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Ante o futuro

N&o adianta indagar do futuro, ociosamente, para satisfazer a curiosidade
irrequieta ou inatil.

Vale construi-lo em bases que a logica nos traca generosamente a visao.

N&o desconhecemos que nosso amanha sera a invariavel resposta do mundo
ao nosso hoje.

E aos nossos pés a natureza sébia e simples nos convida a pensar.

O arado preguicoso deve aguardar a ferrugem.

A leira abandonada recebera o assalto da planta daninha.

A casa relegada ao abandono sera pasto dos vermes que lhe corroem a
estrutura.

O péo desaproveitado repousard na sombra do mofo.

A fonte que se consagra ao movimento atingird a paz do oceano.

A flor leal ao destino que Ihe é proprio converter-se-4 em fruto benfazejo.

A plantacdo amparada com seguranca distribuird béngdos a mesa.

E o minério obediente aos golpes do malho transformar-se-a4 em peca de alto
preco.

Sabemos, assim, que é possivel edificar o futuro e recolher-lhe os dons de
amor e vida.

Escolhe a bondade por lema de cada dia, ndo desistas de aprender,
infatigavelmente e, com os bragos no servigo incessante caminharas desde hoje,

sob a luz da vitoria, ao encontro de glorioso porvir.

Emmanuel (Psicografia Chico Xavier)



BACTERIAS ENDOFITICAS DE EUCALIPTO E POTENCIAL USO NO
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RESUMO

O Rio Grande do Sul com a implantacdo de novas empresas da area
florestal e aumento da produtividade das ja estabelecidas tende a se tornar um
importante pdlo da producdo de papel e celulose no Brasil. Como plantas de
Eucalyptus spp. sédo a principal fonte para extragdo de celulose, o plantio de
extensas &reas se faz necessario para suprimento de matéria-prima, portanto,
a producdo de mudas de qualidade & primaz. A producdo de mudas de
eucaliptos sofre perdas importantes devido ao ataque de microrganismos
fitopatogénicos em condi¢cdes de viveiro, sendo 0s mesmos controlados
basicamente por meio de resisténcia genética e pelo uso de insumos quimicos.
Entretanto, ndo ha produtos quimicos registrados para a eucaliptocultura e, e
alguns casos como o da bacteriose foliar causada por Xanthomonas sp.,
inexistem métodos efetivos de controle desta doenca. Neste sentido, este
trabalho visou o isolamento, a caracterizagdo bioquimica e molecular, e a
aplicacdo de bactérias endofiticas que atuem na reducdo de doengas nos
viveiros de eucalipto e/ou estejam associados a promog¢do de crescimento
vegetal, diminuindo assim os custos de produgdo e o impacto ambiental
causado pelo uso de insumos quimicos. Dos 28 isolados de bactérias
endofiticas, oito mostraram-se promissores nos ensaios in vitro, e o isolado de
Bacillus subtilis EUCB10 foi o mais efetivo nos ensaios de controle de doencgas
e promogao de crescimento nos ensaios in vivo, tanto no verdo quanto no
inverno. Alguns isolados de bactérias endofiticas de eucalipto foram produtores
de enzimas extracelulares, metabdlitos volateis, HCN e AIA, além de serem
capazes de solubilizar fosfato e fixar nitrogénio, sendo possivel relacionar a
producdo de alguns metabdlitos avaliados com os indices de biocontrole e
promocé&o de crescimento in vivo.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (114 p.) Setembro, 2009
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ENDOPHYTIC BACTERIA FROM EUCALYPTUS AND POTENTIAL
USE IN DISEASES CONTROL AND GROWTH PROMOTION OF
PLANTLETS IN FORESTRY NURSERIES?

Author: Isabel Cristina Padula Paz
Adviser: Aida Terezinha Santos Matsumura
Co-adviser: Joao Lucio de Azevedo

ABSTRACT

The state of Rio Grande do Sul with the implantation of new enterprises
in the forest area and with the increase of the productivity of those already
established tends to become an important production polo of paper and
cellulose. Since plants such as the Eucalyptus spp. are the main source of
extraction of cellulose, the plantation of extensive areas is necessary for the
supply of raw material, therefore the production of quality seedlings is foremost.
The production of eucalyptus seedlings undergoes serious losses due to the
attack of pathogens in nursery conditions, controlled basically through genetic
resistance and through the use of chemical insumes. However, there is no
registered chemical product for eucalyptus farming and in some cases such as
the foliar bacteriosis caused by Xanthomonas sp. there is no effective control
method of the disease. In that sense this work aimed at the isolation, the
biochemical and molecular characterization and the application of endophytic
bacteria that act in the reduction of diseases in the eucalyptus plant nursery
and/or that are associated to the promotion of vegetable growth, thus
decreasing the production costs and the environmental impact caused by the
use of chemical insumes. Of the twenty-eight endophytic bacterial isolates eight
showed to be promising in the in vitro assays and the Bacillus subtilis EUCB10
isolate was the most effective in the control assays of diseases and the growth
production in the in vivo assays, not only in summer as well as in winter. Some
eucalyptus endophytic bacterial isolates were extracellular enzyme producers,
volatile metabolites, HCN and AlA, in addition to being capable of solubilizing
phosphate and fixing nitrogen, being therefore possible to relate the production
of some metabolites evaluated to biocontrol indexes and to the promotion of
growth in vivo.

2 Doctoral Thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (114 p.) September, 2009
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticos habitam o interior de plantas saudaveis
sem causar alteragdes morfologicas aparentes, e a sua descoberta mudou o
rumo das pesquisas que buscam agentes de controle biologico. Uma vez que
0s endofitos protegem o0s vegetais contra agressdes externas, tais como
herbivoria, ataque de fitopatdgenos e estresses ambientais, sdo considerados
de grande importancia na sanidade vegetal. Além disso, os enddfitos séo
importantes produtores de metabdlitos com comprovada atividade biologica na
planta hospedeira, como os antibiéticos, enzimas hidroliticas, sideréforos e
fitohormdnios. Estes compostos sdo produtos do metabolismo secundério
secretados durante a fase estacionaria e ndo sédo diretamente essenciais a
sobrevivéncia do organismo, mas podem atuar de diferentes formas, sendo
geralmente a interface entre o microrganismo e o ambiente.

A interagdo endofito-planta pode ser classificada como mutualistica, ja
gue o microrganismo recebe nutriente e protecédo da planta e em contrapartida
produz compostos quimicos que em condi¢cbes de estresse do hospedeiro,
podem protegé-lo. Microrganismos endofiticos exibem potencial biotecnoldgico
como agentes de promogao de crescimento, principalmente por disponibilizar
compostos para a planta. A promogédo de crescimento € um evento dependente

da interagdo entre o microrganismo promotor do crescimento, a comunidade



microbiana associada ao hospedeiro e o genoétipo da planta. Microrganismos
endofiticos podem promover o crescimento de duas formas: disponibilizando
nutrientes para a planta ou inibindo microrganismos fitopatogénicos. Estudos
tém sido realizados com o objetivo de se obter o maximo de promocéo de
crescimento aliado ao controle de doengas.

Plantas do género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, séo de
ocorréncia natural na Australia, Indonésia e ilhas proximas, mas esta disperso
em todo mundo, crescendo nas mais diferentes condicdes ambientais.
Eucalyptus possui cerca de 600 espécies e subespécies, sendo cultivada para
as mais diversas finalidades, tais como a producéo de papel, celulose, lenha,
carvao, aglomerado, serraria, O6leos para industria farmacéutica, mel,
ornamentacéo, quebra-vento, entre outros.

O Brasil € o pais com a maior area plantada com eucalipto do mundo, e
este setor é responséavel por 4% do produto interno bruto (PIB), com a geragéo
de setecentos mil empregos diretos e dois milhdes de empregos indiretos.

Atualmente, a propagacdo de gendétipos superiores de eucalipto é feita
basicamente pela miniestaquia. Este tipo de procedimento requer condigdes
ambientais para o enraizamento das plantas muito similares as condicbes
Otimas ao desenvolvimento de patdégenos.

O eucalipto é atacado por varios patdégenos, principalmente fungos,
desde o viveiro até a fase adulta. A fase em que as plantas estdo no viveiro é a
mais suscetivel, pois apresenta uma série de condic6es ambientais associadas
a fisiologia do hospedeiro que favorecem o estabelecimento de pragas e

doencas.



O controle das doencas de mudas de eucalipto em viveiros é feito
basicamente pelo uso de controle quimico, manejo cultural e utilizacdo de
material genético resistente. Entretanto, como a producdo de plantas em
viveiros oferece um nicho Unico ao controle bioldgico, devido ao ambiente
controlado das casas de vegetagdo, o alto valor de seus cultivos e 0 nimero
limitado ou inexistente de produtos registrados para o controle de doengas este
trabalho hipotetiza que existem associadas a plantas de eucalipto plantados no
sul do Brasil, bactérias endofiticas capazes de atuar como agente de
biocontrole de doengas e promotor de crescimento de plantas de eucaliptos.

Para comprovar tal hipostese, foram propostos os seguintes objetivos:

- Isolar bactérias endofiticas de Eucalyptus “urograndis” e avaliar o
potencial in vitro dos isolados de bactérias endofiticas sobre importantes
patégenos de viveiros;

- Avaliar o potencial de biocontrole in vivo de isolados selecionados de
bactérias endofiticas sobre Botrytis cinerea, Cylindrocladium gracile e
Xanthomonas sp., em mudas de Eucalyptus “urograndis”;

- Avaliar o potencial como promotor de enraizamento e crescimento de
isolados bacterianos endofiticos, em mudas de Eucalyptus “urograndis”;

- Avaliar os mecanismos de antagonismo usados pelas bactérias
endofiticas no controle dos fitopatégenos;

- Avaliar os mecanismos bioquimicos usados por bactérias endofiticas

envolvidos na promogéao de crescimento em mudas de Eucalyptus “urograndis”;



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eucalyptus spp. e suaimportancia econémica

O género Eucalyptus pertence a familia vegetal Mirtaceae, e ocorre
naturalmente na Austrdlia, Indonésia, além de algumas ilhas proximas, como
Flores, Alor e Wetar. Este género compreende cerca de 600 espécies e
subespécies, apresenta grande capacidade adaptativa, podendo crescer nos
mais diferentes habitat. Apesar da grande diversidade dentro do género, menos
de 1% das espécies sdo utilizadas na indlstria, e estas sdo representadas
basicamente por E. globulus, E. grandis e seus hibridos com E. urophylla, E.
viminalis e E. dunnii (Santos et al., 2001).

O plantio de Eucalyptus sp. foi introduzido no Brasil em 1904 por
Edmundo Navarro de Andrade, junto & Companhia Paulista de Estradas de
Ferro, em S&o Paulo. Mas as plantacdes em larga escala tiveram impulso a
partir da década de 1960, e se intensificaram na década de 1970, com o
advento do programa de incentivo fiscal aos plantios florestais associado aos
investimentos das industrias de celulose e papel e siderurgia, além do
desenvolvimento de programas de melhoramento genético e da tecnologia de
propagacdo clonal de eucalipto, responsavel pela elevada produtividade

florestal alcancada pelo género (ABRAF, 2007).



De acordo com Santos et al. (2001), plantas de eucalipto s&o utilizadas
para os mais diversos fins, como a producéo de celulose, papel, lenha, carvéo,
serraria, aglomerado, 6leos para industria farmacéutica, mel, ornamentacéo e
guebra vento, entre outros.

