
plantas micropropagadas como no controle biolégico de doengas. Os objetivos deste estudo
foram selecionar um método de bacterizacdo e isolados bacterianos eficientes para promocao
de crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas, de modo a aumentar a biomassa das
plantas e reduzir o periodo de aclimatacdo; testar misturas dos isolados na promocédo de
crescimento e determinar os mecanismos de acdo envolvidos nessa promoc¢éo; bem como,
estudar o efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas micropropagadas e 0s mecanismos de
acao envolvidos nessa protecdo. Dentre os metodos de bacterizacédo testados, imersédo de raizes
+ infestacdo do substrato e imersdo de raizes foram os mais eficientes, sendo escolhido o
segundo pela maior praticidade. Dentre os isolados testados, os mais eficientes foram C210
(Bacillus cereus), ENF16 (B. pumilus), RAB9 (Bacillus sp.) e ENF10 (B. thuringiensis subvar.
kurstakii). Aumentos de 163,6%, 107,7% e 87,0% foram obtidos pelo isolado RAB9 aplicado
pela imersdo de raizes, respectivamente, para matéria seca da parte aérea, matéria seca das
raizes e area foliar 30 dias ap0s a bacterizacdo. Todos os isolados selecionados foram
compativeis e as misturas entre os isolados ENF10+RAB9, ENF16+C210 e C210+RAB9
induziram aumentos de, respectivamente 100%, 88,1% e 80,1%, para matéria seca das raizes.
N&o foi observada a producdo de &cido indolacético, acido cianidrico ou solubilizacdo de

fosfatos pelos isolados bacterianos, nas condi¢Ges experimentais utilizadas. O nitrogénio foi o
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Unico macronutriente cujo teor diferiu significativamente (P=0,05) entre as mudas
bacterizadas e testemunhas. No estudo do efeito de bactérias sobre a fusariose do
abacaxizeiro, utilizando-se a imersdo de raizes, os isolados ENF12 (ndo identificado), C21
(Bacillus sp.), C11 (Bacillus sp.), ENF14 (Enterobacter cloacae), C210 e IN937A
(Pseudomonas chlororaphis) diferiram significativamente (P=0,05) da testemunha com
relagdo as notas atribuidas para cada planta. ENF12, C21 e benomil reduziram a severidade da
doenga em 85,2; 79,1 e 88,0% respectivamente, em relagdo a testemunha. No experimento
utilizando a pulverizagcdo dos biocontroladores em folhas destacadas, EN5 (Alcaligenes
piechaudii) diferiu significativamente (P=0,05) da testemunha quanto ao indice de doenca,
reduzindo a severidade em 90,2%. No experimento, utilizando a pulverizagdo dos
biocontroladores em plantas, apenas ENF14 diferiu significativamente (P=0,05) da
testemunha, reduzindo a severidade da doenca em 55,6; 39,4 e 68,4 considerando,
respectivamente, indice de doenga para lesGes foliares, numero de folhas infectadas e indice de
doenga para sintomas internos. Nenhum isolado bacteriano produziu celulase, pectinase ou
HCN. No entanto, C210, R14 (B. subtilis), ENF19 (ndo identificado), ENF14, C11 e C21
inibiram o crescimento do patégeno “in vitro” por antibiose. Na competi¢do por ferro foi
demonstrado que o isolado EN5 apresentou reverséo da inibicdo do crescimento micelial do
patdgeno no nivel de 20 ppm de FeCls. Concluiu-se que: (i) misturas dos isolados C210,
ENF16, RAB9 e ENF10 aplicadas pela imersdo de raizes, podem promover o aumento de
biomassa de mudas de abacaxi micropropagadas, reduzindo a fase de aclimatacdo; (ii) o
isolado E. cloacae ENF14 é um potencial biocontrolador para a fusariose do abacaxizeiro,
recomendando-se testes com misturas dos isolados ENF14, EN5, C210 e C21 que agem por

mecanismos distintos, utilizando-se a bacterizac¢do por pulverizacdo das folhas.
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Palavras-chave adicionais: aclimatacdo, Ananas comosus, biomassa, bactérias promotoras
de crescimento de plantas, BPCP, controle biolégico, Fusarium subglutinans, mecanismos
de acdo de bactérias.
ABSTRACT
Pineapple micropropagation is important due to the quality and quantity of the
plantlets produced. After an acclimation period of 5 to 10 months, plantlets are read for
planting in field where they will be exposed to several adverse factors including pests and
diseases. The fusariosis caused by Fusarium subglutinans may cause losses as high as 80
and 20%, respectively in fruits and plantlets. Plant growth-promoting rhizobacteria have
been used to increase development of micropropagated plantlets and for disease biological
control. This study aimed to select a bacterization method and bacterial isolates that could
efficiently promote growth of micropropagated pineapple plantlets cv. Pérola, increasing
biomass and reducing the acclimation period; to test mixtures of isolates efficient in the
growth-promotion and to determine their mechanisms of action; and to study the effect of
bacteria on the fusariosis in micropropagated plantlets and the mechanisms involved in this
protection. Overall the best methods were root dipping + soil drenching and root dipping
the second being chosen due to its practicability. The most efficient bacterial strains were
C210 (B. cereus), ENF16 (B. pumilus), RAB9 (Bacillus sp.) e ENF10 (B. thuringiensis
subvar. kurstakii). Increases as high as 163.6%, 107.7% and 87.0% were obtained by RAB9
applied by root dipping, respectively for shoot dry weight, root dry weigh and leaf area
thirty days after bacterization. All strains showed compatibility and combination of
ENF10+RAB9, ENF16+C210 and C210+RAB9 induced respectively 100%, 88.1% and
80.1%, for root dry weight. Productions of IAA, HCN or phosphate solubilization were not

detected for any of the bacterial isolates under the experimental conditions here utilized.



Xiii
Only nitrogen amounts in bacterized plantlets significantly differ (P=0,05) from the
controls. In the study of the influence of bacterial isolates on the pineapple fusariosis by
using root dipping the isolates ENF12 (not identified), C21 (Bacillus sp.), C11 (Bacillus
sp.), ENF14 (Enterobacter cloacae), C210 and IN937A (Pseudomonas chlororaphis)
significantly differ (P=0,05) from the control in relation to disease grade averages.
ENF12, C21 and benomyl showed disease severity reduction of 85.2; 79.0 and 88.0%
respectively, in relation to control without treatment. In the experiment using bacteria to
spray detached leaves, disease index was significantly reduced (P=0,05) by EN5
(Alcaligenes piechaudii) which promoted disease severity reduction of 90.2%. In the
experiment spraying bacteria onto attached leaves, only ENF14 significantly (P=0,05)
reduced the disease severity in 55.6; 39.4 and 68.4 % respectively in relation to foliar
symptoms, number of infected leaves and internal symptoms. None of the bacterial isolates
produced celulase, pectinase or HCN. However C210, R14 (B. subtilis), ENF19 (not
identified), ENF14, C11 and C21 inhibited the pathogen growth “in vitro” by antibiosis. In
relation to iron competition the isolate EN5 showed reversion of inhibition of the pathogen
mycelial growth at 20 ppm of FeCl3. The conclusions are: (i) mixtures of the strains C210,
ENF16, RAB9 and ENF10 applied by root dipping are able to increase biomass production
of micropropagated pineapple plantlets, reducing the acclimation period; (ii) E. cloacae
ENF14 is a potential biocontroler for pineapple fusariosis. However experiments by leaf
spraying with mixtures of isolates ENF14, EN5, C210 e C21 that act by distinct
mechanisms are recommended.
Additional keywords: acclimation, Ananas comosus, biomass, biological control, Fusarium
subglutinans, mechanisms of action of bacteria, PGPR, plant growth-promoting

rhizobacteria.
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INTRODUCAO GERAL

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.), Merr.] € uma fruteira extensivamente cultivada
nas zonas tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul, sendo originario da América
tropical e muito provavelmente do Brasil, onde existe grande variabilidade genética dentro da
espécie. E uma planta monocotiledonea, herbacea, perene, pertencente a familia das
Bromeliaceas, com aproximadamente 1,0 m de altura. No caule, pouco desenvolvido, inserem-
se folhas lineares, em forma de calha e dispostas em torno de um eixo central. As flores
apresentam uma coloracao roxo-purpurea, reunidas em inflorescéncia terminal de eixo grosso,
carnoso e conico oval. Trata-se de uma infrutescéncia, conhecida mundialmente como ananas,
pineapple, pifia e, no Brasil, abacaxi (Ventura et al., 1981). O crescimento e desenvolvimento
do abacaxizeiro sdo bastante influenciados pela temperatura, sendo a faixa Gtima para
crescimento das folhas e raizes entre 22 e 30°C podendo, entretanto, suportar temperaturas em
torno de 40°C. A pluviosidade é outro fator climatico de grande importancia para a cultura, a
qual desenvolve-se bem em regides onde ocorrem precipitagfes de 1000 a 1500 mm anuais. A
falta de chuva atrasa o desenvolvimento da planta e do fruto (Cunha et al., 1994).

O abacaxi é um dos frutos de maior preferéncia no mundo, tanto “in natura” como
industrializado na forma de compotas, geléias, sorvetes e sucos. Além da producdo de fibras
para tecidos, produz ainda uma enzima proteolitica, a bromelina, muito utilizada no
amaciamento de carnes, producdo de cerveja e industria farmacéutica (Carvalho & Cunha,
1999). O maior produtor mundial é a Tailandia, com uma producdo estimada em 2.280.959
toneladas, representando 15,81% da producdo mundial em 1998. O Brasil ocupa a segunda

posi¢do no ranque mundial e a primeira na America do Sul, com uma produc¢édo de 1.353.480



toneladas em 2000 (FAO, 2000). No cenario nacional, os estados da Paraiba, Minas Gerais,
Para, Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo, ocupam respectivamente 0s primeiros
lugares, sendo responsaveis por 83% da producdo nacional (IBGE, 1999). Em Pernambuco,
sdo comercializados 1.419 t de abacaxi por més, sendo 0s maiores produtores, 0s municipios
de Itambé e Pombos (CEAGEPE, 2000).

As cultivares mais plantadas no mundo para consumo ao natural e industrializagédo
pertencem a espécie A. comosus, sendo as principais a ‘Smooth Cayenne’, ‘Singapora
Spanish’, ‘Queen’, ‘Espafiola Roja’, ‘Pérola’ e ‘Perolera’. Outras cultivares sdo plantadas em
escala reduzida para mercados locais e regionais, destacando-se a ‘Jupi’ e ‘Primavera’ (Cunha
& Cabral, 1999). No Brasil, as cultivares mais plantadas 'Pérola’ e 'Smooth Cayenne'
apresentam alta suscetibilidade a fusariose causada por Fusarium subglutinans Wollenw &
Reinking. Esta doenca é considerada de grande importancia econémica, sendo responsavel por
30 a 80% de perdas dos frutos e 15 a 20% de mudas (Ventura et al., 1981; Ventura, 1994).
Constatada pela primeira vez no Brasil em 1964, no estado de S&o Paulo e posteriormente, no
Rio de Janeiro e Minas Gerais, essa doenga também é conhecida como gomose ou resinose
fangica (Kimati & Tokeshi, 1964). A fusariose ocorre em todas as partes da planta e em todos
os estadios de desenvolvimento, incluindo todos os tipos de mudas. Em estadio de
desenvolvimento vegetativo as plantas infectadas apresentam lesGes geralmente no terco
inferior do caule, e as folhas ai inseridas apresentam infeccéo restrita a sua parte basal néo-
clorofilada. A maturidade dos tecidos na regido clorofilada torna-os mais resistentes. Com o
desenvolvimento da lesdo no caule, observa-se uma reducdo no fluxo da seiva, resultando em
enfezamento, clorose, murcha e morte da planta. Além da lesdo do caule, a planta infectada
pode expressar também sintomas externos como curvatura e encurtamento do caule, reducgao

no comprimento das folhas, morte do meristema apical, afunilamento da planta e morte. No



material propagativo, os sintomas caracterizam-se por lesdo no caule, exsudagdo de goma e
infeccdo na parte aclorofilada. No fruto observa-se a exsudagdo da goma na cavidade floral
com apodrecimento da polpa na regido infectada. Embora estes sintomas possam ser
observados com maior intensidade a partir do final da floracdo, € na fase de maturacdo que
eles tornam-se mais evidentes (Matos, 1999).

O género Fusarium € bastante heterogéneo, com ampla distribuicdo geogréfica e
inclui muitas espécies tradicionalmente identificadas pelas caracteristicas morfoldgicas. O
critério para diferenciacdo com base no reconhecimento fisiolégico tem sido usado para a
diferenciacdo adicional intraespecifica, dando suporte a caracterizacdo taxondmica. A
identificacdo de Fusarium ao nivel de espécie, forma especial e raca é dificil, uma vez que
muitas variaveis devem ser consideradas (Windels, 1991). Fusarium subglutinans, antes
denominado de F. moniliforme Sheldon var. subglutinans, foi estabelecido como uma espécie
independente por apresentar caracteristicas morfolégicas estaveis e suficientes para tanto. Em
meio de batata-dextrose-agar, F. subglutinans apresenta inicialmente um micélio branco, que
passa a roseo alaranjado, alcancando, algumas vezes, a coloracdo violeta. Dois tipos de
esporos sdo produzidos: os microconidios e 0os macroconidios. As caracteristicas principais
deste patdgeno séo a producdo de microconidios em polifialides, sempre em falsas cabegas e

auséncia de clamidosporos (Nelson et al., 1983).

A incidéncia da fusariose varia de uma regido produtora para outra, dependendo do
potencial de indculo; dentro de uma mesma regido, sofre forte influéncia sazonal, variando
conforme a época de producdo (Matos & Cunha, 1987; Matos, 1987). No Brasil, a incidéncia e
severidade da fusariose talvez estejam associadas a temperatura favoravel durante o processo

de infeccdo, 0 que ndo existe em outros paises produtores de abacaxi, onde a doenca nédo



ocorre (Rohrbach & Taniguchi, 1984; Petty, 1990). A maior incidéncia da doencga ocorre em
temperaturas entre 20 e 30 °C no campo. Foi observada uma correlagéo significativa positiva
em condi¢bes de campo e através de inoculacdo artificial, entre a severidade da doenca e
temperaturas de 21 a 27 °C durante as primeiras cinco semanas apés a inducgdo floral
(Rohrbach & Taniguchi, 1984). Estudos em folhas destacadas do abacaxizeiro mostraram que
o melhor desenvolvimento radial da lesdo, ocorreu em torno de 30 °C (Silva-Acuiia et al.,
1995). A germinacdo, crescimento micelial e esporulacdo desse patdgeno atingem maiores
valores em temperaturas que variam de 25 a 30 °C (Ventura, 1994), porém a existéncia de
variabilidade pode justificar alteracdes de comportamento em diferentes temperaturas (Aguiar
et al., 1982). Temperaturas superiores a 35 °C podem ter efeito na sobrevivéncia do patdgeno
e deverdo ser consideradas na epidemiologia da doenca (Ventura et al., 1981).

A germinacdo dos conidios de F. subglutinans em condi¢Ges de baixa umidade
relativa € desconhecida, bem como o efeito de longos periodos secos, quando a umidade do ar
fica abaixo de 70%. Para alguns fungos, a baixa umidade relativa do ar é limitante para a
germinacdo dos esporos, contribuindo para a ado¢do de medidas de controle. Umidade acima
de 92% é importante para a germinacao dos conidios de F. subglutinans, que se inicia em duas
horas, e atinge o0 méximo em 12 horas. Estas condi¢Ges favoraveis de umidade sdo muito
comuns nas regides produtoras de abacaxi, sendo ainda facilitadas pela arquitetura da planta
que canaliza as gotas de orvalho e toda precipitacdo, por menor que seja, para as axilas das
folhas e para o ponto de crescimento da inflorescéncia (Ventura, 1994).

A penetracdo do fungo na planta ocorre através de ferimentos, resultantes de
rachaduras e fendilhamentos do processo normal de crescimento da planta ou causados pela
acdo de agentes bioticos ou abidticos, que também constituem sitios de infecgdo em mudas

(Matos & Cunha, 1987). Nos frutos, a infeccdo tem inicio nas flores durante a antese ou em



ferimentos quando existem, mas a fase de floracdo representa o periodo mais critico no ciclo
da doenca (Ventura et al., 1993). Desta forma, o0 manejo da inducdo floral em épocas com
baixa precipitacdo pluviométrica e temperatura acima de 30 °C ou abaixo de 20 °C, pode ser
uma pratica importante para reduzir a severidade da doenca (Matos & Caldas, 1996).

Fusarium subglutinans pode sobreviver em material propagativo infectado ainda
aderido a planta mde, restos culturais e epifiticamente nas folhas do abacaxizeiro. Mudas
infectadas constituem o principal agente de disseminacdo da fusariose, seja a longa distancia,
de uma regido para outra, seja dentro da mesma regido produtora (Matos, 1999).

Através do manejo integrado, varias estratégias de controle tém sido utilizadas para
reduzir as perdas causadas por esta doenga. Dentre elas destacam-se o plantio de material
propagativo sadio e erradicacdo de plantas doentes no campo, para reducdo do inoculo incial;
estabelecimento de um programa de escape da doenca, baseado na curva de incidéncia da
doenca para cada regido, praticando-se a inducdo floral em periodos que possibilitem o
desenvolvimento da inflorescéncia e do fruto, em eépocas desfavoraveis a incidéncia da doenca
(Matos, 1987); protecdo mecanica das inflorescéncias através de sacos de polietileno e sacos
de papel pergaminho, evitando que os conidios sejam disseminados para a inflorescéncia
durante o periodo de maior susceptibilidade (Matos & Caldas, 1986); utilizagdo de fungicidas
como captan e benomil, que apesar de eficientes, podem induzir o aparecimento de populagfes
resistentes (Aguiar et al., 1982); utilizacdo de cultivares resistentes, identificadas desde o final
da decada de sessenta, destacando-se 'Primavera’ e 'Perolera’, por apresentarem frutos com
maior potencial para comercializacdo (Ventura, 1994).

Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo bactérias que colonizam
os tecidos das plantas, exercendo um efeito benéfico no desenvolvimento e sanidade das

mesmas (Kloepper et al., 1980). As BPCP atuam tanto pelo controle bioldgico de doengas,



como diretamente pela promog¢do de crescimento aumentando a produtividade e
desenvolvimento das plantas (Mariano & Romeiro, 2000).

As BPCP podem ter habitat endofitico ou epifitico. Bactérias epifiticas sao
encontradas na superficie de érgdos vegetais, onde sobrevivem em locais protegidos utilizando
exsudados e nutrientes de fontes externas, sem causar doenga e podendo ser isoladas tanto do
filoplano quanto do rizoplano. Bactérias endofiticas sdo aquelas que se encontram nos tecidos
internos da planta, colonizando os espacos intercelulares e cértex das raizes ou colonizando
sistematicamente toda a planta através dos vasos condutores sem causar nenhum sintoma de
doenga (Agarwal & Shende, 1987). Geralmente as bactérias endofiticas originam-se de
comunidades bacterianas epifiticas, que através de sementes, ferimentos, aberturas naturais e
pela acdo de enzimas hidroliticas, como celulases e pectinases, penetram nos tecidos internos,
colonizando a planta. As bactérias endofiticas encontram nesses tecidos, um ambiente
favoravel a sua sobrevivéncia, e proporcionam a planta, através de diferentes mecanismos de
acao, melhores condicGes de desenvolvimento. Os principais efeitos observados na promogéo
de crescimento de plantas sdo aumento da taxa de germinagdo, crescimento das raizes,
crescimento de colmos ou caules, aumento do nimero de folhas e area foliar, crescimento de
tubérculos, aumento do nimero de flores e rendimento. As BPCP biocontroladoras atuam no
crescimento, infectividade, viruléncia e agressividade do patégeno, bem como nos processos
de infeccdo, desenvolvimento de sintomas e reproducdo (Hallmann et al., 1997).

Os principais géneros e espécies de bactérias epifiticas sdo Pseudomonas spp. do
grupo fluorescente, Bacillus spp. e Streptomyces spp. Mais de 129 espécies de bactérias,
representando cerca de 54 géneros ja foram encontradas colonizando endofiticamente
estruturas vegetais, destacando-se 0s géneros Pseudomonas Migula, Bacillus Cohn,

Enterobacter Hormaeche &Edwards e Agrobacterium Conn (Hallmann et al., 1997).



Bacterias endofiticas tém sido relatadas em plantas sadias de vérias espécies (Hallmann et al.,
1997). Bactérias endofiticas tém sido associadas a promog¢do de crescimento de diversas
culturas como tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (Bashan et al., 1989; Nowak et al.,
1995), batata (Solanum tuberosum L.) (Frommel et al., 1991), milho (Zea mays L.) (Hilton &
Bacon, 1995), arroz (Oryza sativa L.) (Hurek et al., 1994) e algod&do (Gossypium herbarum L.)
(Bashan et al., 1989). Na China, as YIB tém induzido aumentos significativos de rendimento
tém sido obtidos em diversas culturas como tomate e pimentdo (Capsicum annuum L.) (10%),
batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam) (23%), hortalicas (15%) e melancia (Citrulus lanatus
(Thumb.) Matsum.) (16,9%) (Zhang et al.,1996). Essas bactérias também tém a capacidade de
colonizar o nicho ecoldgico de diversos patdgenos de plantas, principalmente os vasculares,
apresentando efeito significativo no controle de Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr f. sp.
vasinfectum (Atk.) W.C. Snyder & H.N. Hans. em algoddo (Chen et al., 1995), Verticillium
albo-atrum Reinke & Berthier e Rhizoctonia solani Kihn em batata (Nowak et al., 1995),
Sclerotium rolfsii Sacc. em feijdo (Phaseolus vulgaris L.)(Pleban et al., 1995), além de
diversas doengas em pepino como a murcha de Fusarium (Fusarium  oxysporum
Schlechtend.:Fr f. sp. cucumerinum J.H. Owen), mancha angular (Pseudomonas syringae pv.
lachrymans (Smith & Bryan)), antracnose (Colletotrichum orbiculare (Berk. & Mont.) Arx) e
mosaico (CMV- cucumber mosaic virus) (Wei et al., 1991; Liu et al., 1995; Raupach et al.,
1998). Bactérias endofiticas também tém sido associadas a promoc¢do de crescimento de
diversas culturas como tomate (Lycopersicon esculentum) (Bashan et al., 1989; Nowak et al.,
1995), batata (Frommel et al., 1991), milho (Hilton & Bacon, 1995), arroz (Hurek et al., 1994)
e algodédo (Bashan et al., 1989). Na China, as BPCP, sdo chamadas YIB (Yield increasing

bacteria) e tém sido aplicadas em larga escala desde 1987 (Wenhua & Hetong, 1997).



As BPCP podem aumentar o crescimento das plantas através de um ou mais
mecanismos tais como producdo dos fitohormdnios auxinas, citocininas, giberelinas e etileno;
producdo de enzimas; producdo de &cido cianidrico (HCN); solubilizacdo de fosfatos e
oxidacdo de sulfatos; eliminacéo e alteracdo da microflora deletéria; fixacdo de nitrogénio e
producdo de antibidticos extra-celulares (Enebak et al., 1998). Estudos mostraram que
isolados de Pseudomonas spp., Bacillus polymixa, Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
putida produzem auxinas, particularmente o acido indol-3-acético (Boroni et al., 1993). Glick
(2000) observou que isolados de Pseudomonas produtores da enzima ACC deaminase
exerciam varias funcbes para o crescimento de plantas, como o estimulo ao crescimento
vegetal e alongamento das raizes, possibilitando maior exploracdo do solo, diminuindo o
estresse hidrico e a escassez de nutrientes.

As BPCP podem exercer o controle biologico de doencas de plantas através de um ou
mais mecanismos tais como antibiose, producdo de &cido cianidrico, sideroforos, inducdo de
resisténcia e enzimas que degradam a parede celular como pectinase, celulase e B-1,3-
glucanase (Kloepper et al., 1999), além de parasitismo (Luz, 1996), producdo de &cido
salicilico (Press et al., 1997) e competicéo por acidos graxos (Van Dirk & Nelson, 2000).

O abacaxizeiro € uma planta propagada vegetativamente por meio de mudas, dos
tipos: coroa, filhote, rebentdo e filhote rebentdo (Cunha & Cabral, 1999). A muda é portadora
de todo o potencial genético do vegetal e importante veiculo na disseminacdo da fusariose,
doenca, responsavel por elevadas perdas de plantas e frutos. Assim, a qualidade e sanidade do
material propagativo assume grande importancia no cultivo do abacaxi e sucesso na
exploracdo dessa cultura (Reinhardt & Cunha, 1999). Dependendo do espacamento usado, séo

necessarias de 20.000 a 75.000 mudas para o plantio de um hectare (Cunha, 1999),
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configurando-se alta demanda por material propagativo. A baixa produtividade desse material
que varia de 6 a 10 mudas no final de 18 meses de cultura (Reinhardt & Cunha, 1999), a
inexisténcia de programas de producdo de mudas fiscalizadas, bem como a incidéncia de
pragas e doencas, sobretudo a fusariose, sdo possivelmente, as razdes pelas quais a area
cultivada no Brasil tem aumentado pouco ao longo dos anos, apesar das condi¢cOes
edafocliméticas favoraveis e da alta rentabilidade da cultura (Reinhardt et al., 1996).

A técnica de micropropagacdo a partir do cultivo de explantes obtidos de meristemas
e de gemas axilares é uma alternativa viavel para a producdo massal de material propagativo
sadio, de alta qualidade e uniforme. Essa técnica € utilizada para a multiplicacdo de mudas
sadias das cultivares comerciais ‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’, e ainda para obtencdo de
variedades e hibridos resistentes a fusariose, permitindo a multiplicacdo rapida dos clones
selecionados (Eloy et al., 1993). Estima-se que cerca de 30.000 plantulas podem ser
produzidas entre 6 e 8 meses a partir de 30 a 40 gemas axilares vidveis de uma Unica coroa,
apos trés subculturas (Fitchet, 1990). As plantulas obtidas pela técnica de micropropagagdo
tém que passar pela fase de aclimatacdo, até atingirem o tamanho adequado para o plantio
definitivo no campo. A duragdo deste periodo varia, entre outros fatores, de acordo com o
substrato e nutricdo das pléntulas (Folliot & Marchal, 1990) sendo, em geral, para o
abacaxizeiro de 5 a 10 meses (Reinhardt & Cunha, 1999).

Mudas tratadas com BPCP podem ter melhor adaptagdo em condicGes de estresse,
como o que ocorre no periodo de aclimatagdo. Estudos com tomate, batata, melancia e pepino
tém evidenciado a influéncia de BPCP na micropropagagdo destas culturas. Esses
microorganismos podem agir tanto na cultura “in vitro” como na fase de aclimatacéo,

proporcionando maior vigor e adaptacdo das mudas apés o transplantio (Nowak, 1998).
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A interacdo entre BPCP e mudas de abacaxi tem sido pouco estudada. Entretanto, foi
relatado que o isolado C240 aplicado através do método de imersdo de raizes na fase de pds-
aclimatacdo, aumentou a biomassa de mudas desta bromelidcea induzindo aumentos de
156,7% na matéria seca da parte aérea, 56,4% na matéria seca das raizes e 30,9% na area foliar
(Siqueira et al., 1997).

A aplicacdo da mistura de diferentes isolados representa uma importante estratégia de
controle de doengas, porém o sucesso desta pratica depende da combinacdo e compatibilidade
dos microrganismos envolvidos na mistura (De Boer et al., 1999). O aumento da diversidade
genética no controle biolégico atraves da mistura de microrganismos, proporciona um
aumento dos mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole como indugéo de resisténcia,
competicdo por nutrientes e producgdo de antibidticos (Pierson & Weller, 1994). As interacdes
entre 0s microrganismos introduzidos podem influenciar a microflora existente e sua
performance na rizosfera, assim como varios fatores biodticos e abidticos podem comprometer
a performance dos microrganismos biocontroladores através de competi¢do por nutrientes,
nicho ecoldgico e producdo de metabolitos (Pierson & Weller, 1994; Duffy et al., 1996).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: selecionar o método de
bacterizacdo mais eficiente e pratico para mudas de abacaxi micropropagadas durante o
periodo de aclimatacdo; selecionar os melhores isolados bacterianos para promocdo de
crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas, de modo a aumentar a biomassa das
plantas e reduzir o periodo de aclimatacdo; testar os efeitos das misturas dos isolados na
promogéo de crescimento e determinar 0s mecanismos de acdo envolvidos na promocgao de
crescimento (Capitulo 2) e, ainda, estudar o efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas

micropropagadas e 0s mecanismos de acao envolvidos neste controle (Capitulo 3).
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RESUMO
Mello, M.R.F.; Mariano, R.L.R.; Menezes, M.; Camara, T.R.; Assis, S.M.P. Sele¢édo de
bactérias e métodos de bacterizagdo para promocdo de crescimento em mudas de

abacaxi micropropagadas. Summa Phytopathologica

Mudas micropropagadas de abacaxi cv. Pérola, ndo aclimatadas, foram
bacterizadas com 19 isolados bacterianos. Apos esta selecdo preliminar de isolados,
cinco métodos de bacterizacdo foram testados: infestacdo do substrato (IS), imersdo de
raizes (IR), pulverizacdo das folhas (PF), imersdo de raizes + infestacdo do substrato

(IRS) e pulverizacédo das folhas + infestagdo do substrato (PFS). O melhor método de
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bacterizacdo (IR) e a mistura dos isolados mais eficientes compativeis (RAB9, ENF10,
ENF16, C210) foram novamente testados. A producdo de acido indol acético (AIA),
acido cianidrico (HCN) e solubilizacdo de fosfatos foram analisados como mecanismos
de promocao de crescimento, sendo também quantificados os macronutrientes N, P e K.
As mudas foram avaliadas através das variaveis: altura da planta (AL), nimero de
folhas (NF), area foliar (AF), matéria seca da parte aérea (MSA) e matéria seca das
raizes (MSR), trinta dias ap6s o transplante. Dentre os métodos de bacterizacdo
testados, IRS e IR foram os mais eficientes, sendo escolhido o método IR pela maior
praticidade. Dentre os isolados testados, os mais eficientes foram C210, ENF16, RAB9
e ENF10. Aumentos de 163,6%, 107,7% e 87,0% foram obtidos pelo isolado RAB9
aplicado pelo método de IR, para as varidveis MSA, MSR e AF. Todos os isolados
selecionados foram compativeis e as misturas entre os isolados ENF10 + RAB9, ENF16
+ C210 e C210 + RAB9 induziram aumentos de 100%, 88,1% e 80,1%,
respectivamente para a variavel PSR. N&o foi observada a producéo do AlA, HCN ou
solubilizacdo de fosfatos, nas condi¢des experimentais utilizadas. O nitrogénio foi o
Unico macronutriente cujo teor diferiu significativamente entre as mudas bacterizadas e
testemunhas. Este trabalho demonstrou que misturas dos isolados C210, ENF16, RAB9
e ENF10 aplicadas pela imersdo de raizes, podem promover o aumento de biomassa de
mudas de abacaxi micropropagadas, reduzindo a fase de aclimatacéo.