O Brasil possui a maior area mundial reflorestada com espécies de
Eucalyptus do mundo (Mafia et al., 2003), o que corresponde a cerca de 2,9
milhdes de hectares (Santos et al., 2001). O Rio Grande do Sul em 2005
figurava em 5° lugar na area de plantio de eucalipto no Brasil, com quase
184.245 ha, o que representa 7% da &rea total brasileira, mas com a chegada
de novas empresas ao estado, associado ao aumento da produtividade das ja
instaladas havera um aumento significativo no plantio, provavelmente mudando
0 ranking brasileiro, visto que somente entre o ano de 2005 e 2006 foi
estabelecido 55000 ha de areas novas de plantio, no RS. Portanto, em 2007 o
estado do Rio Grande do Sul passou para 4° lugar no ranking nacional, com
222.245ha plantados com eucalipto (ABRAF, 2008).

A eucaliptocultura no Brasil é responsével por 4% do produto interno
bruto (PIB) do pais, além da geracéo de cerca de 4,3 milhdes empregos diretos
e indiretos, o que representa 10,5 % da populacdo economicamente ativa
(ABRAF, 2007), e a exportacdo de produtos gera US$ 2 bilhdes/ano (Silva,
1997).

A producéo brasileira de celulose vem crescendo a uma taxa de 5,6% ao
ano desde 1996. No ano de 2005, a producdo nacional alcancou 10,1 milhdes
de toneladas e o consumo, representando cerca de metade da producéo, foi de

4,9 milhdes de toneladas. No ranking mundial de producéo de celulose, o Brasil



ocupa a 7° posicao, porem como fabricante de celulose fibra curta, o Brasil € o
principal produtor mundial, ocupando a 1° posi¢édo (ABRAF, 2006).

Em 2005, o setor florestal exportou US$ 7,716 bilhdes, correspondendo
a 5,6% do total exportado pelo pais. De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, em sua analise da Balanga Comercial do
Agronegocio, as exportacdes do grupo de produtos florestais como celulose e
papel e madeira e suas obras foram o terceiro complexo em exportagéo,
superado apenas pelos complexos soja e carnes (ABRAF, 2006). O setor de
florestas plantadas foi responsavel por exportar um total de US$ 5,158 bilhdes,
perfazendo 63,5% do total exportado pelo setor florestal. As importacdes de
produtos florestais s&o insignificantes, relativamente as exportacoes,
restringindo-se a alguns produtos especificos, como é o caso de celulose e
fibra longa e alguns tipos de papéis (ABRAF, 2007).

O setor florestal tem apresentado peso significativo no superavit da
balanca comercial brasileira ao longo dos ultimos anos. A participacao do setor
de florestas plantadas no superavit da balangca comercial do pais foi de 8,5%
em 2005 (ABRAF, 2006).

Nos Ultimos anos, o setor florestal brasileiro tem anunciado e realizado
investimentos significativos frente a outros paises.

Até 2012, o setor florestal-industrial pretende investir cerca de US$ 20
bilhdes (sendo cerca de US$ 14 bilh6es no segmento de celulose e papel e
US$ 6 bilhdes no segmento de produtos de madeira solida). Este montante
representa aproximadamente 80% a mais que paises como o Chile ou Uruguai,
que tém investimentos programados da ordem de US$ 4 bilhdes e US$ 2

bilhdes, respectivamente (ABRAF, 2006).



Devido a todo esse promissor panorama econdmico do setor florestal, é
premente a obtencdo de mudas de qualidade, para suprimento da base da

producéo florestal.

2.1.1 Propagacao clonal de Eucalyptus spp.

A silvicultura intensiva clonal proporcionou a maximizagao da producéao,
mantendo as caracteristicas favoraveis das plantas, evitando a variabilidade
encontrada em &rvores obtidas a partir de sementes. No entanto, estes ganhos
s6 foram possiveis a partir de um programa de melhoramento sexuado e pela
adocgdo de técnicas silviculturais adequadas, dentre elas a propagacao clonal
(Higashi et al., 2000).

A propagacédo vegetativa, pelo processo convencional de estaquia ou
pela técnica da micropropagacdo, facilita a multiplicacdo de gendtipos
desejados. O processo da propagacao vegetativa ndo inclui meiose, portanto,
os rametes (brotacdes origindrias da planta matriz) sdo geneticamente
idénticos aos ortetes (planta matriz). Variagbes fenotipicas entre os rametes
dentro de um clone, todavia, existem. As causas das variagcbes s&o,
provavelmente, ambientais e causadas por fatores relacionados ao propagulo,
isto é, tamanho da estaca, periodo que as estacas sdo coletadas e as
condi¢cbes em viveiro (ou seja, vigor do propagulo ou a qualidade do sistema
radicular) (Higashi et al., 2000).

O uso de propagacédo clonal para produgdo de mudas de eucalipto
comecou em 1975, na Republica Popular do Congo, sendo introduzido no
Brasil no final dos anos 70 do século passado (Ferreira et al.,, 2004). O

processo de propagacédo clonal de gendtipos superiores de eucalipto utilizados



atualmente nos viveiros comerciais brasileiros € realizado, em grande parte
através de miniestaquia, foi desenvolvida em 1996 por um grupo de
pesquisadores do IPEF/USP, a qual consiste na utilizacdo de brotagbes de
plantas propagadas pelo método de estaquia convencional como fontes de
propagulos vegetativos, que sdo manejadas em areas denominadas minijardins
clonais (IPEF, 1996).

O processo de clonagem de eucalipto via miniestaquia, segundo Alfenas
et al. (2004), pode ser dividida em cinco fases, sendo estas a produgao de
brotos, onde se realizam os tratos culturais na minicepa, como irrigacao,
fertilizacdo, toaletes, ponto de coleta, controle de pragas e doencgas, controle
de irradiacdo luminosa e temperatura, as outras fases correspondem ao
enraizamento, aclimatacdo a sombra, crescimento e rustificacdo das mudas. As
fases de producédo de brotos no minijardim clonal e enraizamento sdo as fases
mais criticas, onde os maiores ganhos em produtividade séo alcancados
guando otimizado o manejo das plantas nessas fases (Mafia et al., 2005).

De acordo com Hartmann et al. (1997), a formacao de raizes adventicias
a partir de estacas e miniestacas caulinares € um processo complexo,
precedido de diversas fases, como o agrupamento de células meristeméticas, a
diferenciac@o desses grupos celulares em primérdios de raizes, crescimento e
emergéncia dessas raizes, incluindo a ruptura de tecidos de caule e formagéo
de conexdes com os tecidos condutores.

Os principais problemas relacionados a clonagem de eucalipto se
referem aos indices de enraizamento das mudas que podem ser muito
variaveis entre espécies e clones diferentes, bem como as doencas que

ocorrem durante a formagéo dessas mudas (Alfenas et al., 2004).



Em relacdo a taxa de enraizamento, vérios fatores bibticos e abidticos
podem influenciar neste parametro, como o genétipo da planta, a idade,
localizacdo na minicepa e a sanidade da estaca, além de umidade, temperatura
e ataque de fitopatdgenos, entre outros aspectos. Em geral, ndo é necessario o
uso hormonios vegetais para indu¢do de enraizamento de eucalipto, mas isso
depende grandemente do gendtipo a ser propagado (Alfenas et al., 2004).

Atualmente, existem trabalhos relacionando a atividade de
microrganismos, principalmente bactérias, ao aumento nos indices de
enraizamento, aumento da biomassa da parte aérea de mudas de eucalipto,
além de também atuarem no aumento da resisténcia das plantas desafiadas
com diferentes patégenos de viveiro (Alfenas et al., 2004; Procépio, 2004,

Mafia et al., 2005).

2.2 Doencgas do eucalipto em fase de viveiro

O eucalipto, ap6és sua introducdo para fins comerciais manteve-se
praticamente livre de doencas até o inicio de 1970 (Teixeira et al., 2004).
Contudo, devido a alta demanda e a alta variabilidade genética de Eucalyptus
spp. para plantio, em meados dos anos 80 comecou a ser utilizada a técnica de
propagacéo clonal visando a formagéo de talhdes mais homogéneos, formados
por gendtipos superiores. No entanto, as condigbes ambientais necessarias
nas fases iniciais deste tipo de processo, como 0O enraizamento, s&o
extremamente favoraveis ao desenvolvimento de patégenos vegetais,
principalmente fungos (Mafia et al., 2003), como Rhizoctonia solani, Botrytis
cinerea, diferentes espécies de Cylindrocladium sp., entre outros (Alfenas et al.,

2004).
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As perdas na produgcdo de mudas de Eucalyptus sp. causadas pelo
ataque de patégenos giram em torno de 1% ao més, quando ndo ocorrem
surtos epidémicos que podem levar a perdas de até 100% do material
propagativo (Alfenas et al., 2004).

O controle dos fitopatégenos em viveiro € realizado basicamente por
meio de métodos quimicos, culturais e genéticos, mas estes ndo tém mostrado
controle eficiente. Além disso, para algumas doengas emergentes em viveiros
florestais, como a bacteriose foliar causada por Xanthomonas sp., atualmente
ndo ha qualquer recomendacdo de controle, o que oportuniza a busca por
agentes de biocontrole (Gongalves, 2003).

O uso de insumos quimicos, devido aos altos custos, a baixa eficiéncia e
aos impactos ambientais negativos, deve ser realizado de forma racional, e,
neste sentido devem ser desenvolvidas pesquisas que buscam inimigos
naturais, a semelhanca do que foi feito por Mafia et al. (2003) e Procopio
(2004).

O uso de programas de controle biolégico na &rea florestal é possivel,
principalmente quando as mudas se encontram na fase de viveiro, onde as
condi¢gdes ambientais podem ser controladas (Grigoletti Junior et al., 2007).

Existem estudos mostrando que microrganismos podem reduzir as
doencas em eucalipto, como a avaliagdo da inducéo de resisténcia sistémica
mediada por rizobactérias a ferrugem do eucalipto causada por Puccinia psidii
realizado por Teixeira et al. (2004) que indicam que o emprego de
microrganismos pode reduzir o uso de fungicidas. Procopio (2004) obteve
isolados de bactérias endofiticas que reduziram drasticamente o crescimento

micelial de R. solani, Cylindrocladium scoparium e B. cinerea, e sugere que a
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propagacdo clonal de eucalipto facilita a inoculagdo dos antagonistas
endofiticos, o que permitiria que as mudas fossem previamente inoculadas
para o campo, 0 que aumentaria a sua resisténcia/tolerancia a patégenos.

Um viveiro de producdo de mudas possui um ambiente bastante
caracteristico, com diferentes fatores ambientais controlados, como
temperatura e umidade. E importante ressaltar que os valores ideais de alguns
parametros para a producdo de mudas, também se aproximam dos niveis
otimos para o desenvolvimento de microrganismos fitopatogénicos. Por este
motivo, plantas em fase de viveiro sdo alvos de diferentes patdgenos.

No caso da produgdo de mudas de eucalipto no sul do Brasil,
principalmente pelo sistema de propagacéo clonal via estaquia, os patdgenos
de maior impacto sdo a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. eucalypti,
agente causal da bacteriose foliar, e os fungos Cylindrocladium sp., Botrytis
cinerea, Rhizoctonia solani, Quambalaria eucalypti, entre outros (Alfenas et al.,
2004).