Palavras-chave adicionais: Ananas comosus, aclimatacdo, biomassa, bactérias

promotoras de crescimento de plantas, BPCP.
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ABSTRACT

Mello, M.R.F.; Mariano, R.L.R.; Menezes, M.; Camara, T.R.; Assis, S.M.P. Screening
of bacteria and bacterization methods for growth-promotion of micropropagated

pineapple plantlets. Summa Phytopathologica

Micropropagated pineapple plantlets cv. Pérola, not acclimated were bacterized
with 19 strains of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). After this initial
screening five bacterization methods were tested: root dipping (IR), soil drenching (1S),
foliage atomization (PF), root dipping + soil drenching (IRS) and root dipping +
foliage atomization (PFS). The best bacterization method (IR) and the mixture of the
most efficient and compatible strains (RAB9, ENF10, ENF16, C210) were again tested.
The production of indol acetic acid (AlA), hydrocyanic acid (HCN) and the phosphate
solubilization were assayed as mechanisms for growth-promotion and macronutrients
N, P and K were quantified. Plantlets were evaluated for shoot length (AL), leaf number
(NF), leaf area (AF), shoot dry weight (MSA) and root dry weight (MSR) at 30 days
after transplanting. Overall the best methods were IRS and IR the second being chosen
due to its practicability. The most efficient bacterial strains were C210, ENF16, RAB9
e ENF10. Increases as high as 163.6%, 107.7% and 87.0% were obtained by RAB9
applied by IR, respectively for MSA, MSR and AF. All strains showed compatibility and
combination of ENF10 + RAB9, ENF16 + C210 and C210 + RAB9 induced 100%,
88.1% and 80.1%, respectively for PSR. Productions of 1AA, HCN or phosphate
solubilization were not detected under the experimental conditions utilized here. Only
nitrogen amounts in bacterized plantlets significantly differ from the controls. This work

showed that mixtures of the strains C210, ENF16, RAB9 and ENF10 applied by root
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dipping are able to increase biomass production of micropropagated pineapple
plantlets, reducing the acclimation period.
Additional key-words: Ananas comosus, acclimation, biomass, plant growth-promoting

rhizobacteria, PGPR.

O abacaxi [Ananas comosus (L.), Merr.] é um dos frutos mais cultivados,
apreciados e consumidos em todo o mundo, destacando-se pela rentabilidade, grande
demanda e importancia econdmica. Com uma producdo estimada em 1.353.480 t em
56.031 ha, o Brasil é o segundo maior produtor mundial, superado pela Tailandia, e
primeiro na América do Sul (13). No Brasil, destacam-se os Estados da Paraiba, Minas
Gerais, Para, Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo, que contribuem com 83% da
producdo (19). Em Pernambuco, cerca de 1.419 t de frutos sdo comercializadas
mensalmente na CEAGEPE, sendo Itambé e Pombos o0s principais municipios
produtores (7).

O abacaxizeiro é uma planta propagada vegetativamente por meio de mudas dos
tipos coroa, filhote, rebentdo e filhote rebentdo (21). A muda é portadora de todo o
potencial genético e importante veiculo na disseminacdo da fusariose, causada pelo
fungo Fusarium subglutinans Wollenw & Reinking (= F. moniliforme Sheldon var.
subglutinans) (25). Esta doenca é responsavel por perdas de 30% a 40% de plantas e
frutos e 15% a 20% de mudas (42, 41). Portanto, a qualidade e sanidade do material de
propagacao assumem grande importancia no cultivo e sucesso da exploragéo do abacaxi
(34). Este cultivo requer alta demanda de material propagativo pois, dependendo do

espacamento usado, sdo necessarias de 35.000 a 70.000 mudas para o plantio de um
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hectare. Por outro lado, a taxa média de producdo de mudas no sistema comercial é
relativamente pequena, variando de 6 a 10 mudas por planta no final de 18 meses de
cultura (21). A técnica de micropropagacao, a partir do cultivo de explantes obtidos de
meristemas e de gemas axilares, € uma alternativa vidvel para a producdo massal de
material propagativo sadio de alta qualidade e uniformidade. Teécnicas de
micropropagacdo desenvolvidas para o abacaxizeiro, resultam em uma taxa de
multiplicacdo superior a 30 pléantulas por explante, em meio suplementado com
citocininas. Estima-se que cerca de 1,2 milhdo de plantulas poderiam ser produzidas
entre 6 e 8 meses a partir de 30 a 40 explantes vidveis, com uma taxa reprodutiva de 50
plantulas por explante (14).
A aclimatacéo é a fase onde as mudas séo transferidas das condi¢Bes “in vitro”
para casa de vegetacdo. Esta fase, em geral, tem duracdo de 30 dias e permite a
adaptacdo das plantas ao novo ambiente, pois a umidade baixa, alta luminosidade e
ambiente sem assepsia favorecem o0 estresse (26). Passada esta fase, as plantas
permanecem em casa de vegetacdo por um periodo variavel, que depende, entre outros
fatores, do substrato e da nutricdo das mudas, sendo em geral para o abacaxizeiro de 5 a
10 meses ou quando estas atingirem uma altura préxima dos 30 cm (15, 34).
Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem agir tanto na
cultura *in vitro” quanto na fase de aclimatacdo proporcionando maior vigor e
adaptacao das mudas ap6s o transplantio. As BPCP consistem de um grupo de bactérias
que beneficiam as plantas, tanto pela promocdo direta do crescimento quanto pelo
controle bioldgico de doencas ou pragas (22). O efeito benéfico de BPCP tem sido
demonstrado na micropropagacdo de tomate, batata, melancia e pepino (27). As BPCP
podem aumentar o crescimento das plantas através de um ou mais mecanismos como

producéo de fitohorménios, enzimas e acido cianidrico (HCN), solubilizacdo de fosfatos
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e oxidacdo de sulfatos, eliminacdo e alteragdo da microflora deletéria, fixacdo de
nitrogénio e producdo de antibioticos extracelulares (12).

Plantas provenientes de cultura de tecido tém maior sensibilidade a patdgenos e
estresses, problemas que podem ser minimizados pela reintroducdo de microrganismos
endofiticos e epifiticos ainda na fase de micropropagacao (26, 27). Biotizacdo € a
resposta metabdlica da planta cultivada “in vitro” ao inoculante microbiano, o que
determina um maior desenvolvimento fisiologico da planta, aumentando a resisténcia a
agentes bioticos e abioticos (26).

A interacdo entre BPCP e mudas de abacaxi tem sido pouco estudada. Bacillus
cereus isolado C240 aplicado através do método de imersdo de raizes na fase de pds-
aclimatagdo, aumentou a biomassa de mudas de abacaxizeiro induzindo aumentos de
matéria seca da parte aérea (156,7%), matéria seca das raizes (56,4%) e area foliar
(30,9%) (38).

Os objetivos deste trabalho foram: selecionar o método de bacterizagcdo mais
eficiente e pratico para mudas de abacaxi micropropagadas ndo aclimatadas; selecionar
isolados bacterianos, separadamente ou em misturas, para promogéo de crescimento de
mudas de abacaxi micropropagadas, de modo a aumentar a biomassa das plantas e
reduzir o periodo de aclimatacdo e estudar os mecanismos de acdo dos isolados

bacterianos envolvidos na promogéo de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das mudas de abacaxi micropropagadas e isolados bacterianos

Mudas de abacaxi micropropagadas da cv. Pérola, com aproximadamente 5 cm

de altura, ndo aclimatadas, foram obtidas do Laboratério de Cultura de Tecidos do
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Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os 19
isolados bacterianos utilizados, endofiticos e epifiticos (Quadro 1), foram provenientes
da colecdo do Laboratorio de Fitobacteriologia do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, estando estes preservados em agua de
torneira esterilizada. Os isolados foram cultivados a 27 °C por 48 h em meio NYDA
(Agar nutritivo-extrato de levedura-dextrose-agar) (31) e mantidos no decorrer dos
experimentos por repicagens periddicas em tubos com NYDA. As suspensdes
bacterianas foram preparadas em agua destilada esterilizada (ADE) contendo uma gota

de Tween 80 a 0,05%, sendo ajustadas para Asgo=0,7.

Selecdo de bactérias para promocdo de crescimento de mudas de abacaxi
micropropagadas

No primeiro experimento em casa de vegetacdo, foram testados os 19 isolados
bacterianos e utilizando-se dois métodos de bacterizacdo: infestacdo do substrato +
imersdo de raizes (ISR) e infestacdo do substrato + pulverizacdo das folhas (ISF). Na
ISR as raizes foram imersas em 10 mL de suspensdo bacteriana durante 30 minutos e
plantadas em substrato tratado com 10 mL da mesma suspenséo, e no ISF o substrato
foi tratado com 10 mL da suspenséo bacteriana antes do plantio e as folhas pulverizadas
com 10 mL da suspensédo bacteriana apds o transplantio. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 20x2, constituido por 19 isolados
bacterianos + uma testemunha, e dois métodos de bacterizagdo com seis repeticdes por

tratamento.

Selecdo de métodos de bacterizacdo de mudas de abacaxi micropropagadas

visando promocao de crescimento e influéncia nos teoresde N, P e K
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No segundo experimento em casa de vegetacdo, 0s nove isolados bacterianos
selecionados como mais eficientes foram utilizados para testar cinco métodos de
bacterizacdo de mudas de abacaxi micropropagadas. Na infestacdo do substrato (IS)
este foi tratado com 10 mL da suspensdo bacteriana antes do plantio; na imersdo de
raizes (IR), estas foram imersas em 10 mL da suspensdo bacteriana durante 30 minutos
sendo imediatamente plantadas enquanto na pulverizacgdo das folhas (PF), estas foram
pulverizadas com 10 mL da suspensdo bacteriana apds o plantio. Os outros dois
métodos foram infestacdo do substrato + imersdo de raizes (ISR) e infestacdo do
substrato + pulverizagdo das folhas (ISF), ja utilizados previamente. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 10x5, com nove
isolados bacterianos + uma testemunha, cinco métodos e seis repeticdes por
tratamento.

Um terceiro experimento foi realizado com os dois melhores métodos de
bacterizacdo (IR e ISR) e os cinco isolados mais eficientes do experimento anterior,
visando observar o efeito da bacterizacdo nos teores de N, P e K em g.Kg . Nas
determinac6es foram utilizados 0 método de Kjeldahl para N, o método colorimétrico
do molibdo-vanadato de amonio para P e a fotometria de chamas para K (4, 35).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
6x2, com cinco isolados bacterianos + uma testemunha e dois métodos de bacterizacdo

com dez repeti¢des por tratamento.

Efeito de misturas de isolados bacterianos compativeis na promocéo de
crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas
A compatibilidade entre os isolados bacterianos mais eficientes foi analisada,

utilizando-se 0 método de antibiose bactéria x bactéria (23). Os isolados foram
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cultivados a 27 °C por 48 h em meio NYDA e as suspensdes bacterianas foram
preparadas em ADE, sendo ajustadas para Asgo = 0,7. Transferiu-se 0,1 mL da bactéria
alvo para 100 mL de NYDA fundente, homogeneizando-se e vertendo-se em placas.
Quatro discos de papel de filtro esterilizados foram imersos nas suspensdes das
bactérias antagonistas e apos secagem, colocados de forma equidistante sobre a placa
contendo a bactéria alvo. A avaliacdo foi realizada através da medicdo do halo de
inibic&o.

Apos a verificacdo da compatibilidade, foi realizado o quarto experimento,
utilizando-se quatro isolados bacterianos separadamente e em misturas (dois a dois e
todos juntos) pelo método de imersdo de raizes. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 12 tratamentos representados pelos isolados

(separadamente e em misturas) + testemunha e oito repeticdes por tratamento.

Conducdo e avaliacdo dos experimentos

Em todos os experimentos, as testemunhas foram tratadas com ADE. As mudas
bacterizadas foram mantidas em copos plasticos (500 mL) contendo o substrato
constituido de solo esterilizado: himus (2:1) e irrigadas por sub-irrigacdo de modo a
manter a capacidade de campo. Em intervalos de 10 dias, 5 mL da solucdo de Hoagland
foram aplicados em cada experimento. As avaliagdes nos trés primeiros experimentos
foram realizadas 30 dias ap6s bacterizacéo e no ultimo, ap6s 60 dias, visando observar
um efeito prolongado da promocéo obtida foram mensuradas as variaveis altura da
planta (AL), numero de folhas (NF) e area foliar (AF). Apds secagem a 60 °C por 48 h,
a matéria seca da parte aérea (MSA) e matéria seca das raizes (MSR) foram obtidas e

utilizadas para a determinacgéo dos nutrientes.
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Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa SANEST. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(P=0,05). Os aumentos de biomassa das plantas, representados por MSA, MSR e AF,
foram calculados através da formula de Edginton et al. (11) modificada: 1(%) = [(Tr —
T)/T]100, onde 1(%) = aumento da varidvel, Tr = valor médio do tratamento e T =

valor médio da testemunha.

Mecanismos de acédo das BPCP

Para os isolados C210, ENF10, ENF16 e RAB9 foram avaliados 0os mecanismos
de producéo do acido indol acético (AlA) (6), solubilizacdo de fosfatos (6) e producao
de HCN (23).

Para avaliacdo da producdo do AIA foi utilizado um método colorimétrico
adaptado por Cattelan (6) no qual as bactérias foram transferidas para placas contendo
meio TSA (Tryptic soy agar) 1/10 enriquecido com 1,021 g de L-triptofano e cobertas
com uma membrana de nitrocelulose por 24 h a 28-30 °C. ApOs este periodo,
removeu-se a membrana para outra placa saturando-se com solucdo de Salkowski e
incubou-se a temperatura ambiente. O resultado positivo é caracterizado pela formagao
de halo avermelhado na membrana correspondente a coldnia, no periodo entre 30 min
e 2 horas. Para avaliacdo da solubilizacdo de fosfatos foi utilizado o método adaptado
por Cattelan (6), no qual as bactérias foram transferidas para placas contendo o meio
TSA 1/10 acrescido de CaHPOQO, e incubadas por sete dias a 28-30 °C. O resultado
positivo € caracterizado pela formacdo de halo claro ao redor da col6nia. Para detec¢éao
da producdo de HCN, as bactérias foram cultivadas em placas de Petri com meio TSA

contendo 4,4 g/L de glicina, sendo colocadas tiras de papel impregnadas com solucao
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de &cido picrico na tampa das placas. A mudanca de cor nas tiras de papel de amarelo
citrico para laranja ou marrom evidencia a producdo do HCN. Como padrdes positivos
foram utilizados para producao de AlA, solubilizacdo de fosfatos e produgédo de HCN,
respectivamente Chryseobacterium (Flavobacterium) indologenes (Yabuchi &
Vandamme) isolado GW2103, Pseudomonas chlororaphis (Guignard & Sauvageam)
isolado GN1212 e Burkholderia cepacia (Palleroni & Halmes) isolado GN1201,

cedidos pelo Dr. Catellan da EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Soja.

RESULTADOS

Selecdo de bactérias para promocdo de crescimento de mudas de abacaxi
micropropagadas

Dentre os 19 isolados bacterianos testados na selegdo preliminar, nove

(C210, ENF5, ENF19, E2, ENF12, ENF4, ENF16, RAB9 e ENF10) diferiram

significativamente dos demais (P=0,05) em relacdo a todas as varidveis mensuradas

(Quadro 2). Nao houve diferenca significativa entre os meétodos de bacterizacdo

utilizados.

Selecdo de métodos de bacterizacdo para promoc¢éo de crescimento de mudas de

abacaxi micropropagadas e influéncia no teor de N, P e K

Entre os cinco diferentes métodos de bacterizagdo testados destacaram-se a IR e
IRS, os quais diferiram significativamente dos demais em relacdo a variavel MSA

(Quadro 3).
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Neste experimento levando-se em consideracdo, principalmente as variaveis
correlacionadas com a biomassa (MAS, MSR e AF) ficou evidenciado que os isolados
mais eficientes aplicados pelo méetodo de IR foram ENF5, ENF10, RAB9 e ENF16,
enquanto os isolados C210, ENF5 e RAB9 foram os melhores quando aplicados pelo
método de ISR (Quadro 4). O isolado RAB 9 induziu aumentos na MSA de 183,1% e
75,4% respectivamente nos dois métodos IR e ISR (Quadro 5). Foram observados
aumentos na matéria seca da raiz tdo altos quanto 200,0% para o isolado RAB9 e
155,8% para o isolado ENF5, respectivamente nos dois métodos. A promoc¢do de
crescimento também foi observada em relagdo a AF, com aumentos de 110,3% para o
isolado ENF5 e 121,6% para o isolado E2, respectivamente nos dois métodos.

No terceiro experimento ndo houve diferenca significativa entre os dois métodos
de bacterizacdo, sendo selecionado o método de IR pela maior praticidade e viabilidade
em condicGes de producdo de mudas em larga escala. Neste método, os isolados ENF10
(3,4 cm) e ENF16 (3,3 cm) diferiram da testemunha (2,9 cm) com relagdo a altura
(Quadro 6). Todos os cinco isolados testados C210, ENF5, ENF16, RAB9 e ENF10
diferiram da testemunha em relacdo a varidvel MSA caracterizando aumento de
biomassa, embora ndo houvesse diferenca significativa para as variaveis NF, MSR e
AF. Aumentos de 163,6, 107,7 e 87,0 % foram obtidos para o isolado RAB9, aplicado
através do método de IR, respectivamente para as varidveis MSA, MSR e AF (Figura
1).

Houve influéncia da bacterizacdo das mudas na quantidade de N total na planta,
embora para P e K ndo tenha ocorrido diferenca significativa (P=0,05) (Quadro 7).
Aumentos nos teores de Nitrogénio chegaram até 500,0 e 258,3% induzidos por C210
aplicado, respectivamente, pela imersdo de raizes e pela infestacdo do substrato +

imersdo de raizes.
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Os isolados C210, ENF16, RAB9 e ENF10 foram entdo selecionados para

utilizacdo em misturas, através do método de bacterizacdo por imersdo de raizes.

Efeito de misturas de isolados bacterianos compativeis na promocao de
crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas

Todos os isolados foram compativeis entre si quando testados em placas de Petri
em condi¢des de laboratdrio.

As misturas entre os isolados C210+RAB9+ENF10+ENF16, ENF10+C210,
ENF10+ENF16 e ENF16+RAB9 diferiram significativamente da testemunha com
relacio a MSA (Quadro 8), com aumentos de 74,8, 47,1, 455 e 40,6%,
respectivamente (Figura 2). Ja as misturas entre os isolados ENF10 + RAB9, ENF16 +
C210 e C210 + RAB9 diferiram significativamente dos demais tratamentos para a
variadvel MSR (Quadro 8), com aumentos de 100, 88,1 e 80,1 %, respectivamente
(Figura 2). Com relacdo a AF somente a mistura ENF10+C210 diferiu estatisticamente

da testemunha (Quadro 8).

Mecanismos de acdo das BPCP
Nas condic¢des dos ensaios realizados, nenhum dos isolados apresentou producao
de AIA, HCN ou solubilizacdo de fosfatos. Os isolados utilizados como padroes

positivos apresentaram as reagdes esperadas.

DISCUSSAO

A maioria das pesquisas com BPCP utiliza um grande nimero de isolados nas
selecBes preliminares, principalmente porque menos de 1% das rizobactérias sdo

capazes de promover crescimento em plantas (8). No entanto, apesar do ndmero



34

reduzido de isolados testados neste trabalho, alguns deles induziram aumentos
significativos em todos os experimentos. Isto pode estar relacionado a identidade dos
isolados testados, aos métodos de bacterizacdo que favoreceram uma maior capacidade

de colonizacdo ou aos mecanismos de promocdao de crescimento atuantes.

A melhor performance dos métodos imersdo de raizes e imersao de raizes +
infestacdo do substrato indica que os isolados bacterianos utilizados neste trabalho sdo
capazes de colonizar epifiticamente as raizes de mudas de abacaxi e posteriormente
promover o crescimento. Peixoto et al. (29) compararam os métodos de bacterizacdo de
plantulas e de sementes de tomateiro, sendo o primeiro mais eficiente para promocao de
crescimento de plantulas. Quando raizes de plantulas de tomate micropropagadas foram
imersas em uma suspensdo de Pseudomonas sp, isolado PsJN, houve promocgédo de
crescimento de raizes e folhas (27).

Dentre os isolados mais eficientes, RAB9 e C210 j& haviam demonstrado
capacidade de promover crescimento em tomate (1) e rabanete (39). Estes isolados
foram obtidos originalmente como epifiticos em folhas de rabanete e couve,
respectivamente, enquanto ENF16 e ENF10 sdo isolados endofiticos de sementes de
feijdo. O isolado RABY, apresenta boas propriedades para o controle bioldgico de
patdgenos foliares como Xanthomonas campestris pv. campestris em couve (2) e 0
C210 em repolho (3). Estes isolados séo respectivamente B. cereus e Bacillus sp.
capazes de formar endosporos, 0 que permite a sobrevivéncia sob condi¢fes adversas.
Por outro lado, bactérias endofiticas, como ENF10 e ENF16, tém a vantagem de serem
protegidas da influéncia de fatores abioticos, por habitarem o interior da planta (18). A
colonizacdo endofitica em mudas de abacaxi ndo foi analisada, mas pode ter ocorrido,
principalmente em relagdo aos isolados ENF10 e ENF16, devido a sua origem (Quadro

1).
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No presente trabalho, observou-se auséncia de especificidade dos isolados C210,
ENF10, ENF16 e RAB9, com relacdo a mudas de abacaxi micropropagadas. Os
beneficios da bacterizacdo dependem das espécies, das cultivares e das condi¢des de
crescimento (26). No entanto, ha controvérsia sobre o assunto, pois alguns autores ndo
consideram a especificidade isolado-hospedeiro essencial para promocdo de
crescimento (17, 37) enquanto outros enfatizam esta caracteristica como necesséria para

obtencéo de bons resultados (12).

A aplicacdo da mistura de diferentes isolados representa uma importante
estratégia na promocdo de crescimento, dependendo da combinacdo e compatibilidade
dos microrganismos envolvidos tanto na promocdo de crescimento quanto no
biocontrole. O antagonismo entre microorganismos aplicados em mistura pode
influenciar o desempenho das BPCP na rizosfera, devido principalmente a competicao
por nutrientes e ocupagdo do mesmo nicho ecoldgico (10). O aumento da diversidade
genética obtida pela mistura de microrganismos proporciona diferentes padres de
colonizagdo, maior gama e interacdo dos mecanismos de acdo, resultando em
tratamentos contra mdltiplos patdégenos, que atuam sob uma faixa mais ampla de
condigdes ambientais tais como pH, umidade e temperatura (30, 32). A compatibilidade
in vitro e o incremento dos resultados obtidos com a mistura dos quatro isolados mais
eficientes (C210, ENF16, RAB9 e ENF10) demonstram os beneficios desta interacéo e
recomendando-se o0 uso de formulacdes mistas. Combina¢Ges compativeis entre quatro
isolados de Pseudomonas fluorescens aumentaram a supressividade a murcha de
fusarium do rabanete (10). Em casa de vegetacdo e campo, a utilizagcdo da mistura de
isolados bacterianos foi mais eficiente que os isolados individualmente para o controle
de Colletotrichum orbiculare, Pseudomonas syringae pv. lachrymans e Erwinia

tracheiphila em pepino (33)
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Na natureza, 0s microorganismos sao importantes para o crescimento, adaptacao
e desenvolvimento de plantas, colonizando tecidos internos e externos. O cultivo “in
vitro”, priva a planta de aliados naturais como fungos, bactérias e micorrizas enquanto
as condigdes de alta umidade, alto teor de acUcar e auséncia de microorganismos que
elicitam rotas metabolicas, tornam as mudas micropropagadas mais suscetiveis a
patdgenos e estresses ambientais. Além disto, estas mudas apresentam reducdo da
atividade fotossintética, mau funcionamento de estdmatos, menor nimero de pelos no
sistema radicular, menor desenvolvimento da cuticula, reducéo do nimero de tricomas e
de depdsitos de cera (27). Estes problemas podem ser superados pela reintroducdo de
microorganismos isolados ou em misturas, de modo a proteger contra doengas e
melhorar o desempenho global da muda. (26). Estudos com diferentes culturas como
batata, cebola, tomate, melancia, pepino e pimenta, mostraram evidéncias da interacdo
entre micropropagacao e bactérias promotoras de crescimento em plantas — BPCP. Estes
microorganismos podem oferecer durante as condicfes "in vitro" da cultura e também
na fase de aclimacdo, um eficiente método para aumentar o vigor e adaptacdo das
mudas por ocasido do transplante e ainda aumentar a produtividade (26, 27).

O aumento na biomassa das mudas micropropagadas foi determinado através do
aumento de matéria seca da parte aérea e raizes e area foliar. A determinacdo da area
foliar é de grande importancia, ja que as folhas sdo as principais responsaveis pela
produgdo de matéria orgénica através da fotossintese. Os processos de fotossintese,
absorcdo e sintese de nutrientes, respiracdo e transpiracao sao relevantes na producéo de
mudas micropropagadas, podendo reduzir o tempo de aclimatacdo e aumentar o vigor
das plantas, proporcionando uma menor suscetibilidade a doencas (26).

O nitrogénio, o fésforo e o potassio sdo importantes macronutrientes para o

crescimento e metabolismo das plantas. No presente trabalho, o aumento dos teores de
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nitrogénio nas plantas tratadas com BPCP pode ter duas explicacdes. Primeiramente,
poderia ter havido fixacdo assimbidtica do nitrogénio, o que ndo é provavel, uma vez
que dois dos isolados pertencem a género Bacillus, ndo reconhecida como possuindo
esta capacidade. Em segundo lugar, e mais provavelmente, houve um aumento de vigor
das plantas que passaram a absorver maior quantidade deste nutriente. Dashati et al. (9)
sugeriram que o efeito de Serratia liquefaciens e S. proteamaculans na nodulacéo e na
fixagcdo do nitrogénio em soja foi indiretamente devido ao aumento de vigor da planta,
talvez pela produgéo de reguladores de crescimento. Pal et al. (28) utilizando isolados
de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas spp. aumentaram significativamente a
biomassa e a concentracdo de N e P em amendoim, com aumentos de nitrogénio de 5-
9% e 6-12%, respectivamente em plantas e améndoas.

BPCP podem aumentar o crescimento das plantas através de um ou mais dos
seguintes mecanismos: producdo dos fitohormonios auxinas, citocininas, giberelinas,
etileno; producdo das enzimas ACC deaminase, quitinase, glucanase; producgdo de
HCN; solubilizacdo de fosfatos e oxidacdo de sulfatos; eliminacdo e alteracdo da
microflora deletéria; fixacdo de nitrogénio e producdo de antibitticos extra-celulares
(12). Espécies de Pseudomonas e Bacillus tém sido relatadas como produtoras de
hormonios de crescimento de plantas tais como auxinas, giberelinas, citocininas (26).
Isolados de Pseudomonas que produzem a enzima ACC deaminase, promovem 0O
alongamento e o desenvolvimento precoce de raizes de varias culturas, possibilitando
uma melhor absorc¢do de agua e nutrientes (16). No presente trabalho néo foi detectada a
producdo de AIA, HCN e solubilizacdo de fosfatos pelos isolados testados, nas
condicBes em que os testes foram desenvolvidos. Isto pode ter ocorrido devido ao nivel
de deteccdo dos métodos utilizados ou indica que a promocao de crescimento observada

decorreu de outros mecanismos (6).
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Poucos sdo os trabalhos com BPCP na area de fruticultura, particularmente sob o
aspecto da interacdo entre estas bactérias e micropropagacao de plantas. Shamsuddin et
al. (36) observaram que a aplicacdo de Azospirillum sp. em plantas de banana
micropropagadas cultivadas em solo na capacidade de campo, induziu aumentos na
concentracdo de fosforo e potassio no solo e na planta comparado a solos com alta
umidade. Os outros trabalhos existentes apenas enfocam o aspecto de controle biolégico
de doencas pos-colheita como o mofo azul da maca (40) e podriddes em citrus (5) entre
outros. Existem produtos bioldgicos registrados exclusivamente para promocdo de
crescimento (24). O Bio-Yield® contendo a mistura Paenibacillus macerans e Bacillus
amyloliquefaciens é recomendado para uso em sementeiras de tomate e pimentdo (20).
J& o Messenger®, produto contendo a proteina harpina similar aquela codificada por
Erwinia amylovora é capaz de induzir resisténcia a diversas doengas em citros e
morango entre outras culturas e, também, promover o crescimento pelo aumento da
qualidade das colheitas e produtividade (16).

Este estudo vem confirmar outros exemplos de eficiéncia de isolados de BPCP,
sugerindo que os efeitos benéficos deste grupo de bactérias ndo se limitam ao
tratamento de sementes de culturas agricolas e florestais, mas podem ser expandidos
para a producdo de plantas micropropagadas, setor economicamente promissor. Para a
utilizacdo dos isolados C210, RAB9, ENF10 e ENF16 separados e em misturas na
produgdo de mudas de abacaxi, devem ser considerados a praticidade do método de
bacterizacéo e o preparo de formulacdo adequada. A elucidacdo dos mecanismos ativos
de promocdo de crescimento pode ajudar a explicar as interacfes bactéria-hospedeiro,

melhorando a eficiéncia de aplicacéo.
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Quadro 1 - Isolados bacterianos utilizados na promocao de crescimento de mudas de

abacaxi micropropagadas cv. Pérola.

Isolados Hospedeiro/Origem Identificacdo
Cl1 Couve/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)
C21 Couve/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)
C210 Couve/Epifitica Bacillus cereus (Cohn)
E2 Couve flor/Endofitica N. 1.}
EN5 Feijao/Endofitica Alcaligenes piechaudii (Kiredjian)
ENF2 Feijao/Endofitica N. I.
ENF4 Feijao/Endofitica N. L.
ENF5 Feijao/Endofitica N. I.
ENF10 Feijao/Endofitica B. thuringiensis subvar. Kurstakii (Berlinev)
ENF12 Feijao/Endofitica N. I.
ENF14 Feijao/Endofitica Enterobacter cloacae (Hormaeche &
Edwards)
ENF16 Feijdo/Endofitica
B. pumilus (Meyer& Gotheir)
ENF17 Feijao/Endofitica N. 1.
ENF19 Feijao/Endofitica N. I.
IN937TA B. amyloliquefaciens (Priest)
JM339 Pseudomonas chlororaphis (Guignard &
Sauvagean)
R14 Repolho/Epifitica B. subtilis (Cohn)
RAB7 Rabanete/Epifitica B. megaterium pv. Cerealis (Hosford)
RAB9 Rabanete/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)

IN. I. = N4o identificado
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Quadro 2 — Selecéo de bactérias para promogéo de crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas cv.