No presente trabalho foi selecionado para avaliagdo da capacidade
de biocontrole de bactérias endofiticas, a bactéria Xanthomonas sp., € 0s
fungos Cylindrocladium gracile e Botrytis cinerea, por serem agentes causais

das doencgas mais importante em viveiro no Rio Grande do Sul.

2.2.1 Bacteriose foliar

Entre as doengas foliares de eucalipto, as doengas causadas por
bactérias surgem como as mais agressivas. Somente em 2003/04, estima-se
que 4 milhdes de mudas foram descartadas devido a desfolha causadas por

bactérias patogénicas (Cunha et al., 2006). Apesar de varios géneros de
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bactérias fitopatogénicas terem sido associados a bacteriose foliar do eucalipto
(Coutinho & Preisig, 2002), um trabalho realizado em 2003, concluiu que
Xanthomonas axonopodis é a espécie predominante nos viveiros florestais
brasileiros (Gongalves, 2003).

Os sintomas tipicos de X. axonopodis em eucalipto sdo as lesbes
encharcadas do tipo anasarca, internervurais, angulares, concentradas ao
longo da nervura central, nas margens da folha ou distribuidas sobre todo o
limbo. Com o progresso da doenca, as lesbes tornam-se ressecadas e
escurecidas, podendo haver perfuragbes no centro da lesdo, devido ao
abortamento da area necrosada (Gongalves, 2003).

Os principais danos desta doenca se devem a diminuicdo da area
fotossintética, pelas manchas foliares e desfolha, o que leva a reducao de
crescimento das plantas, que em condigdes de viveiro, tornam as mudas
inaptas para o plantio (Alfenas et al., 2004).

A bacteriose foliar € mais importante em viveiros onde a irrigacéo é feita
por asperséo, devido a necessidade de agua livre para que a bactéria penetre
na planta. No sul do Brasil, a doenga é a mais importante no periodo de
novembro a margo, pelas condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento
da doenga, como temperaturas mais elevadas e alta umidade (Alfenas et al.,
2004).

Nao existe nenhuma recomendacgdo para o controle deste patdgeno,
além do manejo cultural, como o uso do sistema de subirrigacao, retirada de

plantas doentes, e limpeza de folhas caidas (Gongalves, 2003; Alfenas et al.

2004).
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2.2.2 Mofo cinzento

Botrytis cinerea € um fungo necrotrofico generalista, associado com
agente causal de doenga em mais de 200 espécies de plantas cultivadas em
todo o mundo (Williamson et al., 2007). No eucalipto, é o agente causal do
mofo cinzento, uma das doengas mais importantes no sul do Brasil. Este fungo
é capaz de atacar a maioria das espécies e clones de Eucalyptus sp. (Alfenas
et al., 2004; Krugner & Auer, 2005).

Este fungo ataca principalmente tecidos jovens, se caracterizando pela
abundante esporulagdo acinzentada sobre as estacas, miniestacas ou
microestacas mortas, folhas e brotagdes infectadas, levando a morte de mudas
em reboleiras ou com distribuicdo aleat6ria nos canteiros. Este patégeno
penetra direta ou indiretamente pelos tecidos, ndo havendo necessidade de
ferimentos, mas as epidemias sdo mais severas em mudas debilitadas ou com
ferimentos. Os sintomas iniciam-se por manchas necroéticas, enrolamento,
secamento e consequente, queda das folhas (Alfenas et al., 2004; Grigoletti
Juanior et al., 2007).

A disseminacao deste patdégeno se da principalmente pelo transporte de
conidio pelo vento ou insetos, além deste fungo poder viver saprofiticamente no
solo e sobreviver na forma de esclerédios ou micélio dormente (Krugner &
Auer, 2005).

No Rio Grande do Sul, esta doenca € mais importante em viveiros no
periodo de inverno, com temperaturas entre 15 e 25 °C, dias curtos e nublados
com alta umidade (>90%) e baixa luminosidade (Alfenas et al., 2004). Em

estudo realizado por Mafia et al. (2006) foi verificado que temperatura maxima
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€ a variavel que deve ser monitorada para fins de previsdo dessa doenca,
havendo alto risco de incidéncia quando os registros de temperatura maxima
forem inferiores a 27°C.

O controle deste patégeno é realizado basicamente pelo uso de
fungicidas sintéticos (Chen et al., 2008), entretanto, além do impacto ambiental
dessa estratégia de controle, na eucaliptocultura brasileira a mesma ¢é ilegal,
visto que ndo existe nenhum produto quimico registrado para a mesma

(Alfenas et al., 2004).

2.2.3 Manchas foliares e podriddo de estacas causadas por
Cylindrocladium sp.

Existem varias espécies de Cylindrocladium associadas a sintomas de
doenca em mudas de eucalipto, com destaque para C. candelabrum, C. gracile,
C. ovatum, C. parasiticum, C. pteridis e C. scoparium (Alfenas et al., 2004),
sendo C. candelabrum a mais comum.

Mudas infectadas com Cylindrocladium sp. podem apresentar manchas
foliares com diferentes padrbes de cor, forma e tamanho, dependendo da
espécie de eucalipto, da espécie de Cylindrocladium e das condigbes do
ambiente. Simultaneamente, pode haver lesBes necréticas escuras no caule
das mudas, recobertas com frequéncia pelo micélio branco-brilhante do
patégeno, provocando murcha, seca e morte de brotagbes (Krugner & Auer,
2005).

O principal dano do ataque deste patégeno se refere a desfolha, o que

leva a debilitagéo das plantas infectadas, e morte das mesmas.
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As principais fontes de in6culo s@o brotacdes doentes, substrato e dgua
contaminada, bem como bandejas e tubetes. Assim como B. cinerea, sdo
patégenos que se desenvolvem bem em dias nublados, com temperatura alta e

umidade elevada, caracteristico do inverno (Alfenas et al., 2004).

2.3 Microrganismos endofiticos no controle biolégico de doencas

de plantas

Os microrganismos endofiticos foram descritos pela primeira vez pelo
fitopatologista Anton DeBary em 1866, que os descreveu como sendo aqueles
microrganismos que colonizam assintomaticamente o interior de tecidos
vegetais (DeBary, 1866), ja Petrini (1991) os define como sendo aqueles
microrganismos que habitam, em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida, o
interior de plantas sem causar danos ao hospedeiro, sendo representados
basicamente por fungos e bactérias.

Atualmente, o conceito de microrganismo endofitico se refere a aqueles
microrganismos cultiviveis ou ndo, que vivem no interior de plantas sem
causar danos ao hospedeiro, nem desenvolver estruturas externas (Azevedo &
Araljo, 2006). Realmente, ao se considerar o termo “endéfito”, temos como
todos aqueles que habitam o interior de plantas, entretanto, devido ao maior
conhecimento acumulado com os endofitos capazes de produzir alteracdes
morfolégicas na planta hospedeira e pelos mesmos ja possuirem uma
nomenclatura diferenciadora propria, como as micorrizas e os rizébios, o termo
“microrganismo endofitico” tem sido utilizado, de uma forma didatica, para
designar aqueles que ndo produzem tais alteragdes (Neto et al., 2002; Azevedo

& Araujo, 2006).
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O isolamento de enddfitos pode ser feito de forma direta, pelo uso de
meios de cultura ou indireta, via técnicas moleculares visando o isolamento dos
microrganismos endofiticos ndo cultivveis, o que d& uma visdo mais realista
da comunidade endofitica do hospedeiro (Lacava et al., 2006). A definicdo de
microrganismo endofitico € bastante varidvel, sendo a mesma geralmente
dependente da perspectiva pelas quais os enddfitos estdo sendo isolados e
subsequentemente avaliados (Araujo et al., 2008).

Apesar da ampla distribuicdo taxonémica de hospedeiros de enddfitos,
admite-se que todas as plantas possuam uma ou mais espécies de endofitos
em seu interior (Strobel et al.,, 2004). Estes seres foram mencionados pela
primeira vez no inicio do século XIX, mas somente em 1866 foi delineada uma
distingdo entre enddfitos e patdégenos de plantas. Como os enddfitos ndo eram
relacionados com sintomatologias de doengas, ficaram esquecidos até meados
de 1970, quando entdo por uma série de motivos, comecaram a chamar
atencdo pelas propriedades que apresentavam, tais como protecdo do
hospedeiro contra insetos-praga, patégenos e inclusive contra herbivoros (Neto
et al., 2002).

De acordo com Strobel (2002), parece que todas as plantas superiores
possuem microrganismos endofiticos em seu interior, apesar da relacao fisica
exata entre estes ainda permanecer um tanto obscura. Provavelmente, os
enddfitos evoluiram de patdgenos de plantas (Carrol, 1988; Rubini et al., 2005).

Provavelmente, a relacdo endofito-planta ocorre h4 muito tempo, desde
o surgimento das plantas superiores (Krings et al., 2007). Esta associagéo de
longo tempo deve ter permitido transferéncias genéticas entre endofitos e

hospedeiros e vice-versa. Isto, obviamente, permite um mecanismo mais rapido
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e seguro do enddfito minimizar os estresses ambientais e permite maior
compatibilidade com a planta hospedeira. Deve ser por estas razdes que
microrganismos associados a plantas evoluiram mecanismos bioquimicos, que
resultaram na producéo de hormoénios de crescimento vegetal (Strobel, 2002).
Inclusive, o melhoramento tradicional de plantas pode, na verdade, estar
selecionando plantas com uma melhor capacidade de manutencdo de
microrganismos endofiticos, como observado em trigo, onde as cultivares
modernas possuem uma comunidade endofitica mais diversa e mais
agressivamente colonizada por Pseudomonas spp. endofiticas produtoras de
metabdlitos bioativos, do que as ragas ancestrais (Germida & Siciliano, 2001,
Berg & Hallmann, 2006).

A penetragcdo dos enddfitos nas plantas se da basicamente através de
aberturas naturais ou ferimentos, sendo as raizes a principal porta de entrada
(Neto et al., 2002), podendo ainda o hospedeiro produzir substancias atrativas
aos microrganismos, tais como os flavonoides (Broughton et al., 2000).

De acordo com Carroll (1988), o mutualismo endofitico possui algumas
generalidades que permitem que seja caracterizada esta relagéo, tais como a
especificidade ao hospedeiro, 0 ndo desenvolvimento de sintomas de doengas,
a transmisséao vertical ou na falta desta, a transmissédo horizontal, a colonizagao
do interior do hospedeiro, a relagéo taxondmica entre o simbionte e conhecidos
antagonistas de patdgenos ou herbivoros, e a producdo de compostos
secundarios pelo simbionte.

A interacdo entre endofito e hospedeiro pode ser ainda mutualistica
facultativa dependendo da relacdo custo-beneficio resultante da infeccéo e a

diminuicdo das pragas e doengas. Os endofitos possuem grandes vantagens
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em relagdo aos microrganismos epifiticos, devido a ocupagdo de um nicho
praticamente vago, maior acesso aos nutrientes, protegéo contra dessecacao e
contra pragas, doencas e parasitas (Lewis et al., 2001; Strobel, 2002). Cabe
ressaltar que a relacdo enddfito-planta em condicdes de estresse do
hospedeiro pode ser negativa, podendo microrganismos endofiticos
desencadear sintomas de doenca (Maes et al., 2009) ou ainda trazerem
desvantagens para o hospedeiro, como por exemplo, a redugéo na capacidade
fotossintética (Pinto et al. 2000).