Pérola.
Métodos de bacterizagao
Tratamentos
Infestacdo do substrato Infestacdo do substrato
+ Pulverizacao das folhas + Imersao de raizes
AL(cm) NF MSA(9) MSR(g) AL(cm) NF MSA(g) MSR(g)
C210° 6,1°ab 9,3a 1,5a 4,8bcd 7,2abed 2,9abc 0,7ab
ENF5 4,2bcdef 8,5a 2,4bc 0,3bcd 7,7fg 8,0abc 2,8ab 0,7ab
ENF19 7,7a 8,2ab 3,4b 2,5bcd 5,5bc 8,2ab 0,4abcd
E2 4,8bcde 7,7abc 2,5bc 0,5bcd 5,7b 10,0a 3,6ab
ENF10 5,4bcd 7,5abc 3,2bc 0,6bc 9,6a 7,7abcd 2,9abc
ENF16 3,3defgh 7,0abcd 1,0bc 0,3bcd 3,9a 1,4abc 0,1labcd
ENF4 5,6abc 7,0abcd 3,3bc 0,4bcd 5,6bcdef 6,0bcde 3,4bc 0,7d
ENF2 1,8ghi 6,5abcd 1,4bc 0,2cd 1,9bc 8,2bcde 2,3ab 0,4ab
ENF12 3,8cdefgh  6,2abcd 3,1bc 0,7b 3,5fg 5,0ab 2,6abc 0,7abcd
EN5 3,9abcd 6,2e 2,4defgh 0,5bc fg 6,2e 2,8abc 0,6ab
RAB9 1,5hi 6,0bcd 1,6bc 0,3bcd 3,5bcde 8,0ab 0,2abc
ENF14 2,2fghi 6,0bcd 0,9¢c 0,2cd 4,3bcde 6,0abcde 2,9abc 0,7abc
RAB7 1,5hi 5,7bcd 1,1bc 0,1d 1,9efg 5,5cde 1,1bc 0,1d
JM339 2,4efgh 5,7bcd 1,1bc 0,1d 3,6bcdefg 7,0bcde 3,6abc 0,3bcd
IN937A 2,4fghi 5,7bcd 1,7bc 0,5bcd 2,2¢efg 6,0bcde 2,2abc 0,3bcd
ENF17 3,8cdefgh  5,2cd 1,4bc 0,2cd 3,1defg 5,7cd 3,1abc 0,2cd
R14 3,6cdefg 4,7b 1,5bc 0,2cd 2,8defg 4,7d 2,8abc 0,5abcd
Testemunha 0,9i 5,5¢d 0,9¢c 0,3bcd 1,69 5,2de 1,6¢c 0,1d

'AL = altura da planta, NF = niimero de folhas, MSA = matéria seca da parte aérea, MSR =
matéria seca das raizes.

2C210 = B. cereus; EN5 = Alcaligenes piechaudii; E2, ENF2, ENF4, ENF5, ENF10, ENF12,
ENF14, ENF16, ENF17 e ENF19 = ndo identificados; IN937A = B. amyloliquefaciens;
JM339 = Pseudomonas chlororaphis; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

$Média de seis repeticdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma letra

néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 3 — Selecdo de metodos de bacterizacdo para promocdo de crescimento de

mudas de abacaxi micropropagadas cv. Peérola.

Métodos MSA'(g) MSR(g) AF(cm?)
Infestacdo do substrato 133,7°b  46,1b 45,0bc
Imerséo de raizes 166,3a 1 52,3 52,1a
Pulverizacao das folhas 136,1b 52,0ab 39,2cd
Infestagdo do substrato + Imersdo de raizes 164,7a 58,1a 45,9ab

Infestacdo do substrato + Pulverizacdo das folhas 137,1b 54,4ab 38,1d

C.V. (%) 20,9 34,2 30,1

! MSA = matéria seca da parte aérea, MSR = matéria seca das raizes, AF = area foliar.
2 Média de seis repetices, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 4 — Promocdo de crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Peérola,

utilizando-se dois métodos de bacterizacao.

Tratamentos Métodos de bacterizacdo
Imerséo de raizes Infestacdo do substrato + Imerséo de raizes

ALl NF MSA MSR AF AL NF MSA  MSR AF

(cm) (9) @ (cm?) (cm) (9 @  (m?)
C210° 3,2%bc 83ab 146,7b 43,3a 57,6ab 3,7a  80ab 181,7a 650a 53,6ab
ENF5 3,7a 8,5ab 201,7ab 61,7a 63,5a 35ab 9,00 170,0a 68,3a 43,9abc
ENF19 3,2abc  9,0ab 171,7ab 51,7a 50,2abc 3,lbc  7,5ab 138,3ab 55,0a 36,3abc
E2 3,lbc  7,7b 158,3b 43,3a  44,9abc 3,2ab 85ab 168,3a 68,3a 59,6a
ENF12 3,3abc  8,3ab 146,7b 53,3a  39,1bc 33ab 9,3a 168,3a 63,3a 45,4abc
ENF4 34ab  9,0ab 156,7b 40,0a  49,8abc 34ab 8,7a 178,3a 60,0a 50,0abc
ENF16 34ab  9,7a 180,0ab 56,7a 59,8ab 3,2ab 8,5ab 163,3ab 58,3a  49,0abc
RAB9 34ab  9,5ab 221,7a 75,0a 56,5ab 34ab 8,8a 190,0a 56,7a 52,1ab
ENF10 3,4ab  8,8ab 173,3ab 65,0a 60,2ab 3,0bc  6,7bc 153,3ab 50,0a 34,2bc
Testemunha 2,8¢c 53c 78,3c 25,0a 30,2c 2,7c 55¢c 108,3b 26,7a 26,9¢
CV. (%) 9,0 129 209 34,2 30,1 9,0 129 209 342 301

'AL = altura da planta, NF = nimero de folhas, MSA = matéria seca da parte aérea,
MSR = matéria seca das raizes, AF = area foliar

C210 = B. cereus; E2, ENF4, ENF5, ENF10, ENF12, ENF16 e ENF19 = ndo
identificados; RAB9 = Bacillus sp.

*Média de seis repeticdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 5 — Aumento da biomassa de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola,
bacterizadas pelos métodos de imersdo de raizes e imersdo de raizes +

infestacdo do substrato, calculado em relag&o a testemunha ndo bacterizada.

Imersdo de raizes Infestacdo do substrato + Imersdo de
Bacteérias raizes

AMSAL(%) AMSR(%) AAF (%)  AMSA(%) AMSR(%) AAF (%)

C210° 87,3° 73,2 90,7 67,1 144.4 99,2
ENF5 157,6 146,8 110,3 57,0 155,8 63,2
ENF19 119,3 106,8 66,2 27,7 106,0 34,9
E2 102,2 73,2 48,7 55,4 155,8 121,6
ENF12 87,3 113,2 29,4 55,4 137,1 68,8
ENF4 100,1 60,0 64,9 64,6 124,7 85,9
ENF16 129,9 126,8 96,0 50,8 118,3 82,1
RAB9 183,1 200,0 87,1 75,4 112,3 93,7
ENF10 121,3 160,0 99,3 41,5 87,3 27,1

LAMSA = aumento de matéria seca da parte aérea, AMSR = aumento de matéria seca
das raizes, AAF = aumento de area foliar

C210 = B. cereus; E2, ENF4, ENF5, ENF10, ENF12, ENF16 e ENF19 = ndo
identificados; RAB9 = Bacillus sp.

3Valores calculados de acordo com a férmula de Edginton (11), adaptada.
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Quadro 6 - Promocao de crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola,

bacterizadas através do método de imersao de raizes.

Tratamentos Imersdo de raizes
AL'(cm) NF MSA(g) MSR(g)  AF (cm?)

C210° 3,2% abc 7.4a 152,0a 49,0a 40,3a
ENF5 3,0bc 7,1a 151,0a 41,0a 38,9a
ENF16 3,3ab 19,2a 159,0a 44 ,0a 42 0a
RAB9 3,3ab 8,5a 174,0a 54.0a 44 5a
ENF10 3,4a 7,6a 171,0a 47 .0a 43,1a
Testemunha 2,9c 6,0a 66,0b 26,0a 23,8a
C.V. (%) 8,3 19,8 15,5 25,3 24.8

'AL = altura da planta, NF = nimero de folhas, MSA = matéria seca da parte aérea,
MSR = matéria seca das raizes, AF = area foliar

2C210 = B. cereus; ENF5, ENF10 e ENF16 = nio identificados; RAB9 = Bacillus sp.
*Média de seis repeticdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Figura 1 — Aumento da biomassa de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola,
bacterizadas pelo método de imersdo de raizes, calculado em relacdo a
testemunha ndo bacterizada, de acordo com a férmula de Edginton (11),
adaptada. AMSA = aumento de matéria seca da parte aérea, AMSR =
aumento de matéria seca das raizes, AAF = aumento de area foliar. C210 =
B. cereus; ENF5, ENF10 e ENF16 = ndo identificados; RAB9 = Bacillus sp.
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Quadro 7 - Quantidades dos macronutrientes N, P e K (g.kg™) em mudas de abacaxi
micropropagadas cv. Pérola, bacterizadas com diferentes isolados através
dos métodos de imersdo de raizes e infestacdo do substrato + imersdo de

raizes.
Imersdo de raizes Infestacdo do substrato + Imerséo de
Tratamentos raizes
N* P K N P K

C2102 3,0%a 1,6a 31,7a 3,1a 1,7a 43,6a
ENF5 2,9a 1,0a 35,0a 3,1a 1,7a 43,6a
ENF16 2,5a 1,7a 36,5a 2,2b 1,3a 32,8a
RAB9 2,6a 1,6a 35,8a 2,9ab 1,8a 35,9a
ENF10 2,2a 1,2a 27,7a 2,6ab 2,3a 26,3a
Testemunha 0,6b 0,6a 21,3a 1,2¢c 1,0a 29,8a
C.V. (%) 29,8 36,8 36,5 29,8 36,8 36,5

N = Nitrogénio, determinado pelo método de Kjeldahl; P = Fésforo, determinado pelo
meétodo colorimétrico do molibdo — vanadato de amonio e K = Potassio, determinado
através da fotometria de chamas (4, 34).

2C210 = B. cereus; ENF5, ENF10 e ENF16 = ndo identificados; RAB9 = Bacillus sp.
*Média de seis repeticdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 8 - Promocao de crescimento de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola,
utilizando-se o método de imersdo de raizes em suspensdes bacterianas em

misturas e separadamente, 30 dias ap0s a bacterizacao.

Tratamentos MSA'(g) MSR(g) AF(cm®)
C210° 193,7°bc 53,7ab 9,0b
ENF16 212 ,5abc 51,2ab 12,3ab
RAB9 167,5bc 38,7ab 8,2b
ENF10 191,2bc 46,2ab 11,4ab
ENF10+ RAB9 187,5bc 62,5a 9,0b
ENF16+C210 180,0bc 58,7a 13,0ab
C210+RAB9 192,5bc 56,2a 8,7b
ENF16+RAB9 216,2ab 53,7ab 9,0b
ENF10+C210 226,2ab 53,7ab 17,9a
C210+RAB9+ENF10+ENF16 268,7a 53,7ab 14,7ab
ENF10+ENF16 223,7ab 50,0ab 11,1ab
Testemunha 153,7¢c 31,2b 9,8b
C.V. (%) 17,9 28,3 37,5

'MSA = matéria seca da parte aérea, MSR = Matéria seca das raizes, AF = Area foliar
2C210 = B. cereus ; ENF10 e ENF16 = nio identificados; RAB9 = Bacillus sp.
*Média de oito repeticdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Figura 2 — Aumento da biomassa de mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola,
utilizando-se 0 método de imersao de raizes com suspensdes bacterianas em misturas
e separadamente, calculado em relacdo a testemunha nédo bacterizada, de acordo com
a férmula de Edginton (11), adaptada. AMSA = aumento de matéria seca da parte
aerea, AMSR = aumento de matéria seca das raizes, AAF = aumento de &rea foliar.
C210 = B. cereus; ENF10 e ENF16 = ndo identificados; RAB9 = Bacillus sp.
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RESUMO
Mello, M.R.F.; Mariano, R.L.R.; Menezes, M.; Assis, S.M.P. Efeito de bactérias sobre

a fusariose em mudas de abacaxi micropropagadas. Summa Phytopathologica

Mudas de abacaxi cv. Pérola micropropagadas, ndo aclimatadas, foram
bacterizadas com 19 isolados endofiticos e epifiticos atraves de imersdo de raizes ou
pulverizacdo de folhas destacadas e ndo destacadas. O patdgeno foi inoculado apds
quatro dias através de ferimentos nas raizes e deposicdo de 40 ml de inéculo (10°
conidios.ml™) ou ferimentos com pulverizacdo do inéculo na base das folhas, para os
métodos de imerséo de raizes e pulverizacao das folhas, respectivamente. Apos 60 dias,
foram avaliados o0 nimero de folhas infectadas e a severidade da doenca com base nos
sintomas internos e nas lesdes foliares de escala de notas. Foram ainda calculados os

indices de doenca para sintomas internos, para lesdes foliares e a reducao da severidade
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da doenca em relacdo a testemunha. A producdo de HCN, celulase, pectinase, antibiose
e competicao por ferro foram analisadas como mecanismos de biocontrole. No primeiro
experimento, utilizando a imerséao de raizes, os isolados ENF12 (ndo identificado), C21
(Bacillus sp.), C11 (Bacillus sp.), ENF14 (Enterobacter cloacae), C210 (B. cereus) e
IN937A (Pseudomonas chlororaphis) diferiram significativamente (P=0,05) da
testemunha com relacdo as notas atribuidas para cada planta, embora ndo diferissem do
controle com benomil. ENF12, C21 e benomil reduziram a severidade da doenca em
85,2; 79,1 e 88,0% respectivamente, em relacdo a testemunha. No segundo
experimento, utilizando a pulverizacdo de folhas destacadas com os biocontroladores,
ENS (Alcaligenes piechaudii) diferiu significativamente (P=0,05) da testemunha quanto
ao indice de doenca com uma RSD de 90,2%. No terceiro experimento, utilizando a
pulverizacdo dos biocontroladores em plantas, apenas ENF14 diferiu significativamente
(P=0,05) da testemunha para todos os indices, reduzindo a severidade da doenca em
55,6; 39,4 e 68,4 considerando, respectivamente, indice de doenca para lesdes foliares,
numero de folhas infectadas e indice de doenca para sintomas internos. Nenhum isolado
produziu celulase, pectinase ou HCN. No entanto, C210, R14, ENF19, ENF14, Cll e
C21 inibiram o crescimento do patégeno “in vitro” por antibiose. Na competi¢cdo por
ferro foi demonstrado que os isolados C210 e C11 apresentaram reversao da inibicdo do
crescimento micelial do patdégeno apenas no nivel de 50 ppm de FeCl; enquanto que,
ENS apresentou reversdo ja no nivel de 20 ppm. Os outros isolados ndo apresentaram
diferencas significativas (P=0,05) entre os niveis de ferro, embora todos tenham diferido
da testemunha em todos os niveis. Os resultados apontam o isolado E. cloacae ENF14
como potencial biocontrolador para a fusariose do abacaxizeiro. No entanto,
recomendam-se testes com misturas dos isolados ENF14, EN5, C210 e C21 que agem

por mecanismos distintos, utilizando-se a bacterizagdo por pulverizacao das folhas.
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Palavras-chave adicionais: Ananas comosus, bactérias promotoras de crescimento,
BPCP, controle biologico, Fusarium subglutinans, mecanismos de acdo de

biocontroladores.