De acordo com Azevedo et al. (1998), varias mudancas fisioldgicas em
plantas séo relacionadas a presenca de microrganismos endofiticos, e o
equilibrio entre hospedeiro e simbionte parece ser controlado por substancias
quimicas (Huang et al., 2001). Muitos endofiticos evoluiram rotas bioquimicas,
em que seus produtos resultam em beneficios a seus hospedeiros, tais como a
producéo de hormonios vegetais. A produgdo de auxinas, abscicinas, etileno,
giberelinas e cinetinas ja& foram relatadas como sendo produzidas por
microrganismos endofiticos (Strobel, 2002; Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

Este tipo de estratégia tem despontado como uma alternativa
ecologicamente correta, levando a mitigacdo dos impactos causados pelos
agrotoxicos. Estratégias diferenciadas de controle de doengas séo de extrema
importancia, principalmente na eucaliptocultura, onde n&o existem produtos
registrados no Ministério da Agricultura e, portanto ndo poderiam ser utilizados
(Grigoletti Junior et al., 2007).

Os microrganismos endofiticos, pelas caracteristicas intrinsecas de sua
relagdo com a planta, sdo candidatos promissores a agente de controle

bioldgico, como discutido no Simpdsio sobre Endéfitos, realizado em julho de
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2005, em Austin, Texas, e organizado e publicado por Backman & Sikora
(2008). Ao menos sete produtos a base de enddfitos foram aprovados para uso
em plantas de uso alimentar ou n&o, principalmente em sistemas onde 0 uso
pesado de produtos quimicos é restrito devido ao acumulo de residuos ou
devido a restricdo de produtos contaminados por paises importadores (Elad &
Stewart, 2004).

O controle biologico por definicdo, “consiste na redugdo do in6culo ou
das atividades determinantes da doenga provocados por um patégeno ou
parasita, nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou mais
organismos, realizados naturalmente ou pela manipulacdo do hospedeiro ou
antagonista, ou pela introdugdo em massa de um ou mais antagonistas (Baker
& Cook, 1974)".

Os mecanismos pelos quais os enddfitos podem atuar como agentes de
biocontrole incluem a produgéo de substéncias antifingicas e antibacterianas
(Castillo et al., 2006), enzimas hidroliticas, competi¢do por nutrientes, producdo
de sideroforos, exclusdo de nicho e inducdo de resisténcia sistémica adquirida
(Sturz et al., 2000; Backman & Sikora, 2008).

No Brasil, a busca por agentes de biocontrole de doencgas de plantas na
microbiota endofitica de planta ja € uma realidade, como os trabalhos
realizados por Rubini et al. (2005), Paz (2005) e Maki (2006), a partir de plantas
de cacaueiro visando o controle de Moniliophtora (Crinipellis) perniciosa. O
trabalho de Lacava et al. (2004) que isolou bactérias endofiticas de citros,
buscando antagonistas a Xylella fastidiosa e o isolamento e selegcéo de agentes
de biocontrole de doencas pos-colheita em magas, realizado por Sartori (2003),

entre outros. Além disso, a producdo de plantas em viveiros oferece um nicho



20

Gnico ao controle biolégico, devido ao ambiente controlado das casas de
vegetacao, o alto valor de seus cultivos e o numero limitado ou inexistente de
produtos registrados para o controle de doengas (Paulitz & Bélanger, 2001), o
gue abre um novo campo para isolamento e sele¢cédo de agentes de biocontrole
enddfitos, como no trabalho realizado por Procopio (2004), que isolou bactérias
endofiticas de eucalipto para esse fim. Além dessas vantagens, a forma de
producéo de mudas clonais de eucalipto via estaquia facilita a inoculagéo de
enddfitos, visto que na produgcdo da muda é feito um corte, que pode servir
como porta de entrada para o agente de biocontrole, além de também ja ter
sido detectado a presenca de bactérias endofiticas em sementes de E.
brassiana, E. citriodora, E. globulus x E. grandis, E. urophylla e E.
camaldulensis (Ferreira et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos podem ser produtores de substancias
bioativas que devem estar envolvidas nas relacdes com o hospedeiro. Como
resultado dos papéis que estes metabolitos secundarios desempenhem no
ambiente, eles podem ter aplicacdo na medicina, agricultura e industria. Desta
maneira, os esforcos para o isolamento de microrganismos endofiticos e
extracdo de seus compostos tém aumentado substancialmente nos ultimos
anos (Strobel, 2002).

Estudos realizados demonstraram que 51% das substancias
biologicamente ativas isoladas de fungos endofiticos eram desconhecidas para
a ciéncia, em relagcéo aos 38% de novas substancias isoladas da microbiota do
solo (Schutz, 2001). Ainda, sabe-se que os enddfitos produzem diferentes
substancias como hormdonios, antibioticos, antitumorais, entre outros (Azevedo

et al., 1998; Metz et al., 2000; Neto et al., 2002).
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Devido a todas essas propriedades apresentadas por estes
microrganismos, sdo de suma importancia que sejam realizadas pesquisas
visando a aplicagdo desses microrganismos nas mais diferentes areas, como

médica, industrial e agricola.



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento de microrganismos endofiticos cultivaveis de

amostras de Eucalyptus “urograndis”

3.1.1 Amostras Vegetais

O material vegetal utilizado no presente trabalho foi obtido de plantio de
um clone comercial (4622) do hibrido de Eucalyptus urophylla x E. grandis,
utilizado no Rio Grande do Sul. Este material foi cedido pela Tecnoplanta

Florestal Ltda.

3.1.2 Isolamento de microrganismos endofiticos de plantas de
eucalipto
Apos a coleta de ramos e folhas de plantas com cerca de trés metros de
altura, o material vegetal foi levado para o Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldégica da UFRGS/RS, onde foram realizados os isolamentos, como
descrito por Procopio (2004). A coleta foi feita em janeiro de 2007, onde foram
amostradas 10 plantas de eucalipto sem sintomas visiveis de doenca,
retirando-se 10 fragmentos de ramos com folhas por planta. Essas folhas foram
misturadas, e entdo 20 folhas retiradas aleatoriamente para isolamento de

bactérias. Cinco fragmentos de folha contendo a nervura central foram
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colocados por placa de Petri, sendo utilizadas 15 placas para cada tipo de
tecido, totalizando 75 fragmentos/tipo de tecido. Os isolados bacterianos
obtidos foram identificados primeiramente por numeracédo arabica precedida da
sigla EUCB (eucalilpto/bactéria).

Os ramos e folhas foram lavados em &gua corrente e desinfestados por
meio da imersdo em &lcool 70% por 1 min, em hipoclorito de sddio 2% por 3
min, em &lcool 70% por 1 min , seguido de lavagem em &gua esterilizada por
trés vezes, sendo 1 min cada lavagem. Os ramos foram descascados e
fragmentados e transferidos para placas com meio TSA (triptona, 1,5%;
peptona de soja 0,5%; NaCl 0,5%; &gar 1,5%; pH 7,0) suplementado com 2 g
de polivinilpirrolidona (PVP) e incubadas a 28 +1 °C. Para avaliar a eficiéncia
da desinfestacdo, uma aliquota da ultima dgua de lavagem foi semeada sobre
0 meio TSA para isolamento de bactérias contaminantes.

Para isolamento de microrganismos endofiticos de crescimento mais
lento, apds desinfestacdo os fragmentos foram colocados sobre meio de folhas
(peptona 5 g, glicose 15 g, Agar 15 g, extrato de folhas de eucalipto 400 mL,
adgua destilada até completar volume de 1 L, pH 7,9). O extrato de folhas foi
obtido pela trituracdo de 100 g de folhas de eucalipto em 400 mL de &gua
destilada, filtrada em gaze.

A frequéncia de isolamento em porcentagem (FI) de bactérias
endofiticas foi obtida por meio da férmula FI = (B / F) x 100 onde: F = nimero

de fragmentos inoculados e B o numero de fragmentos infectados.
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3.1.3 Reisolamento de microrganismos endofiticos de plantas de
eucalipto

O reisolamento das bactérias endofiticas seguiu 0 mesmo protocolo

descrito acima para o isolamento, diferindo apenas a origem do material

vegetal, o qual foi obtido de mudas de Eucalyptus “urograndis” clone 4622 com

80 dias, pré-inoculadas com bactérias endofiticas.

3.2 Avaliacdo da variabilidade genética e identificacdo de bactérias
endofiticas de eucalipto baseada em técnicas de biologia

molecular

3.2.1. Identificag&o dos isolados bacterianos
Os isolados bacterianos foram identificados baseados na andlise da

sequéncia parcial do gene 16S rRNA.

3.2.1.1 Extragdo de DNA gendmico das bactérias

Os isolados foram cultivados em 5 ml de TS 10% por 24 h a 28 =1 °C,
sob agitagédo de 150 rpm. Dois a 4 mL da cultura foram centrifugados por 5
minutos a 14000 g e as bactérias foram ressuspendidas em 500 pL de TE (100
uM de Tris-HCI, pH 8,0), centrifugadas e ressuspendidas novamente em TE,
juntamente com 0,5 g de pérolas de vidro e 15 uL de SDS 20%. As células
foram agitadas em homogeneizador de células por 30 s a 3500 bpm. Ao lisado
celular foram adicionados 500 pL de fenol, homogeneizados por inverséo e
centrifugadas por 5 min a 14000 g. A fase aquosa foi extraida uma vez com

fenol:cloroférmio (1:1) e uma vez com cloroférmio, e entdo, o DNA precipitado
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com 1/10 volume de NaCl 5M e 0,6 volume de isopropanol (3 minutos a
temperatura ambiente). A solucéo foi centrifugada durante 10 min a 14000 x g,
o DNA precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a 37 °C e ressuspendido
em 50 ul de 4gua Mili-Q esterilizada. O DNA total foi analisado por eletroforese
em gel de agarose (1% p/v) em tampédo 1X TAE (40 mM de Tris-acetato; 1 mM
de EDTA) e corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL), segundo Sambrook et

al. (1989).

3.2.1.2 Amplificagéo

A amplificacdo do 16S rDNA foi realizada utilizando-se a técnica de PCR
com os primers universais PO27F (5- GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3) e
1378R (5"-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3"). As reacdes tiveram um
volume final de 50 pl contendo 0,5 a 10 ng de DNA molde; 0,2 uM de cada
primer, 0,2 mM de cada dNTPs; 3,75 mM de MgCL;, e 0,05 U da enzima Taq
DNA polimerase em 20 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM KCI. Em todas as
reagOes foi usado um controle negativo sem o DNA molde.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ
Research, USA), programado para realizar uma desnaturagéo inicial a 94 °C
por 4 min, 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30 s, anelamento a 63 °C por
1 min e extensao de primers a 72 °C por 1 min, seguida de extens&o final a 72
°C por 10 min. Apos a amplificacdo, 4 uL da reagdo de PCR foi avaliada em
eletroforese em gel de agarose (1% p/v) em tampdo 1 X TAE e corado com
brometo de etidio (0,5 pg/ml), para visualizacgdo de um fragmento de

aproximadamente 1350 pb, e fotodocumentagéo.
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Para a identificagdo dos isolados, os produtos de PCR 16S rDNA foram
purificados e enviados para o Centro de Sequenciamento do Genoma Humano
(Universidade de S&o Paulo) para sequenciamento parcial do 16S rDNA. As
sequéncias foram entdo, analisadas pelo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al., 1990), contra a base de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e RDPquery (Ribossomal Database
Project).

As relacbes filogenéticas entre os isolados e as sequéncias das
espécies referéncias foram inferidas usando o método de Neighbor-Joining
(Saitou & Nei, 1987). As distancias evolutivas foram computadas usando o
método de dois parametros de Kimura (Kimura, 1980). As analises filogenéticas

foram realizadas no programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

3.3 Avaliacdo do potencial antagdnico de bactérias endofiticas de
eucalipto aos principais patdégenos de mudas, em condicdes de

casa de vegetacao

3.3.1 Isolamento de microrganismos fitopatogénicos

Mudas de Eucalyptus “urograndis” clone 4622 mostrando sintomas e
sinais de doengas importantes a cultura foram coletadas e enviadas para o
Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica da UFRGS.

Areas do 6rgdo atacado contendo tecido sadio e doente foram imersos
em alcool 70% durante um minuto, transferidas para uma solucao de hipoclorito
de sodio 1% e mantidas durante dois minutos, e entdo, lavadas em agua

destilada esterilizada e colocadas sobre placa de Petri contendo TSA para
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isolamento de bactérias fitopatogénicas e BDA para fungos fitopatogénicos.
Todos isolados obtidos passaram pelo teste de patogenicidade.

Os patdgenos fungicos foram identificados por sua morfologia macro e
microscépica de acordo com Ferreira, 1989 e Aparecido et al., 2008, ja a
bactéria fitopatogénica foi identificada por testes bioquimicos e culturais e de

hipersensibilidade em plantas de fumo.

3.3.1.1 Teste de patogenicidade
Mudas do hibrido Eucalyptus “urograndis” clone 4622 sem sintomas de
doenca foram inoculadas com os microrganismos patogénicos isolados a partir

de tecidos doentes para confirmagao de sua patogenicidade.

3.3.1.1.1 Teste de patogenicidade com bactérias

Cinco mudas com 30 dias de idade, previamente mantidas em camara
Umida durante 3 horas, foram atomizadas com uma suspensao de
Xanthomonas sp. huma concentragao de 10° células/ml, preparada a partir da
raspagem da colbnia bacteriana cultivada em meio TSA e transferéncia para
solucdo salina 0,85% esterilizada. As plantas testemunha foram atomizadas
somente com solugao salina esterilizada.

As plantas foram avaliadas diariamente até o aparecimento de sintomas,

conforme descrito por Gongalves (2003).
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3.3.1.1.2 Teste de patogenicidade com fungos

Os fungos Botrytis cinerea e Cylindrocladium gracile, isolados de tecidos
de E. urograndis 4622 com sintomas de doenca, foram cultivados em &agar
batata dextrose (BDA), durante sete dias a28 £ 1 °C.

Discos contendo crescimento micelial de culturas foram colocados em
hastes com ferimentos leves, feitos com um perfurador artesanal preparado
com a insercao de 20 agulhas de pontas finas fixadas em um prendedor de
roupa (Grigoletti Juniot et al., 2005). Apds a inoculagdo as plantas foram
mantidas em cdmara Umida até o inicio do aparecimento de sintomas.

Cinco plantas foram utilizadas para avaliagdo da patogenicidade de cada
isolado, e, também para a testemunha onde foram inoculados somente discos

de BDA, sem crescimento de microrganismos.

3.4 Avaliacdo do antagonismo direto entre bactérias endofiticas e
microrganismos fitopatogénicos

Todos os experimentos foram realizados a 28+ 1 °C. Seis placas de Petri

foram usadas para cada tratamento no ensaio de antagonismo direto, o

controle consistiu na inoculagcdo somente do patégeno.

3.4.1 Bactérias endofiticas x Bactéria fitopatogénica

Para determinacdo da acdo inibitéria das bactérias endofiticas sobre
Xanthomonas sp., foi usado o método de difusdo de dupla camada (Romeiro,
2007).

As bactérias endofiticas foram crescidas em meio TS (15 g de triptona; 5

g de peptona; 1 L de agua destilada, pH 7,5) sob agitacdo de 150 rpm por 48 h.
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Apos esse periodo, foi inoculado na forma de ponto no centro de uma placa de
Petri contendo TSA, 10 uL do meio TS com crescimento bacteriano. As placas
foram incubadas por 48 h, e entdo, as placas invertidas e adicionado 1 ml de
cloroférmio na tampa. Apos 20 min, estas ficaram entreabertas por 30 min para
eliminac&o do residuo de cloroférmio. Concluida essa fase, as placas foram
retornadas a posi¢cdo normal e adicionado 5 mL de TSA semisélido fundente
(48 °C), previamente inoculado com 0,1 mL de cultura de Xanthomonas sp.,
previamente crescida em meio TS por 48 h.

As placas foram incubadas e examinadas diariamente até o quinto dia
apdés a inoculagdo para verificagdo da formagdo de halos de inibicdo. O
resultado foi expresso como indice de antibiose, obtido por IE = & halo/&

colonia (Rosato et al., 1981).

3.4.2 Bactérias endofiticas x Fungos fitopatogénicos

Este experimento foi realizado, baseado no método descrito por
Benhamou & Chet (1993), utilizando placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. No centro de cada placa de Petri foram colocados discos contendo
colénias dos patdgenos. Distante dois centimetros das bordas das placas
foram inoculados na forma de estrias, as bactérias endofiticas. Como controle
foi colocado um disco de cada patdgeno no centro da placa, sem a posterior
inoculagéo das estrias bacterianas.

A avaliagcdo do crescimento micelial do fitopatégeno, expresso como
didmetro médio, foi feita ap0ds sete dias de incubagéo a 28+1 °C, com auxilio de

uma escala milimétrica.
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3.5 Avaliacdo de aspectos bioquimicos de microrganismos que

podem estar associados ao biocontrole

3.5.1 Producéo de metabdlitos voléateis
Para avaliagdo da producdo de metabdlitos volateis foram usadas seis
placas para cada tratamento e o controle, sendo que o mesmo foi obtido pela

ndo-inoculacao da bactéria endofitica.

3.5.1.1 Producédo de metabdlitos volateis por bactérias endofiticas

inibitorios a fungos fitopatogénicos

Discos contendo crescimento micelial dos patdégenos (1 cm de didmetro)
foram inoculados no centro de uma placa contendo BDA, e em outra placa
contendo o meio TSA foi inoculado os isolados de bactérias endofiticas sobre
todo o meio de cultura (Dennis & Webster, 1971).

Apos, a placa contendo o fungo fitopatogénico foi invertida sobre a placa
contendo a bactéria, e estas foram seladas com filme plastico e incubada a
28+1 °C. O controle consistiu na inversdo de uma placa de Petri inoculada com
um disco do patdgeno sobre uma placa sem inoculacdo de microrganismo
endofitico. Seis repeticdes foram usadas para cada tratamento.

A avaliacdo do experimento foi realizada pela medigédo do crescimento
micelial do fitopatégeno, expresso como didmetro médio da colbnia, sete dias

apos a inoculagao.
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3.5.1.2 Producé@o de metabdlitos volateis por bactérias endofiticas
inibitorios a bactérias fitopatogénicas

Duas séries idénticas de placas de Petri contendo o meio TSA
inoculadas com uma suspensdo com 10® 107 e 10® UFC/mL de Xanthomonas
sp. foram preparadas. Placas contendo o meio TSA foram semeadas com alga
de niquel-cromo com os isolados de bactérias endofiticas, e entdo o fundo das
placas contendo o patdgenos foi invertido sobre o fundo da placa contendo a
antagonista, e as placas seladas com parafilme.

As placas foram incubadas a 28 +1 °C, e inspecionadas de 12 em 12 h,
para verificagdo do tempo de surgimento de colbénias da bactéria

fitopatogénica, niumero de colbnias e aspecto (Romeiro, 2007).

3.5.2 Producdo de é&cido hidrocianico (HCN) por bactérias
endofiticas de eucalipto

Para detecgéo de 4cido hidrocianico foi utilizado o método modificado de
Miller & Higgins (1970). As bactérias endofiticas foram semeadas em placas de
Petri contendo TSA. Na tampa da placa foi colocado um disco de papel filtro
esterilizado embebido em uma solugéo de acido picrico 0,5% e Na,CO3 1%. As
placas foram seladas com filme plastico e incubadas por sete dias a 28+1 °C.
As placas controle ndo receberam in6culo. O experimento consistiu de seis
repeticdes para cada tratamento e seis para o controle.

Apos a incubagdo, a mudanga na cor do papel filtro de amarelo para

marrom foi considerada como indicativo da producéo de HCN.
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3.6 Avaliacdo da producdo de enzimas hidroliticas por bactérias
endofiticas

A producdo de enzimas hidroliticas foi determinada em meio liquido,

com o objetivo de detectar e quantificar a producéo de quitinases, glucanases e

proteases produzidas pelos isolados que se mostraram eficientes no

antagonismo. Trés repeticdes foram analisadas para cada isolado de bactéria

endofitica.

3.6.1 Avaliacdo da atividade quitindsica e glucanasica em meio

liquido

A andlise da atividade quitinasica e glucanésica foi baseada no método
de Miller (1959), o qual mede a liberacdo de acgUcares redutores a partir da
hidrolise de quitina coloidal (Sigma®) e da laminarina (Sigma®),
respectivamente, pelo uso de acido dinitrosalicilico — DNS.

Primeiramente, as bactérias foram crescidas em meio de cultura mineral
(K2HPO4 0,7g; KH,PO, 0,3g; MgS0O4.5H,0 0,5g; FeSO, 0,01g; ZnSO,4 0,001g;
MnClI, 0,001g; micélio seco de Cylindrocladium gracile 0,5%, 1000 mL de agua
destilada) (Hsu & Lockwood, 1975).

O micélio seco de C. gracile foi obtido pela inocula¢do de trés discos de
8 mm de meio BDA contendo micélio do fungo, em fracos Erlenmeyer contendo
100 mL de meio BD, e incubado durante sete dias com agitagdo orbital (150
rpm). Apés, o micélio foi filtrado em papel Whatman n° 1 e seco em estufa a 70
°C e entéo triturado.

Apos a incubacgdo das bactérias endofiticas, foi colocado 1 ml de meio

de cultura em microtubos e centrifugado por cinco minutos a 14000 rpm.
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Para andlise da atividade quitinasica e glucanésica foi colocado em tubo
de ensaio, 100 uL de amostra (sobrenadante do meio de cultura) e 550 uL de
tampéao citrato de sodio 50 mg/mL pH 4,8 e, ap6s homogeneizagdo, mantidos
em banho-maria a 50 °C. Em seguida, se adicionou 250 pL de quitina coloidal
0,5% para avaliacdo da atividade quitinasica ou 250 puL de laminarina 0,5%
para avaliacdo da atividade glucanasica, também a temperatura de 50 °C, e
entdo incubados pelo periodo de 1 h.

ApOs este periodo, foi adicionado 1 mL de DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico 10,6 g; NaOH 19,8 g; 1416 mL de agua destilada, dissolucao a
qguente com posterior adigdo de 7,6 g de fenol (fundido a 50°C) e 8,3 g de
metabissulfito de sd6dio), e, ainda no banho-maria, se adicionou 100 pL de
glicose 0,5 mg/mL.

Em seguida, a solucdo foi fervida por 5 min e apoés resfriar, se
acrescentou 2 mL de 4&gua destilada, e realizou-se a leitura em
espectrofotometro a A= 545 nm.