ABSTRACT

Mello, M.R.F.; Mariano, R.L.R.; Menezes, M.; Assis, S.M.P. Effect of bacteria on the

fusariosis in micropropagated pineapple plants. Summa Phytopathologica

Plantlets of pineapple cv. Pérola micropropagated and not acclimated were
treated with 19 endophytic and epiphytic bacterial strains through root dipping and
spraying of attached and detached leaves. The pathogen was inoculated after 4 days by
wounding roots and pouring 40 mL of suspension (10° conidia.ml™) or by wounding leaf
bases and spraying suspension, respectively for the bacterization methods root dipping
and spraying. After 60 days the number of infected leaves was counted and disease
severity evaluated based on internal symptoms and foliar lesions according to a grade
scale. Disease indexes and disease severity reduction were calculated in relation to
controls. The production of HCN, celulase, pectinase, antibiosis and iron competition
were analyzed as mechanisms for biocontrol. In the first experiment when root dipping
was used the isolates ENF12 (not identified), C21 (Bacillus sp.), C11 (Bacillus sp.),
ENF14 (Enterobacter cloacae), C210 (B. cereus) and IN937A (Pseudomonas
chlororaphis) significantly differ (P=0,05) from the control in relation to disease grade
averages however they did not differ from the benomyl treatment. ENF12, C21 and
benomyl showed disease severity reduction of 85,2; 79,0 and 88,0% respectively, in
relation to control without treatment. In the second experiment using bacteria to spray

detached leaves, disease index was significantly reduced (P=0,05) by EN5 (Alcaligenes
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piechaudii) which promoted disease severity reduction of 90,2%. In the third
experiment when the bacteria were sprayed onto attached leaves, only ENF14 reduced
significantly (P=0,05) the disease severity in 55,6; 39,4 and 68,4 % respectively in
relation to foliar symptoms, number of infected leaves and internal symptoms. None of
the isolates produced celulase, pectinase or HCN. However C210, R14, ENF19,
ENF14, C11 and C21 inhibited the pathogen growth ““in vitro” by antibiosis. In relation
to iron competition the isolates C210 and C11 only showed reversion of inhibition of
the pathogen mycelial growth at 50 ppm of FeCl; but EN5 presented reversion at 20
ppm. The other isolates did not show significant differences (P=0,05) among iron levels
although all of them differed from control in all iron levels. The results point E. cloacae
ENF14 as a potential biocontroler for pineapple fusariosis. However experiments by
leaf spraying with mixtures of isolates ENF14, EN5, C210 e C21 that act by distinct
mechanisms are recommended.

Additional keywords: Ananas comosus, biological control, plant growth-promoting

rhizobacteria, PGPR, Fusarium subglutinans, mechanisms of action of biocontrolers.

A fusariose do abacaxizeiro causada pelo fungo Fusarium subglutinans
(Wollenw & Reinking)(=Fusarium moniliforme var. subglutinans) (29) é responsavel
por perdas de 30% a 40% de plantas e frutos e 15% a 20% de mudas (43, 44). O
abacaxizeiro é propagado vegetativamente por meio de mudas que contem todo o
potencial genético da espécie sendo importante veiculo na disseminacdo de doengas
entre as quais a fusariose. Portanto, a qualidade e sanidade do material de propagacgéo
assumem grande importancia no cultivo e sucesso da exploracdo do abacaxi (34).

A técnica de micropropagacdo a partir do cultivo de explantes obtidos de

meristemas e de gemas axilares € uma alternativa viavel para a producdo massal de
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material propagativo sadio, de alta qualidade e uniforme, ndo s6 para a multiplicacdo de
mudas sadias das cultivares comerciais ‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’, mas também para
obtencdo de variedades e hibridos resistentes a fusariose, permitindo a multiplicagédo
rapida dos clones selecionados (10, 24).

No Brasil, as cultivares mais utilizadas, Pérola e Smooth Cayenne, apresentam
alta suscetibilidade a fusariose causada por F. subglutinans (43), considerada a doenca
de maior importdncia econdmica para o abacaxizeiro no pais. Esta doenca, também
conhecida como gomose, resinose ou resina fungica, causa podridao nos frutos e infecta
todas as partes da planta, ocorrendo em todos os seus estadios de desenvolvimento,
inclusive nas mudas do tipo filhote, coroa e rebentdo. As plantas infectadas apresentam
lesbes, geralmente no terco inferior do caule, e as folhas inseridas nesta regido
apresentam infeccdo restrita a sua parte basal ndo-clorofilada (43). A maturidade dos
tecidos das folhas é extremamente importante na infecgdo e colonizacdo, verificando-se
maior resisténcia nos tecidos maduros na regido clorofilada (43). Com o
desenvolvimento da lesdo no caule, observa-se uma reducdo no fluxo da seiva,
resultando em enfezamento, clorose, murcha e morte da planta. Além da leséo do caule,
a planta infectada pode expressar também sintomas externos como curvatura e
encurtamento do caule, redugdo no comprimento das folhas, morte do meristema apical,
afunilamento e morte da planta. No material propagativo, os sintomas caracterizam-se
por lesdo no caule, exsudacdo de goma e infeccdo na parte aclorofilada. No fruto,
observa-se a exsudacdo de goma na cavidade floral, com apodrecimento da polpa na
regido infectada. Embora estes sintomas possam ser observados com maior intensidade a
partir do final da floracdo, € na fase de maturacdo que eles tornam-se mais evidentes

(23).
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Fusarium subglutinans pode sobreviver em material propagativo infectado ainda
aderido a planta mée, restos culturais e epifiticamente nas folhas do abacaxizeiro.
Mudas infectadas constituem o principal agente de disseminacdo da fusariose, seja a
longa distancia, de uma regido para outra, seja dentro da mesma regido produtora. A
penetracdo do fungo na planta ou mudas ocorre através de ferimentos resultantes de
rachaduras e fendilhamentos do processo normal de crescimento da planta ou causados
pela acdo de agentes bidticos ou abidticos (25). A infec¢do nos frutos tem inicio nas
flores durante a antese ou quando existem ferimentos. O periodo de maior
suscetibilidade da inflorescéncia do abacaxizeiro a F. subglutinans ocorre entre a quarta
e a décima semana ap06s a inducdo floral e as flores abertas constituem os principais
sitios de infecgdo (26, 44).

Mudas tratadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
podem ter melhor adaptacdo em condicOes de estresse, como 0 que ocorre no periodo de
aclimatacdo. Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo bactérias que
colonizam os tecidos das plantas, exercendo um efeito benéfico no desenvolvimento e
sanidade das mesmas (14). As BPCP atuam tanto pelo controle biolégico de doencas,
vetores e pragas, como diretamente pela promocdo de crescimento aumentando a
produtividade e desenvolvimento das plantas (21). Estas bactérias podem ser encontradas
tanto epifiticamente, na superficie de plantas, como endofiticamente, ou seja em seu
interior. Dentre as bactérias epifiticas destacam-se os géneros Bacillus e Pseudomonas spp.
fluorescentes. Os géneros mais comuns de bactérias endofiticas sdo Pseudomonas,
Burkholderia, Phyllobacterium, Enterobacter, Erwinia e Klebsiella (11). Essas bactérias
tém a capacidade de colonizar o nicho ecoldgico de diversos patdgenos de plantas,
principalmente os vasculares, apresentando efeito significativo no controle de diversas

doengas (11). Neste controle podem estar envolvidos um ou mais mecanismos como
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antibiose, producdo de &cido cianidrico, sideroforos, inducdo de resisténcia e enzimas que
degradam a parede celular, producdo de acido salicilico (22) e competicdo por acidos
graxos (41).

A interacdo entre BPCP e a fusariose em mudas de abacaxi tem sido pouco
estudada, entretanto foi relatado que Bacillus cereus, isolado C240 aplicado através do
método de imersdo de raizes na fase de pds-aclimatacdo, aumentou a biomassa de
mudas desta bromelidcea induzindo aumentos de 156,7% no peso seco da parte aérea,
56,4% no peso seco das raizes e 30,94% na area foliar (39). Além disso, Bacillus sp.
isolado RAB9 e B. cereus C210 ja demonstraram eficiéncia no controle biolégico de
Xanthomonas campestris pv. campestris em couve (2) e repolho respectivamente (4).
Estes isolados sdo capazes de formar endosporos, 0s quais permitem a sobrevivéncia e
atividade metabdlica sob condicfes adversas (37).

O objetivo deste trabalho foi testar o efeito de isolados bacterianos sobre a
fusariose em mudas de abacaxi micropropagadas e analisar os mecanismos de agéo dos

isolados mais eficientes.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo de mudas de abacaxi micropropagadas, isolados bacterianos e do
patdgeno

As mudas de abacaxi micropropagadas da cv. Pérola, uniformes e ndo
aclimatadas foram obtidas do Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de
Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram utilizados 19 isolados
bacterianos endofiticos e epifiticos, provenientes da colecdo do Laboratério de

Fitobacteriologia do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco, preservados em agua de torneira esterilizada (Quadro 1). Os isolados
foram cultivados a 27 °C por 48 h em meio NYDA (Agar nutritivo/Extrato de
levedura/Dextrose) (33) e preservados por repicagens periodicas em tubos com NYDA
durante o decorrer do experimento. As suspensdes bacterianas foram preparadas em
agua destilada esterilizada (ADE) contendo uma gota de Tween 80 a 0,05%, sendo
ajustadas para Asgy = 0,7.

O isolado de Fusarium subglutinans foi obtido do Laboratdrio de Patologia de
Pds-Colheita do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Para o teste de patogenicidade, o fungo foi cultivado em meio BDA
(batata-dextrose-agar) por sete dias, sendo entdo repicado para o meio liquido de
Armstrong (1) onde cresceu por sete dias, com agitacdo manual diéaria, em condi¢des de
laboratorio, a aproximadamente 25 + 3 °C. A suspensdo foi obtida diluindo-se 0 meio
contendo as estruturas do patégeno com ADE e quantificada em cdmara de Neubauer e
ajustada para a concentracdo de 10° conidios.ml™.

Em todos os experimentos onde houve testemunha com fungicida, o benomil foi

utilizado na concentracéo de 750 ppm.

Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Método de imerséo de raizes

Em condicdes de casa-de-vegetacdo, foram testadas 18 isolados bacterianos,
utilizando-se o0 método de imersdo de raizes em 10 ml da suspensao bacteriana por 30
minutos, seguindo-se o plantio em substrato constituido de solo esterilizado:himus

(2:1). Apdbs quatro dias, as mudas foram inoculadas por ferimento nas raizes. Neste
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método, com o auxilio de um estilete, foi realizado um corte superficial das raizes em
forma de meia lua e depositados 40 ml da suspensao do indculo por planta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 tratamentos,
representados por 18 isolados bacterianos, um fungicida (benomil), uma testemunha
relativa (apenas com o patdgeno), com seis repeticdes por tratamento, sendo a unidade
experimental constituida por uma planta.

As plantas foram incubadas em condic¢des de casa de vegetacdo e a avaliagdo
ocorreu 60 dias ap6s a inoculagdo, cortando-se a planta longitudinalmente e
considerando-se como base da planta, a regido desde o inicio das raizes até a
emergéncia da folha mais nova. Os sintomas internos foram comparados com escala
de notas onde: 0 = sem sintomas; 1 = necrose e apodrecimento estendendo-se até 20%
da base da planta; 2 = necrose e apodrecimento estendendo-se até 50% da base da
planta; 3 = necrose e apodrecimento estendendo-se até 80% da base da planta; 4 =

necrose e apodrecimento estendendo-se até 100% da base da planta (Figura 1A).

Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Meétodo de pulverizacdo de folhas destacadas

Em condicbes de laboratorio, foram testadas 18 bactérias, utilizando folhas
destacadas de mudas de abacaxi micropropagadas, mantidas em caixas Gerbox a 25 + 3
°C. A bacterizacdo foi realizada através da pulverizacdo das folhas, com 5 mL da
suspensdo bacteriana contendo uma gota do espalhante adesivo Tween 80 a 0,05% para
cada grupo de quatro folhas com aproximadamente 8cm x 3cm em cada caixa Gerbox.
A inoculacdo foi realizada 3 horas apds a bacterizacdo, através de ferimentos seguidos

de pulverizacdo. Neste método, a base de cada folha foi perfurada com um conjunto de
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quatro alfinetes e as quatro folhas foram pulverizadas com 5 mL da suspensdo do
indculo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 tratamentos,
representados por 18 isolados bacterianos, um fungicida (benomil), uma testemunha
relativa (apenas com o patdgeno), com quatro repeticdes por tratamento, sendo a
unidade experimental constituida por uma caixa com quatro folhas.

As plantas foram incubadas em condicGes de laboratério e a avaliacdo ocorreu
trés dias apds a inoculagdo, quando foram observados os primeiros sintomas. Utilizou-
se uma escala de notas onde: 0 = sem sintomas; 1 = sintoma restrito a &rea perfurada; 2
= sintoma estendendo-se de 1-2 mm além da area perfurada; 3 = sintoma estendendo-
se de 2-3 mm além da area perfurada; 4 = sintoma estendendo-se mais de 3 mm além
da area perfurada (Figura 1B). Com base nas notas obtidas foi calculado o indice de
doenca segundo McKINNEY (27), através da formula ID% = >(grau da escala x

fregiiéncia) x 100/ (n°. total de unidades x grau maximo da escala).

Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Método de pulverizacdo de folhas ndo destacadas

Foram testadas oito bactérias, selecionadas com base nos dois experimentos
anteriores e no ensaio de antibiose. Na bacterizacdo utilizou-se a pulverizacdo das
folhas dirigida para a base das mesmas, com 10 mL da suspenséo bacteriana contendo
uma gota do espalhante adesivo Tween 80 a 0,05%. Apos 4 dias, as mudas foram
inoculadas através de ferimentos seguidos de pulverizacdo. Neste método, similarmente
ao das folhas destacadas, a base das folhas foi ferida com alfinete, e pulverizada com 10

ml da suspensao do indculo por planta.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos,
representados por oito isolados bacterianos, um fungicida benomil e uma testemunha
relativa (apenas com o patdgeno), com quatro repeticdes por tratamento, sendo a

unidade experimental constituida por cinco plantas.

As plantas foram incubadas em condicGes de casa de vegetacdo e a avaliacéo
ocorreu 30 dias ap6s a inoculacdo, através das variaveis IDF = indice de doenca
calculado com base em escala de notas para lesdes foliares (Figura 1B); NFI = nimero
de folhas infectadas e IDI = indice de doenca calculado com base em escala de notas

para sintomas internos (Figura 1A).

Anélise estatistica

Para analise estatistica foi usado o programa SANEST e a comparacdo de
médias foi feita pelo teste de Tukey (P=0,05). Com base nas notas obtidas foi calculado
o indice de doenca segundo McKINNEY (27), através da férmula ID% = > (grau da
escala x fregtiéncia) x 100/ (n°. total de unidades x grau maximo da escala). A redugéo
da severidade da doenca foi calculada pela formula adaptada de EDINGTON et al. (9)
RSD% = [(IDT — IDTr)/IDT] x 100, onde IDT = indice de doenca no tratamento e IDTr

= indice de doenca na testemunha.