O controle (branco) consistiu na solu¢cido sem a adigéo de quitina coloidal
ou de laminarina a reacdo. Para determinacdo da atividade enzimatica foi
preparada uma curva de calibragdo com glicose nas concentragdes de 0,0,
0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 mg/mL.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a liberacdo de 1

pumol de glicose/mL/min.

3.6.2 Avaliacéo da atividade proteasica em meio liquido
A determinagdo da atividade proteédsica foi baseada no método de

Sarath et al. (1989) utilizado Azocaseina (Sigma®) 2% como substrato. As
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bactérias endofiticas foram crescidas em meio Mineral, como previamente
descrito (Hsu & Lockwood, 1975). Primeiramente, o substrato foi dissolvido em
adgua destilada e centrifugado a 14000 rpm, pelo periodo de 10 min. Em
seguida, em um tubo Eppendorf de 1,5 mL foi colocado 150 yL da amostra
(sobrenadante do meio de cultura), juntamente com 250 pyL de azocaseina,
misturado lentamente e entdo incubado em banho-maria a 25° por 30 min.
Ap6s, foi adicionado 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% para cessar a reagao,
e deixado descansar por 15 min. Decorrido este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm, por 5 min. Depois o sobrenadante foi transferido
para outro tubo Eppendorf contendo 1,4 mL de NaOH 1M.

Um branco foi preparado para cada amostra, adicionando-se 0s mesmos
reagentes da reagéo anterior, mas na seguinte ordem: 1°) 150 yL de Tampéao
Fosfato pH 6,2 (solucdo I: 31,29 de NaH;PO.. 2H,O em 1000 mL de &gua
destilada; Solugéo II: 35,6 g de NaHPO, . 2H,O em 1000 mL de &gua
destilada. Solucéo final: 920 mL da solugéo | e 80 mL da solugéo II); 2°) 150
uL da amostra; 3°) 1,2 mL de &cido tricloroacético; 4°) 250 pL de substrato; 5°)
depois o sobrenadante foi transferido para outro microtubo contendo 1,4 ml de
NaOH 1M.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a A = 440
nm.

Uma unidade da atividade proteésica (U) € definida como sendo a
quantidade de enzima requerida para produzir uma absorbancia de 1 unidade

em 30 min a 25°C., num A= 440 nm.
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3.7 Deteccdao de sidero6foros em culturas de bactérias endofiticas

do eucalipto

Toda a vidraria utilizada para o ensaio foi imersa em HCI 6M por 48 h e
enxaguada seguidas vezes em agua deionizada.

A deteccdo quantitativa de sider6foros em cultura de bactérias foi
realizada baseado no método universal de Schwyn & Neilands (1987). Os
microrganismos a serem testados foram cultivados, por 48 h sob agitacao
orbital de 150 rpm, em meio triptona-soja (TS). Como controle foi utilizado o
meio sem inoculagéo de bactéria.

O meio de cultura foi centrifugado a 14000 rpm por 20 min, e entdo
retirado uma aliquota de 1 mL do sobrenadante, ao qual foi misturado 1 mL da
solucéo de cromo azurol S (CAS).

A solucdo de CAS foi preparada misturando-se 6 mL de solugdo de
HDTMA 10 mM e 30 mL de a&gua. Foram acrescentados sob agita¢do, 1,5 mL
de solugéo férrica (FeCl; 6H,O 1 mM preparada em HCI 0,01N e 7,5 mL de
solucéo de cromo azurol S 2 mM). Separadamente, foram dissolvidos 4,307 g
de piperazina anidra em 20 mL de agua deionizada, ao qual apos dissolvida foi
acrescida 6,25 mL de HCI. Esta solugdo foi adicionada ao restante dos
componentes j4 preparados, e o volume completado para 100 mL.

A mudanca de cor da mistura de sobrenadante-indicador de azulada
para amarelo-avermelhado no periodo de 15 min indica a produgdo de

sider6foros pelas bactérias.
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3.8 Avaliacdo de aspectos bioquimicos de microrganismos que

podem estar associados a promogéao de crescimento vegetal

3.8.1 Producéo de acido indol acético (AlA)

Para o teste de produgéo de auxina, as bactérias foram inoculadas em
meio TS 10% contendo triptofano (triptona, 15 g; peptona de soja, 5 g;
triptofano, 1g; NaCl, 8 g; agua destilada, 1000 mL; pH, 7,0), e mantida sob
agitacdo por 24 h a 150 rpm/28 °C. Apos a incubacao, foi retirado uma aliquota
de 2 ml de cultura, centrifugado a 4000 rpm/15 min. A 1,5 ml de sobrenadante
de cultura foi adicionados 1,5 mL de reagente de Salkowski (FeCl; 0.5M, 7,5
ml; H.SO, concentrado 150 mL; agua destilada, 250 mL) (Patten & Glick,
2002). Apds 20 min de reacao foi realizada a leitura em espectrofotdmetro,
Ultrospec 3000 Amersham-Pharmacia Biotech) no comprimento de onda de
530 nm.

Para determinac¢&o da concentragéo de AlA foi preparada uma curva de
calibracdo com diferentes concentracdes deste composto (0, 2, 4, 10, 16

ug/mL). Trés repeticdes foram usadas para cada tratamento.

3.8.2 Teste de fixac8o de nitrogénio por bactérias endofiticas de
eucalipto

Para o teste de fixacdo de nitrogénio as bactérias foram cultivadas em

tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura NFb contendo 5 g de

acido malico; 0,5 g de K;HPOy; 0,2 g de MgS0,4.7H,0; 0,1 g de NaCl; 0,01 g de

CaCl,.2H,0; 4 mL de Fe.EDTA (solugédo 1,64%); 2 mL de azul de bromotimol

(0,5%); 2 mL de solucéo de micronutrientes (0,2 g de Na;M004.2H,0; 0,235 g
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de MnSO..H;0; 0,28 g de H3BOs3; 0,008 g de CuSO4.5H,0, 1 L de agua
destilada); 1,75 g/L de &gar; 1 L de a4gua destilada, pH 6,8, incubadas a 28+1
°C e avaliadas apos sete dias. A presencga de halo de crescimento no interior

do meio de cultura é considerada resultado positivo (Kuklinsky-Sobral, 2003).

3.8.3. Teste de solubilizagédo de fosfato por bactérias endofiticas

Para o teste de solubilizagdo de fosfato foi utilizado o meio NBRIP
(glicose, 10g; Caz(PO,)2 5 g; (NH4).SO4 0,1g; MgCl,.6H,0, 5g; MgS0O,.7H,0,
0.25g; KClI, 0,2g; agua destilada, 1000ml; pH, 7,0;) (Nautiyal, 1999), e avaliada

a formacgé&o de um halo ao redor da coldnia bacteriana.

3.9 Avaliacdo da atividade in vivo dos microrganismos endofiticos
no controle de doencas e no desenvolvimento de plantas de
eucalipto

Os experimentos consistiram de 10 tratamentos, com 25 repetigdes por

tratamento, com cinco blocos inteiramente casualizados.

3.9.1 Testes em mudas de eucalipto em casa de vegetagéo

3.9.1.1 Inoculagdo de microrganismos endofiticos em estacas de
eucalipto

Vinte e cinco estacas de Eucalyptus “urograndis” 4622 foram imersas

durante uma hora na suspensédo de cada uma das bactérias endofiticas (10°

UFC/ml), pré-selecionadas para ensaios in vitro, e entdo, plantadas em

substrato casca de arroz queimada e vermiculita (1:1), conforme Procépio
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(2004). Apos 80 dias, mantidas em casa de vegetacdo foi realizado o
reisolamento das bactérias endofiticas em placa de Petri, como descrito no
item 6.1.2. e avaliada a frequéncia de colonizacdo das mudas pelas bactérias
endofiticas. A identificacdo das bactérias foi feita visualmente pelo
reconhecimento das caracteristicas culturais da bactéria inoculada.

Os fragmentos foram retirados e analisados a cada 5 cm do tamanho
total da planta, comegando-se a partir do colo, para verificar a capacidade de
colonizagdo dessas bactérias em cada tratamento, e o controle, que consistiu
no isolamento de fragmentos de plantas de eucalipto ndo inoculadas com

bactérias endofiticas.

3.9.1.1.1 Avaliacdo da acdo de bactérias endofiticas sobre o
enraizamento e crescimento de mudas de E. “urograndis”
clone 4622

Vinte e cinco estacas tratadas com endodfitos foram plantadas em
substrato casca de arroz queimada e vermiculita (1:1). O porcentual de
enraizamento, comprimento da maior raiz, comprimento de parte aérea, além
de peso seco de parte aérea e do sistema radicular foram avaliados.

No ensaio realizado no periodo de inverno foi utilizado o indice de
Qualidade de Mudas (IQM), proposto por Dickson (1960). Este indice consiste
em:

IQM = (PSPA + PSR) / (APA/DP) + (PSPA / PSR), onde:

PSPA = peso médio seco da parte aérea (Q)

PSR = peso médio seco do sistema radicular (g)

APA = Altura média da planta (cm)



39

DP = Diametro médio da planta (mm)

3.9.1.1.2 Avaliacdo da acdo de bactérias endofiticas sobre o
controle de fitopatbgenos em mudas de E. “urograndis”
4622
Vinte e cinco plantas previamente inoculadas com as bactérias
endofiticas, como previamente descrito, foram usadas para cada combinacéo:
isolado de bactéria endofitica x fitopatogeno. Como controle negativo foi
aspergido solugéo salina e como controle positivo, um isolado bacteriano que
néo apresentou efeito inibitério sobre os patdgenos em testes in vitro.
Os resultados destes ensaios foram expressos pela incidéncia e
severidade das doencas avaliadas, além de tamanho e peso seco de plantas.
Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, sendo 5 blocos com 5

repeticdes cada, totalizando 25 repeti¢cdes por tratamento.

- Xanthomonas sp.: As plantas foram inoculadas por aspersdo com uma
suspens&o de Xanthomonas sp. contendo 1x 10° células/mL, apés as plantas
terem sido mantidas por 3 horas em camara Umida, como proposto por Neves,
2007.

Apos esta inoculagéo, as plantulas foram avaliadas diariamente quanto
ao aparecimento de sintomas tipicos da doenca. A incidéncia e severidade
foram avaliadas apds 20 dias da inoculacdo da bactéria fitopatogénica.

A incidéncia foi determinada pela contagem do ndmero de plantas com

sintomas de bacteriose foliar, e a severidade avaliada usando a escala
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diagramética proposta por Gongalves (2003), avaliando-se o quarto par de
folhas a partir do apice da planta (ANEXO I).

A desfolha foi avaliada ap6s 30 dias de inoculagdo do patdégeno, como
proposto pelo mesmo autor, fazendo-se a contagem do nimero de folhas das

plantas.

- Cylindrocladium gracile: Para a inoculacdo deste patdégeno foi
preparada uma suspensdo de esporos contendo 10° esporos/mL e aspergida
sobre as plantas, que foram mantidas em camara Umida por 24 h antes da
inoculagao.

Apos a inoculagdo, as plantas foram novamente mantidas em camara
Umida durante 15 dias, quando foi feita a avaliagéo dos resultados.

A incidéncia foi determinada pela contagem do ndmero de plantas com
sintomas de manchas foliares e/ou escurecimento de caule em cada
tratamento, e a severidade da doenga estimada pelo uso de escala de notas
proposta por Grigoletti Junior et al., 2005, modificada.

A escala de notas determina que:

- classe 0: auséncia de sintomas nas plantas;

- classe 1: infeccédo leve (lesdes restritas, sem coalescéncia de lesdes);

- classe 2:, infeccdo média (lesdes coalescentes na folha, sem atingir o
caule);

- classe 3: infeccdo severa (lesbes coalescentes na folha, atingindo o
caule da planta);

- classe 4: infecg@o muito severa (progressédo da doenca até o ponteiro

da muda).
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A severidade foi analisada com base em escala de notas e os dados
foram transformados para indice de Doenca, como proposto por McKinney

(1923), onde:

ID= Y(grau da escala x freqiiéncia)x100/(n" total de unidades x grau

maximo da escala)

Botrytis cinerea: Discos de &gar contendo massa micelial e esporos do
fungo foram colocados sobre uma folha de cada planta, previamente ferida com
perfurador. Os discos de agar foram fixados a folha com fita adesiva
transparente. As plantas foram mantidas em camara umidas por 24 h antes da
inoculagéo.

Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara Umida, e a
avaliacdo feita apds 21 dias.

A incidéncia foi determinada pela contagem do ndmero de plantas com
sintomas de mofo cinzento em cada tratamento, e a severidade da doenca foi
estimada pelo uso de escala de notas proposta por (Grigoletti Junior et al.,
2005).

A escala de notas determina que:

- classe 0: auséncia de sintomas nas plantas;

- classe 1: infeccédo leve (lesdes restritas, sem coalescéncia de lesdes);

- classe 2:, infeccdo média (lesdes coalescentes na folha, sem atingir o
caule);

- classe 3: infeccdo severa (lesbes coalescentes na folha, atingindo o

caule da planta);
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- classe 4: infecg@o muito severa (progressédo da doenca até o ponteiro
da muda).

A severidade foi analisada com base em escala de notas e os dados
foram transformados para indice de Doenca, como proposto por McKinney

(1923), onde:

ID= Y(grau da escala x freqiiéncia)x100/(n" total de unidades x grau

méaximo da escala)

3.10 Analise Estatistica

Os valores médios foram analisados usando o programa estatistico
SPSS for Windows 16.0. Os valores expressos em porcentagem, cOmo
incidéncia e enraizamento foram transformados para arcoseno Vx. Os
resultados expressos em valores continuos que seguiram a normalidade foram
analisados por ANOVA, seguidos de post hoc de Tukey 5%, Duncan 5% ou
Scott-Knott 5%. O ensaio de taxa de enraizamento foi analisado pela anélise

binominal 5%, avaliando os tratamentos em relacdo ao controle.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de microrganismos endofiticos cultivaveis de

amostras de Eucaliptus “urograndis”

A partir de tecidos sadios do hibrido de Eucalyptus “urograndis” foi
possivel isolar bactérias endofiticas. De ramos foi obtida a maior freqiéncia de
isolamento de bactérias endofiticas de eucalipto, com 10,6% em relacdo aos
1,19% de endofitas isoladas de folhas (Figura 1). Algumas espécies de
eucalipto parecem ser mais colonizadas por bactérias endofiticas do que
outras, como verificado por Procopio (2004), ao constatar que E. grandis e E.
pellta possuem freqiéncias de isolamento de bactérias endofiticas
significativamente maiores do que as de E. citriodora, E. urophylla, E.
camaldulensis e E. toreliana, além de diferengas também aparecem quando
avaliados materiais vegetais coletados em diferentes locais, 0 que sugere que
ocorre variacdo genética entre as espécies de Eucalyptus sp., que podem
favorecer ou dificultar a colonizagdo da planta hospedeira pelas bactérias
endofiticas. O mesmo autor também encontrou uma baixa freqiéncia de
isolamento ao testar um diferente clone de E. “urograndis” e sugere que estas

diferencas na frequéncia de isolamento entre as diferentes espécies de
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eucalipto ocorram devido a variacdo nas concentragbes de compostos

fendlicos e dleos essenciais da planta.
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FIGURA 1. Frequéncia geral de isolamento (%) de bactérias endofiticas em
folnas e ramos de Eucalyptus “urograndis”. Laboratério de
Microbiologia Fitopatoldgica (UFRGS), 2007.

Estudos mostrando a distribuicdo espacial de endofitos dentro das
plantas sdo comuns com fungos (Verma et al., 2007), sendo detectadas
colonizagéo preferencial em relacdo a hospedeiro, tecido, luminosidade, entre
outros (Unterseher et al., 2007), podendo diferir até em nivel de preferéncia de
area dentro do mesmo tecido (Rodriguez et al., 2009). O mesmo também deve
ocorrer com bactérias endofiticas.

Diferentemente do que verificado neste trabalho e por Liu et al. (2009)
com bactérias endofiticas, folhas sdo um nicho extremamente colonizado por
fungos (Arnold & Lutzoni, 2007), com taxas de colonizacdo tdo altas como
53,2% em aciculas de Picea glauca (Stefani & Berubé, 2006). A localizacao do
enddfito na planta deve estar relacionada ao papel que este deve possuir na
mesma (Pirtilla et al., 2003).

Dentre o conjunto de microrganismos endofiticos isolados de eucalipto

obteve-se 28 isolados de bactérias, que foram agrupados com base na
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similaridade morfoloégica. As bactérias endofiticas foram agrupadas em sete
grupos morfologicos (Tabela 1), sendo que o grupo morfologico 1 foi o que
obteve a maior freqiiéncia de isolamento (39,3%) (Figura 2).

TABELA 1. Bactérias endofiticas de eucalipto, separadas com base em

caracteristicas morfolégicas da colénia. Laboratorio de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2007.

Grupo Caracteristicas morfoldgicas Isolados
morfologico da colbénia
1 Colbnia branca, rugosa EUCB 1, EUCB 2,

EUCB 4, EUCB 7,
EUCB 10, EUCB 13,
EUCB 21, EUCB 24,
EUCB 25, EUCB 26,

EUCB 28

2 Colbnia amarelo claro, lisa EUCB 3, EUCB 12,
EUCB 19, EUCB 20

3 Colbnia branca, lisa EUCB 5, EUCB 6,
EUCB 11, EUCB 15,
EUCB 18

4 Colbnia amarelo escuro, lisa EUCB 8, EUCB 9

5 Colbnia translicida, com EUCB 14, EUCB 22,

crescimento disperso pela placa EUCB 23
e formagédo de vilosidades nas

bordas

6 Colonia marrom, pequena e EUCB 16, EUCB 17
rugosa

7 Colbnia rosa claro, lisa, com EUCB 27

crescimento por toda a placa.

Frequéncia de Isolamento (%)

1 2 3 4 5 6 7
Grupos morfolégicos

FIGURA 2.  Freqiéncia de isolamento de bactérias endofiticas separadas
por grupos morfolégicos. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2007.
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Os isolados bacterianos foram identificados baseados na analise da
sequéncia parcial do gene 16S rDNA (Tabela 2). Devido a dificuldade de
crescimento de alguns isolados (EUCB 16 e 17), perda de viabilidade (EUCB 9
e 19) e falta de complementaridade de sequéncias (EUCB 12 e 18), alguns
isolados n&o foram identificados, entretanto, os mesmos sdo de menor
importancia visto que n&o foram selecionados para 0s ensaios in vitro e in vivo.

A espécie bacteriana mais freqlentemente obtida da microbiota
endofitica da parte aérea de eucalipto, pelo método de isolamento utilizado, foi
Bacillus subtilis (47,6%), seguido de B. pumilus (14,28%), Bacillus sp. e B.
licheniformis (9,52%) e Pseudomonas sp. (4,76%) (Tabela 2). A
preponderancia de espécies de Bacillus também foi verificada em mandioca
por Teixeira (2004), entretanto, dentro deste grupo a espécie mais comumente
isolada foi Bacillus cereus. Espécies de Pseudomonas e Bacillus tém sido
comumente encontradas como enddfitas de diversas plantas (Chanway, 1998;
Araujo et al., 2002; Monnerat et al. 2003; Nunes, 2004).

O uso de Bacillus spp. como agentes de controle biologico possui
vantagens em relacdo a outros géneros de bactérias, como Pseudomonas
spp., pois podem ser formulados mais facilmente pelo crescimento rapido em
meio liquido, auséncia de patogenicidade a maioria das espécies (Shoda,
2000), capacidade de formar enddsporos tolerantes ao calor e a dessecagéo,
além de serem produtores de uma ampla gama de metabdlitos bioativos
(Emmert & Handelsman, 1999; Handelsman et al., 1990).

Espécies de Bacillus tém sido amplamente estudadas e utilizadas em

programas de controle biol6gico em todo mundo (Melo, 1998; Paz, 2005),
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havendo produtos comerciais registrados a base desse microrganismo (Luz,
1996; Kloepper, 1997; Melo, 1998).

A falta de relacdo entre os grupos morfoldgicos e a identificagdo dos
isolados (Tabelas 1 e 2) denota a fragilidade do uso de caracteres morfologicos
para agrupamento de bactérias, devido a variabilidade genética das mesmas,
como também verificado na Figura 3, onde nem sempre isolados da mesma

espécies se agruparam.

TABELA 2. Identificagdo e frequéncia de isolamento dos isolados
bacterianos endofiticos oriundos de Eucalyptus “urograndis”.
Laboratério de Genética de Microrganismos (ESALQ/USP),

2009.
Género/Espécie Familia Isolado Porcentual
de
isolamento
(%)
Pseudomonas sp. Pseudomonadaceae EUCB 3 4,76
Bacillus sp. Bacillaceae EUCB 13, 9,52
EUCB 28
Bacillus pumilis Bacillaceae EUCB 1, EUCB 14,28
24, [EUCB 27
Bacillus subtilis Bacillaceae EUCB 2, EUCB 47,6
4, EUCB 6,
EUCB, 7, EUCB
8, EUCB 10,
EUCB 15,
EUCB 21,
EUCB 25,
EUCB 26
Bacillus licheniformis Bacillaceae EUCB 5, EUCB 9,52
14

Nos isolamentos da microbiota endofitica de eucalipto foi detectada uma
baixa diversidade de espécies (Figura 3), mas este resultado né&o
necessariamente representa a real diversidade de microrganismos endofiticos

de Eucalyptus spp., pois o0 método de isolamento (fragmentos) utilizado neste
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trabalho seleciona preferencialmente organismos de fécil e rapido crescimento,
0 que provavelmente inviabilizou o aparecimento de bactérias de crescimento
mais lento, como Methylobacterium sp., que ja foi demonstrada como endofita
de eucalipto, quando usado o método da trituracdo de tecidos (Ferreira et al.
2008). A maior diversidade de espécies bacterianas encontradas por este autor
também pode advir do fato de que o mesmo isolou enddfitos de raizes de
eucalipto, e € notério que a distribuicdo dos microrganismos em uma planta é
piramidal, com uma maior diversidade no rizoplano, seguido das raizes, caule e
folhas (Elvira-Recuenco & Van Vuurde, 2000; Kuklinski-Sobral et al., 2004;
Mendes et al., 2007).