Mecanismos de agdo das BPCP utilizados no controle bioldgico

Todos os isolados utilizados foram testados quanto aos mecanismos de antibiose,
producdo de HCN, celulase e pectinase. A competicdo por ferro foi analisada apenas
para 0s oito isolados testados no terceiro experimento. Em todos os ensaios utilizou-se
o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des por tratamentos, sendo

a unidade experimental constituida por uma placa de Petri.
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Na producdo de HCN, as bactérias foram cultivadas em placas de Petri com
meio TSA 1/10 (Tryptic soy agar) adicionando-se 4,4 g de glicina por litro de meio.
Tiras de papel de filtro impregnadas com solucdo de acido picrico foram colocadas
sobre as colonias, na tampa das placas. A mudanca de cor nas tiras de papel, do
amarelo citrico para laranja ou marrom, evidencia a produ¢do do HCN (22).

Para testar a producdo de celulase, os isolados foram cultivados em placas de
Petri com meio TSA 1/10 suplementado com 10 g de celulose em p6 por litro de meio.
Ap0s oito dias de incubacdo a 28-30° C, as colénias que formam halo claro ao seu
redor séo consideradas produtoras de celulase ou solubilizadoras de celulose (7).

Na avaliacdo da antibiose, os isolados bacterianos foram cultivados em meio
NYDA por 24-48 h, sendo retirado um pouco do crescimento com uma alca de platina
e realizada uma risca no centro da placa de Petri. O patégeno F. subglutinans foi
cultivado por sete dias em meio BDA, retirando-se discos com 6 mm contendo
estruturas das extremidades das coldnias, os quais foram pareados com o crescimento
bacteriano. A avaliacdo foi realizada aos sete dias através da medicdo do halo de
inibicdo do crescimento do patogeno (22).

Para a pectinase, os isolados foram cultivados em placas de Petri com meio M9
suplementado com 1,2 g de extrato de levedura e 4 g de pectina por litro. Apds dois
dias de incubacdo a 28 + 30 °C, as colonias foram retiradas com uma mecha de
algoddo e adicionada uma solucdo de HCI 2N até cobrir completamente 0 meio. As
colénias que formam halo claro apds a reacdo acida sdo consideradas produtoras de
pectinase (7).

Na competicao por ferro, foi utilizado o meio King B liquido em Erlenmeyers,

com 4 niveis de FeCls (0; 20; 50; e 100 ppm), adicionando-se as bactérias na quantidade

de 1 mL de suspensdo com concentracdo ajustada para Asg = 0,7. O patogeno foi
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inoculado colocando-se um disco de meio com 6 mm de didmetro contendo o
crescimento micelial ativo em cada Erlenmeyer. A incubacdo foi feita a 24+2 °C,
fazendo-se trés agitagdes manuais, diarias, por uma semana. A avaliacdo foi realizada
através da filtracdo do crescimento fungico em papel de filtro esterilizado, secagem em

estufa a 60 °C por 24 horas, seguindo-se a pesagem (22).

RESULTADOS

Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Método de imersao de raizes

Dentre os 18 isolados bacterianos testados, IN937A (1,13), C210 (1,06), ENF14
(0,84), C11 (0,73), C21 (0,68), e ENF12 (0,48) diferiram significativamente (P=0,05) da
testemunha (3,25) com relacdo as notas atribuidas aos sintomas internos em cada planta,
sem diferir significativamente (P=0,05) do controle com o fungicida benomil (0,39)
(Quadro 2). Benomil, ENF12 e C21 reduziram a severidade da doenca em 88,0, 85,2 e

79,1% respectivamente, em relacdo a testemunha.

Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Método de pulverizacao em folhas destacadas

Dentre os 18 isolados bacterianos testados, apenas EN5 (6,25) diferiu
significativamente (P=0,05) da testemunha (64,0) quanto ao indice de doenca (Quadro
3), com uma reducdo da severidade da doenca de 90,2%. Alguns isolados aumentaram a
severidade da doenca embora sem diferir significativamente (P=0,05) da testemunha. O

benomil também (62,5) nédo diferiu significativamente (P=0,05) da testemunha.
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Efeito de bactérias sobre a fusariose em mudas de abacaxi
micropropagadas

Método de pulverizagdo de folhas ndo destacadas

Dentre os oito isolados bacterianos testados, apenas ENF14 (16,88; 2,0; 7,5)
diferiu significativamente (P=0,05) da testemunha (38,0; 3,3; 23,7) (P=0,05),
respectivamente para o indice de doenca calculado com base em escala de notas para
lesBes foliares, numero de folhas infectadas e indice de doenca calculado com base em
escala de notas para sintomas internos (Quadro 4). Esse isolado reduziu a severidade da
doenca, em 55,6; 39,4 e 68,4% respectivamente para estas variaveis. O isolado ENF19
aumentou significativamente (P=0,05) a severidade da doenca e o benomil ndo diferiu

significativamente (P=0,05) da testemunha.

Mecanismos de acdo das BPCP utilizados no controle biol6gico

Nas condicdes dos ensaios realizados, nenhum dos isolados testados para controle
da fusariose do abacaxizeiro apresentou producdo de celulase, pectinase ou HCN. Os
isolados C210, R14, ENF19, ENF14 e C11 inibiram o crescimento do patégeno por
antibiose (Quadro 5), diferindo significativamente (P=0,05) da testemunha e dos demais
isolados. Quanto a competicdo pelo ferro, analisada apenas para os oito isolados
utilizados no terceiro experimento, foi observado que os isolados B. cereus C210 e
Bacillus sp. C11 apresentaram reversao da inibicdo do crescimento micelial do patégeno
apenas no nivel de 50 ppm de FeCls, enquanto que A. piechaudii EN5, apresentou
reversao ja no nivel de 20 ppm de ferro (Quadro 6). No geral, os outros isolados ndo
apresentaram diferencas significativas entre os niveis de ferro, embora tenham diferido

da testemunha em todos os niveis.
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DISCUSSAO

Fusarium subglutinans apresentou patogenicidade ao abacaxizeiro tanto quando
inoculado por ferimento nas raizes quanto por ferimento na base de folhas destacadas ou
ndo. A inoculacdo por ferimentos no tecido aclorofilado da base da folha permitiu o
aparecimento dos sintomas aos trés dias, comprovando que este tecido € muito
suscetivel e que o tempo de exposicdo do ferimento ao patdgeno influencia na
severidade da doenca (43). Os sintomas internos (Figura 1A) obtidos no primeiro
experimento demonstraram que o patégeno foi eficiente na colonizagdo, mesmo
penetrando pelas raizes, o que normalmente ndo acontece em condicbes de campo (25,
43).

No primeiro experimento, utilizando a bacterizacdo por imersdo de raizes e a
inoculagdo do patogeno por ferimentos de raizes, todos os 18 isolados testados
reduziram a severidade da doenca com destaque para ENF12 (ndo identificado), C21
(Bacillus sp.), C11 (Bacillus sp.), ENF14 (E. cloacae), C210 (B. cereus) e IN937A
(Pseudomonas chlororaphis). No segundo experimento, o isolado EN5 (A. piechaudii)
exerceu protecdo eficiente contra o patdgeno quando pulverizado em folhas destacadas
inoculadas posteriormente por ferimentos com F. subglutinans. J& no terceiro
experimento, ENF14 destacou-se reduzindo o indice de doenga quando pulverizado na
base de folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo, as quais foram inoculadas
com o patogeno por ferimentos. As diferencas verificadas no presente estudo quanto a
eficiéncia de alguns isolados bacterianos nos trés experimentos realizados podem ser
explicadas pela utilizacdo de métodos diferentes de bacterizacdo e, principalmente, de
inoculacdo de F. subglutinans. O periodo de quatro dias entre bacterizacdo e inoculagao
do patoégeno, no experimento 1, mostrou-se suficiente para que os isolados bacterianos

colonizassem as raizes epifiticamente e/ou endofiticamente, permitindo a protecéo
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contra o patogeno. Esta protecdo pode ser atribuida a producdo de metabdlitos ativos,
fato comprovado para os isolados C210, EN5 C21 e C11 pela inibi¢cdo do patdgeno “ in
vitro” no meio NYDA (Quadro 5), bem como no meio KMB para C210, ENF14 e C11
(Quadro 6). A imersdo de raizes na suspensao bacteriana assegurou a colonizacgdo
epifitica, no entanto a colonizacdo endofitica que se inicia, principalmente, através de
ferimentos na epiderme depende da densidade populacional, dos fatores nutricionais e
ambientais e de uma sele¢do fisioldgica no interior da raiz, ou seja, um género pode ser
dominante na rizosfera e ndo dominante endofiticamente (19). No presente trabalho, os
ferimentos existentes nas raizes ou provocados pelo crescimento das mesmas no
substrato, os nutrientes contidos nesse e as condi¢cBes favoraveis de temperatura e
umidade foram facilitadores do processo de colonizacdo e penetracdo das bactérias,
promovendo a protecdo contra o patégeno. A vantagem da bacterizacdo pela imerséo de
raizes € a aplicacdo da bactéria em toda a superficie do sistema radicular ja em
desenvolvimento, diferentemente do que ocorre quando a bacterizacdo é realizada
através das sementes. ROBERTS et al. (36) verificaram que E. cloacae coloniza apenas
as partes das raizes proximas as sementes, tanto no sentido vertical quanto horizontal.
No segundo experimento, o uso de folhas destacadas favoreceu o patdgeno e nao
0s antagonistas. Possivelmente, isto ocorreu devido ao curto tempo de trés horas entre a
bacterizacéo e a inoculagéo, o qual nédo foi suficiente para a multiplicacdo e colonizacgéo
das bactérias nos tecidos foliares, 0 que permitiria a producdo de metabolitos ativos.
Além disso, as condi¢fes de temperatura (25 + 2 °C) e umidade (100%) na caixa
Gerbox foram favoraveis ao patogeno, pois segundo SILVA-ACUNA et al. (38) a
melhor temperatura para desenvolvimento radial de lesdo ocorreu em torno de 30 °C, e
de acordo com VENTURA (43), umidade relativa acima de 92% é importante para a

germinacdo de conidios de F. subglutinans. As condi¢Ges muito favoraveis ao patdgeno
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podem ter impedido a expressdo da protecdo da maioria dos isolados. Entretanto, a
reducdo do indice de doenca demonstrado por A. piechaudii EN5 pode ter ocorrido por
competicdo por sitios de colonizacdo e/ou por nutrientes, possivelmente pelo ferro. De
acordo com YUEN & SCHROTH (45), A. piechaudii MFA1, isolada de raizes de
craveiro cultivado em solos supressivos a murcha de Fusarium, produziu um sideréforo
em meio com baixo nivel de ferro, inibindo a germinacdo e crescimento do tubo
germinativo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, além de inibir a
germinacdo de clamiddsporos do patdgeno. Isto foi revertido com a adigdo de FeCl; ao
solo. A severidade da doenca em plantas tratadas com MFAL foi reduzida aos 3 e 4
meses, respectivamente em 45 e 35%, mas nenhuma diferenca foi detectada aos 5 meses
(45). No presente trabalho, observou-se com relagéo ao isolado EN5 que a adigéo de 20
ppm de FeCl; ao meio de King B reduziu significativamente a inibi¢do do crescimento
de F. subglutinans, o que sugere o mecanismo de competi¢cdo pelo ferro como possivel
responsavel pelo controle observado no experimento de folhas destacadas. Isolados de
Alcaligenes spp. ja foram detectados em rizosfera de soja (42) bem como em solo,
rizosfera e interior de raizes de pepino (19, 20).

No terceiro experimento, o periodo de quatro dias entre a aplicacdo das bactérias
por pulverizacdo das folhas e a inoculacdo do patdgeno por ferimentos na base das
folhas, parece ter sido suficiente para permitir a colonizacao epifitica e/ou endofitica
dos tecidos pelo isolado ENF14 de E. cloacae. Segundo MAHAFFEE & KLOEPPER
(19) o género Enterobacter foi detectado em grande quantidade sete dias ap6s o plantio,
tanto na rizosfera de pepino quanto endofiticamente. O isolado ENF14 que ja havia se
destacado no experimento 1, reduziu tanto a incidéncia quanto a severidade da doenca e
se mostra promissor para o biocontrole do patégeno. Enterobacter cloacae além de

colonizadora de diversas plantas mono e dicotileddneas é também fixadora de
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nitrogénio (16) e age através de competicdo por acidos graxos que exsudam da
rizosfera e espermosfera de algoddo protegendo contra o damping-off causado por
Pythium ultimum pela supressao da germinacéo de esporangios (41).

A colonizacdo pode ser fator importante para a eficiéncia de um biocontrolador e
depende, entre outros fatores, de sua taxa de crescimento (36). Tanto Bacillus spp.
quanto E. cloacae sdo comuns na flora epifitica e endofitica de diversas espécies
vegetais, tais como arroz (16), trigo e cevada (12), cana-de-acucar (35), cacau (5), trevo
(40) e pepino (19, 20). Neste ultimo hospedeiro, populacdes de E. cloacae e Alcaligenes
spp. foram detectadas no solo, na rizosfera e internamente nas raizes, em duas estacoes
de cultivo simultaneas. Além disso, a populacdo inicial endofitica nas raizes foi
dependente da comunidade da rizosfera, embora aquela populagdo tenha apresentado
menor diversidade, com dominancia dos géneros Agrobacterium e Enterobacter (19).
Né&o foram encontradas referéncias sobre colonizagdo de E. cloacae ou A. piechaudii
sobre ou dentro de folhas, embora isto seja muito comum para espécies do género
Bacillus (2, 3).

Alguns dos isolados eficientes nos experimentos 1 e 3 produziram metabdlitos
toxicos contra o patdgeno “in vitro”. Dentre esses se destacaram os Bacillus spp. C210 e
C11 e E. cloacae ENF14. Sabe-se que Bacillus spp. sdo produtores de antibiéticos que
agem contra varios patégenos (28). Além disso, produzem endosporos que facilitam a
sobrevivéncia e resisténcia as condi¢cdes adversas (37), tornando-se mais adequados a
formulacdo de produtos estaveis e viaveis (13). Sabe-se ainda que os isolados C210,
C116, RAB7 e R14 apresentaram atividade antibiotica contra X. campestris pv.
campestris isolado LFR3 e que o R14, apds 24 h de fermentacdo em meio a base de
melaco, produziu em torno de 10° esporos vidveis.ml™ (17). Quanto & E. cloacae

existem relatos de que produz o antibiético diacetilfluoroglucinol em rizosfera de milho
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(32); o sideroforo aerobactina que ndo esta envolvido no biocontrole de damping-off
causado por Pythium em pepino (18); enzimas quitinoliticas que atuam no controle de
Pythium em algoddo (8) e ACC deaminase, enzima que reduz a quantidade de 1-
aminociclopropano 1-acido carboxilico sintase e, conseqlientemente de etileno, na parte
externa de sementes em germinacgdo, promovendo o alongamento de raizes de plantulas
de canola (30). J& o isolado EN5 de A. piechaudii, destaque no experimento 2, ndo
produziu antibioticos.

Isolados como R14 e ENF19 que apresentaram antibiose “in vitro” foram
incapazes de protecdo “in vivo” . Isto pode ter ocorrido devido, entre outros fatores, a
baixa capacidade de colonizagdo dos tecidos do hospedeiro e/ou interagfes negativas
com outros organismos existentes no substrato ou superficie foliar. Essas interacdes
podem incluir antibiose ou competicdo por espaco e/ou nutrientes, pois 0 himus néo foi
esterilizado, contendo assim microflora natural. Além disso, as plantas, apesar de
provenientes de cultura de tecidos, podem abrigar microflora diversificada conforme
relatado por KNEIFEL & LEONHARDT (15).

A ndo deteccdo dos outros mecanismos de acdo analisados, quais sejam producao
de celulase, pectinase e HCN, sugere que o seu envolvimento ndo foi essencial na
bioprotecdo dos isolados encontrados neste trabalho como eficientes contra F.
subglutinans ou que os métodos utilizados ndo foram suficientemente acurados para a
sua deteccéo.

A competicdo por ferro foi observada nos isolados B. cereus C210 e Bacillus sp.
C11, apenas no nivel de 50 ppm de FeCl; enquanto para A. piechaudii EN5, houve
reversao ja no nivel de 20 ppm. Conforme ja discutido, Alcaligenes sp. foi relatado

como produtor de sideréforos no controle da murcha do craveiro (45) e E. cloacae
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produz o siderdforo aerobactina, o qual entretanto, ndo estad envolvido no controle do
damping-off em pepino (18).

E interessante discutir porque isolados bacterianos de couve (C11, C21 e C210),
repolho (END5) e feijdo (ENF12 e ENF14) foram, em determinadas condigdes, eficientes
no controle da fusariose do abacaxizeiro. Isto denota a falta de especificidade dos
mesmos com relacdo ao hospedeiro e ao patdgeno controlado. A auséncia de
especificidade pode ser explicada pela ampla gama de hospedeiros e capacidade de
resisténcia as condi¢des adversas em Bacillus (37) e justificada em E. cloacae pela
utilizacdo de varios nutrientes para crescimento e colonizacdo em diferentes partes da
planta (36).

Outra questdo importante a ser explorada é porque alguns isolados elevaram o
indice de doenca no segundo e terceiro experimentos, destacando-se o ENF19 que
diferiu significativamente (P=0,05) da testemunha. Este fato pode ocorrer devido a
interacGes deletérias entre organismos e ja foi observado em outros estudos de
biocontrole utilizando bacteérias, principalmente do género Bacillus (6, 31).

Apesar dos resultados apontarem o isolado E. cloacae ENF14 como potencial
biocontrolador para a fusariose do abacaxizeiro, mais experimentos precisam ser
realizados, principalmente em campo, para a comprovacédo da eficiéncia do controle e
outros métodos devem ser empregados para uma precisa detec¢cdo dos mecanismos
envolvidos no biocontrole da doenca. Além disso, recomendam-se mais estudos com
misturas dos isolados ENF14, EN5, C210 e C21, utilizando-se a pulverizagéo das folhas
com o biocontrolador. Este método serd o mais pratico no manejo da cultura do abacaxi
em condic¢des de campo, tendo em vista que oferece maior protecdo a base das folhas e

parte aérea, que constituem os principais sitios de infec¢do da doenca.
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Quadro 1. Bactérias testadas para o controle bioldgico da fusariose causada por Fusarium

subglutinans em mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola.

Isolados Hospedeiro/Origem Identificacdo
Cl1 Couve/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)
C21 Couve/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)
C210 Couve/Epifitica Bacillus cereus (Cohn)
E2 Couve flor/Endofitica N. 1.}
EN5 Feijao/Endofitica Alcaligenes piechaudii (Kiredjian)
ENF2 Feijao/Endofitica N. I.
ENF4 Feijao/Endofitica N. L.
ENF5 Feijao/Endofitica N. I.
ENF10 Feijao/Endofitica B. thuringiensis subvar. Kurstakii (Berlinev)
ENF12 Feijao/Endofitica N. I.
ENF14 Feijdo/Endofitica Enterobacter cloacae (Hormaeche &
Edwards)
ENF16 Feijao/Endofitica
B. pumilus (Meyer& Gotheir)
ENF17 Feijdo/Endofitica N. I.
ENF19 Feijao/Endofitica N. I.
IN937TA B. amyloliquefaciens (Priest)
JM339 Pseudomonas chlororaphis (Guignard &
Sauvagean)
R14 Repolho/Epifitica B. subtilis (Cohn)
RAB7 Rabanete/Epifitica B. megaterium pv. Cerealis (Hosford)
RAB9 Rabanete/Epifitica Bacillus sp. (Cohn)

IN. I. = N4o identificado
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Quadro 2. Efeito de bactérias aplicadas através de imersdo de raizes de mudas de

abacaxi micropropagadas cv. Pérola sobre a fusariose causada por Fusarium

subglutinans inoculado por ferimentos de raizes em condicfes de casa de

vegetacao

Testemunha 32a -
ENF5 2,5ab 23,4
RAB9 2,4 ab 26,8
ENF2 2,0 abc 38,5
JM339 2,0 abcd 39,7
EN5 1,9 abcd 40,9
RAB7 1,9 abcd 42,1
ENF4 1,5 abcd 52,6
ENF10 1,4 abcd 55,7
ENF16 1,3 abcd 59,1
R14 1,3 abcd 59,1
E2 1,3 abcd 61,2
ENF17 1,2 abcd 63,4
IN937A 1,1 bed 65,2
C210 1,1 bed 67,8
ENF14 0,8 bed 74,1
C11 0,7 bed 77,5
C21 0,7 bed 79,1
ENF12 0,5 bed 85,2
Benomil 0,4d 88,0
CV (%) 37,7

1C210 = Bacillus cereus; C21, C11 = Bacillus sp.; EN5 = Alcaligenes piechaudii; E2, ENF2, ENF4,
ENF5, ENF12, ENF17 e ENF19 = ndo identificados, ENF10 = B. thuringiensis subvar. kurstakii;
ENF16 = B. pumilus, ENF14 = Enterobacter cloacae; IN937A = B. amyloliquefaciens; JM339 =

Pseudomonas chlororaphis; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

’Média das sete repeticdes, avaliadas por escala de notas com base nos sintomas internos da doenca

onde: 0 = sem sintomas; 1 = necrose e apodrecimento estendendo-se até 20% da base da planta; 2 =

necrose e apodrecimento estendendo-se até 50% da base da planta; 3 = necrose e apodrecimento

estendendo-se até 80% da base da planta; 4 = necrose e apodrecimento estendendo-se até 100% da

base da planta.

*RSD (%) - Redugéo da severidade da doenca calculada pela formula de EDINGTON et al. (9).

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(P=0,05).
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Quadro 3. Efeito de bactérias aplicadas através de pulverizacdo em folhas destacadas de
mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola sobre a fusariose causada por
Fusarium subglutinans inoculado por ferimentos na base das folhas mantidas

em caixas Gerbox

Tratamentos® ID? RSD(%)*
ENF14 81,2 a’ -
c21 76,0 ab -
ENF16 75,0 ab -
ENF2 71,9 ab -
ENF19 70,3 ab -
ENF17 69,8 ab -
RAB9 69,8 ab -
ENF5 68,7 ab -
JM339 68,7 ab -
ENF12 65,6 ab -
IN937A 65,6 ab -
Testemunha 64,0 ab -
Benomil 62,5 ab 2,4
ENF10 60,4 ab 57
C210 57,8 ab 9,8
R14 56,2 b 12,2
E2 548 b 14,6
RAB7 54,1 b 13,9
Cl1 53,1 b 17,1
EN5 6,2 c 90,2
C.V. (%) 28,6

1C210 = Bacillus cereus; C21, C11 = Bacillus sp.; EN5 = Alcaligenes piechaudii; ENF10 = B.
thuringiensis subvar. kurstakii; ENF16 = B. pumilus; ENF4 = Enterobacter cloacae; E2, ENF2, ENF5,
ENF12, ENF17 e ENF19 = ndo identificados; IN937A = B. amyloliquefaciens; JM339 = Pseudomonas
chlororaphis; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

%Indice de doenca calculado segundo McKINNEY (27).

*RSD (%) - Reducdo da severidade da doenca calculada pela formula de EDINGTON et al. (9).

*Média de quatro repeticdes. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 4. Efeito de bactérias aplicadas através de pulverizacdo da base de folhas de
mudas de abacaxi micropropagadas cv. Pérola sobre a fusariose causada por
Fusarium subglutinans inoculados por pulverizagdo em condicGes de casa

de vegetacéo

Tratamentos' IDF? RSD? (%) RSD (%) IDI RSD (%)
NFI
ENF19 50,2a* - 4,1a - 43,7a -
Ci11 47,6a - 3,8a - 32,5ab -
R14 41,2ab - 3,8ab - 32,5ab -
EN5 39,3ab - 3,6abc - 25,0bc -
Testemunha  38,0ab - 3,3abc - 23,7bc -
C21 37,9ab 0,2 3,4abc - 32,5ab -
RAB9 34,0abc 10,4 3,2abc 3,0 27,5bc -
Benomil 33,6abc 11,5 2,8bcd 15,1 21,2bc 10,5
C210 29,1bc 23,5 2,6¢d 19,7 18,7cd 21,0
ENF14 16,9c¢ 55,6 2,0d 39,4 7,5d 68,4
C.V (%) 19,8 12,7 21,2

1210 = Bacillus cereus; C21, C11 = Bacillus sp.; EN5 = Alcaligenes piechaudii; ENF14
Enterobacter cloacae; ENF19 = néo identificado; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

’IDF = indice de doenca calculado com base em escala de notas para lesdes foliares, NFI
namero de folhas infectadas, IDI = indice de doenca calculado com base em escala de notas para
sintomas internos

*RSD (%) - Reducdo da severidade da doenca calculada pela formula de EDINGTON et al. (9).
*Médias de quatro repeticdes com 5 plantas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 5. Antibiose de bactérias sobre Fusarium subglutinans agente da fusariose do
abacaxizeiro avaliada através do halo de inibicdo do crescimento micelial em

meio de cultura batata-dextrose-agar.

Tratamentos™ Halo de inibicdo (mm)
C210 11,1%
R14 10,5*
ENF19 9,8*
ENF14 9,8*
Cl1 9,6*
Cc21 5,3
RAB9 4,5
ENF16 4,1
1IN937A 3,8
ENF12 3,6
ENF17 3,5
ENF10 2,8
ENF2 2,6
ENF5 2,5
RAB7 1,6
E2 1,5
ENF4 1,0
JM339 0
EN5 0
Testemunha 0
CV.% 37,2

1C210 = Bacillus cereus; C21, C11 = Bacillus sp.; EN5 = Alcaligenes piechaudii; ENF10 = B.
thuringiensis sub var. kurstakii; ENF16 = B. pumilus; ENF14 = Enterobacter cloacae; E2, ENF2, ENF4,
ENF5, ENF12, ENF17 e ENF19 = ndo identificados; IN937A = B. amyloliquefaciens; JM339 =
Pseudomonas chlororaphis; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

*Média de cinco repeticdes. Valores seguidos de asterisco diferem significativamente da testemunha pelo
teste de Tukey (P=0,05).
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Quadro 6. Influéncia de niveis de ferro (FeCl;.6H,0) no antagonismo de bactérias contra

Fusarium subglutinans, avaliada apds 7 dias de cultivo em meio King B,

através da medicgdo do diametro da coldnia

Niveis de FeCl;

Isolados

0 ppm 20 ppm 50 ppm 100 ppm

9,0a° A 9,0a A 9,0a A 9,0a A
Cc210 1,07b B 1,20bcd B 2,77b A 0,92bc B
R14 1,06b A 1,35b A 1,13cd A 1,17b A
C11 0,98b B 1,03bcd B 1,62c A 1,18b AB
E2 0,91b A 0,91bcd A 0,81d A 0,96bc A
ENF19 0,71b A 0,66d A 0,65d A 0,88bc A
ENF14 0,65b A 0,73cd A 0,87d A 0,60bc A
EN5 0,57b B 1,28bc A 0,81d AB 0,52c B
RAB9 0,52b A 0,90bcd A 0,85d A 0,70bc A
C.V. (%) 14,4%

1210 = Bacillus cereus; C21, C11 = Bacillus sp.; EN5 = Alcaligenes piechaudii, ENF14 =

Enterobacter cloacae; ENF19 = ndo identificado; R14 = B. subtilis; RAB9 = Bacillus sp.

’Médias de quatro repeticdes com uma placa cada. Médias seguidas pela mesma letra mintscula

no sentido vertical e maitscula no sentido horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey (P=0,05).



Figura 1 - Escalas de notas dos sintomas internos (A) e externos (B) da fusariose
em mudas de abacaxi micropropagadas, considerando-se como base da
planta desde o inicio das raizes até a emergéncia da folha mais nova.
(A) 0 =sem sintomas; 1 = necrose e apodrecimento estendendo-se até
20% da base da planta; 2 = necrose e apodrecimento estendendo-se
até 50% da base da planta; 3 = necrose e apodrecimento estendendo-se
até 80% da base da planta; 4 = necrose e apodrecimento estendendo-se
até 100% da base da planta. (B) 0 = sem sintomas; 1 = sintoma restrito
a area perfurada; 2 = sintoma estendendo-se de 1-2 mm além da area
perfurada; 3 = sintoma estendendo-se de 2-3 mm além da &rea
perfurada; 4 = sintoma estendendo-se mais de 3 mm além da &rea

perfurada.
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CONCLUSOES GERAIS

Dentre os métodos de bacterizagdo testados, imersao de raizes + infestacéo
do substrato e imersdo de raizes foram os mais eficientes, sendo escolhido o
segundo, pela maior praticidade e viabilidade na producdo de mudas em
larga escala.

Dentre os 19 isolados bacterianos testados, os mais eficientes para promogéo
de crescimento foram, C210 (Bacillus cereus), ENF16 (B. pumilus), ENF10
(B. thuringiensis) e RAB9 (Bacillus sp.)

Todos os isolados selecionados foram compativeis e as misturas entre os
isolados ENF10 + RAB9, ENF16 + C210 e C210 + RAB9 aplicados pelo
método de imersdo de raizes induziram aumentos acima de 80% para a
varidvel matéria seca das raizes.

N&o foi observada a producdo do AIA, HCN ou solubilizacdo de fosfatos
pelos isolados bacterianos mais eficientes na promoc¢éo de crescimento, nas
condicdes experimentais utilizadas.

O nitrogénio foi o Unico macronutriente cujo teor diferiu significativamente
entre as mudas bacterizadas.

Misturas dos isolados C210, ENF16, RAB9 e ENF10 aplicadas pela imerséo
de raizes, podem promover o aumento de biomassa de mudas de abacaxi
micropropagadas, reduzindo a fase de aclimatagéo.

Os isolados ENF12 (ndo identificado), C21 (Bacillus sp.), C11 (Bacillus
sp.), C210, IN937A (Pseudomonas chlororaphis), EN5 (Alcaligenes
piechaudii) e ENF14 (Enterobacter cloacae) reduziram a severidade da

fusariose do abacaxizeiro nos diferentes experimentos realizados;
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v" Nenhum dos isolados bacteriano que reduziu a severidade da fusariose do
abacaxizeiro produziu celulase, pectinase ou HCN. No entanto, C210, R14
(B. subtilis), ENF19 (n&o identificado), ENF14 e C11 exerceram antibiose
“in vitro” contra o patdgeno e o isolado EN5 apresentou competicdo por
ferro;

v' O isolado E. cloacae ENF14 pulverizado na base da folha revelou-se como
potencial biocontrolador para a fusariose do abacaxizeiro, em condi¢des de
casa de vegetacao.

v" Recomendam-se testes com misturas dos isolados ENF14, EN5, C210 e C21
que agem por mecanismos distintos, utilizando-se a bacterizacdo por

pulverizacéo das folhas.
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