Na figura 3, € possivel verificar que existe um agrupamento dos isolados
endofiticos, em relacdo as sequéncias de espécies-referéncias, as quais
formaram outro agrupamento. Nenhum dos isolados de B. subtilis endofiticos
de eucalipto se agrupou com a linhagem referéncia de B. subtilis (AB509381)
isolado de alimentos fermentados, mas todos ficaram dentro do grande ramo
com a estirpe endofitica de trigo B. subtilis E1R-j (Liu et al., 2009), o que
reforca que as diferencas de nicho sdo um reflexo da constituicdo genética,
provavelmente devido a adaptacdes necessérias para a sobrevivéncia no
ambiente endofitico.

A existéncia de diferengas entre isolados de diferentes habitats, em uma
sequéncia conservada como o 16S rDNA, denota que devem existir diferengas
maiores em regibes menos conservadas no genoma, o que permite a obtencao
de marcadores moleculares para diferenciagéo de isolados, e provavelmente,
ao fazer uso de genes como os relacionados aos mecanismos de biocontrole,

estes marcadores deverdo fazer parte dos métodos rotineiros nas buscas de
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agentes promissores de controle biologico (Zhou, 2003; Berg & Hallmann,

2006).
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Bacillus subtilis EUCB 15
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Bacillus subtilis E1R+j (EF502021) )
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Bacillus pumilus EUCB 1

Bacillus pumilus (EU744617)

2 Bacillus pumilus EUCB 27

Bacillus subtilis EUCB 7
Bacillus subtilis EUCB 8

7 Bacillus pumilus EUCB 24

Bacillus licheniformis EUCB 14
Pseudomonas sp. EUCB 3

Bacillus megaterium (GQ152133)
Bacillus licheniformis (GQ169102)
Bacillus subtilis (AB509381)
Xanthomonas axonopodis (NR026317)
Pseudomonas fluorescens (GQ150479)
Pseudomonas sp. (EU681008)
Pseudomonas cichorii (NR026532)

FIGURA 3. Arvore filogenética baseada na homologia da sequéncia parcial do
rDNA 16S. Numeros em parénteses representam o nimero de acesso
de cada espécie referéncia no GenBank. O numero em cada ramo
indica os valores de bootstrap (1000 replicatas). Laboratério de
Genética de Microrganismos (ESALQ/USP), 2009.

Os isolados de Bacillus sp. EUCB 13 e EUCB 28, provavelmente

pertencem a B. subtilis devido ao agrupamento mais proximos com isolados
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identificados deste grupo, de acordo com o resultado do alinhamento. Os
isolados de B. licheniformes EUCB 5 e 14 divergiram o suficiente para nao se
agruparem entre si e nem com a espécie referéncia (GQ169102) (Figura 3).
Segundo Di Cello et al. (1997) é comum observar uma alta variabilidade
genética em microrganismos que possuem capacidade de colonizar diferentes
habitats, o que pode explicar a diversidade dentro das diferentes linhagens de
B. subtilis obtidos neste trabalho.

A alta frequéncia de isolados endofiticos de eucalipto da familia
Bacillaceae, também foi obtida por Ferreira (2008), com maior frequéncia de
isolamento total obtida com isolados desta familia, quando realizado o
isolamento de bactérias endofiticas de raiz de eucalipto. O que mostra que este
grupo é adaptado ao ambiente endofitico, e que coloniza sistemicamente a
planta hospedeira. Entretanto, parece haver um estabelecimento preferencial
de diferentes espécies de Bacillus a diferentes locais na planta, visto que B.
subtilis e B. licheniformes isolados de caule e ramos de eucalipto ndo foram
encontrados por Ferreira (2008) como enddfito do sistema radicular. J& B.
pumilus foi isolado de parte aérea nesse trabalho e detectado na microbiota
endofitica de raizes por Ferreira (2008). Interessante notar que este autor ao
avaliar a diversidade do rizoplano de eucalipto ndo encontra B. pumilus, e
sugere que esta espécie possa ser transmitida verticalmente. Mas, quando
Ferreira et al. (2008) avaliaram a diversidade de bactérias endofiticas de
sementes de diferentes espécies de Eucalyptus ndo foi encontrado B. pumilis,
portanto, com este resultado e a presenca de B. pumilus na parte aérea de
Eucalyptus “urograndis” concluimos que esta bactéria deve usar estbmatos e

hidatédios como porta de entrada para o ambiente endofitico.
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4.2 I1solamento de microrganismos fitopatogénicos de mudas de E.
urograndis clone 4622

A partir de isolamentos em plantas com sintomas de doengas em
viveiros florestais, obteve-se Xanthomonas sp., agente causal da bacteriose
foliar, Cylindrocladium gracile, agente causal de canela preta e manchas
foliares e Botrytis cinerea, agente causal do mofo cinzento.

Os requisitos do postulado de Kock foram preenchidos para todos os
microrganismos acima citados, o que demonstrou serem eles mesmos 0s
agentes causais dos sintomas.

Os fungos fitopatogénicos foram identificados com base em caracteres
morfolégicos (Ferreira, 1989; Aparecido et al., 2008).

Para a bactéria Xanthomonas sp. foi realizado o teste de
hipersensibilidade em fumo, sendo que a inoculagdo do mesmo levou a
necrose dos tecidos da area infiltrada em 24h, o que demonstrou a sua
patogenicidade. A avaliacdo da producé&o de xantomonadina foi realizada, e o
isolado produziu pigmento com perfil espectrofotométrico caracteristico de

Xanthomonas sp (Lelliot & Stead, 1987).

4.3 Avaliacdo do antagonismo direto entre bactérias endofiticas
isoladas de eucalipto e microrganismos fitopatogénicos do
eucalipto

Os ensaios in vitro visaram selecionar isolados de bactérias endofiticas

com potencial antagonista para posterior avaliagdo no controle de doencgas

quando aplicadas em plantas de eucalipto.
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4.3.1 Avaliagcdo do potencial inibitorio de bactérias endofiticas

sobre o crescimento de Xanthomonas sp.

Existem poucos trabalhos utilizando bactérias endofiticas no controle de
Xanthomonas sp. (Wuff et al., 2002; Carrer Filho et al., 2008), e este trabalho é
inédito na busca de agentes de controle biol6gico de Xanthomonas sp.,
patogénica a eucalipto.

Dentre os 28 isolados de bactérias endofiticas de eucalipto avaliadas, 11
(42,8%) foram capazes de formar halo de inibicdo de crescimento de
Xanthomonas sp. in vitro (Figura 4), e portanto, estas foram retestadas para

confirmacéo de seu potencial antagonico (Figura 6).
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FIGURA 4. indice de antibiose de Xanthomonas sp. quando desafiadas
com bactérias endofiticas. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2007.
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A producdo de metabdlitos difusiveis inibitérios a bactérias
fitopatogénicas in vitro, € um importante indicador da atividade in vivo do
antagonista. Diversos trabalhos associam a capacidade de inibicdo de
bactérias in vitro a capacidade de biocontrole in vivo. Os isolados que
produziram os maiores halos de inibicdo da bactéria fitopatogénica foram
Bacillus pumilis EUCB 1, bactéria ndo identificada EUCB 23 e Bacillus sp.

EUCB 28 (Figura 5 e 6).
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FIGURA 5. Inibicdo de Xanthomonas sp., por isolado de bactéria
endofitica de eucalipto. A. Controle, B. Bacillus sp. EUCB 28.
Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2007.

Cunha et al. (2006) ao testarem a atividade inibitéria de bactérias
rizosféricas e antibidticos sobre algumas bactérias patogénicas a eucalipto
(Pseudomonas cichorii e Rhizobium sp.) obteve bons resultado com estirpes
de B. subtilis, sendo que um isolado inibiu mais as bactérias fitopatogénicas
gue os antibidticos avaliados.

Carrer Filho et al. (2008), ndo obtiveram halos de inibicdo quando
avaliaram a acdo do actinomiceto rizosférico Nocardioides thermolilacinus
sobre X. vesicatoria e Pseudomonas syringae, entretanto, quando avaliado a
microbiota endofitica de batata, 29% dos isolados foram antagdnicos ao isolado
de Xanthomonas campestris testado (Sessitsch et al., 2004), niamero inferior ao
obtido na microbiota endofitica de eucalipto (42,8%), o que sugere haver uma
selecdo de microrganismos endofiticos a ser mantidos no interior da planta, em

relacdo a pressao de patdgenos.
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indice de antibiose de Xanthomonas sp. quando desafiadas com
bactérias endofiticas, expressas pelo indice de antibiose. Barras
seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%. Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica
(UFRGS), 2007.

Avaliacdo da inibicdo do crescimento de fungos
fitopatogénicos quando desafiados com  bactérias

endofiticas isoladas de eucalipto

Em relacdo ao controle dos fungos fitopatogénicos testados, Botrytis

cinerea e Cylindrocladium gracile, varios isolados bacterianos foram capazes

de reduzir drasticamente o crescimento micelial dos patdgenos avaliados,

sendo 13 isolados (61,9%) antagonistas a B. cinerea e 15 (71,4%) a C. gracile

(Figuras 7, 8 e 9). Estes indices de isolamento de antagonistas sdo bastante

superiores ao

obtido por Procépio (2004), ao também isolar e testar bactérias

endofiticas de eucalipto contra Cylindrocladium scoparium e B. cinerea, com

obtencé&o de 13,6% de isolados efetivos na inibicdo desses patdgenos.



55

FIGURA 7. Inibic&o in vitro de Botrytis cinerea e Cylindrocladium gracile por
isolados de bactérias endofiticas de eucalipto. Controles
(esquerda), Bactérias endofiticas (direita). Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2007.

De uma forma geral, os isolados bacterianos mais inibitérios ao
crescimento dos fungos testados foram B. subtilis EUCB 2, B. subtilis EUCB4,
B. subtilis EUCB 7, B. subtilis EUCB 10, Bacillus sp. EUCB 13, B. subtilis EUCB
15, bactéria néo identificada EUCB 18, B. subtilis EUCB 21, B. subtilis EUCB
25, B. subtilis EUCB 26 e Bacillus sp. EUCB 28, com uma taxa de inibicdo de

66,6% no crescimento de B. cinerea e C. gracile, em relagdo ao controle

(Figura 8 e 9).
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FIGURA 8. Porcentual de inibicdo do crescimento micelial médio de Botrytis
cinerea quando desafiadas com bactérias endofiticas. Barras
seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%. Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica
(UFRGS), 2007.

B. subtilis ja foi descrito como agente promissor de biocontrole de
Cylindrocladium sp., reduzindo o crescimento do patégeno em até 78% in vitro,
como registrado por Gomes et al. (2001).

A atividade antagonistica in vitro de bactérias sobre B. cinerea isolado
de videira e de morangos ja foi descrito (Trotel-Aziz et al., 2008; Essgaier et al.,
2009). A frequéncia de isolados de bactérias endofiticas de eucalipto
antagonistas a B. cinerea obtida neste trabalho (46,42%) foi maior do que o
dobro de bactérias isoladas de ambientes halofilicos (20,2%) (Essgaier et al.,
2009). O mesmo também foi verificado quando comparado com bactérias

‘endofiticas de soja, onde Senthilkumar et al. (2009) obtiveram somente 6,56%

de antagonistas a fungos fitopatogénicos.
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FIGURA 9. Porcentual de inibicdo de Cylindrocladium gracile quando
desafiado com bactérias endofiticas. Barras seguidas de
mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott
5%. Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS),
2007.

Bactérias possuem diferentes mecanismos que podem resultar na
inibicdo de fungos, tais como a producao de compostos inibitérios, de enzimas

relacionadas ao micoparasitismo, competicdo por espaco e nutrientes, entre

outros (Neto et al., 2002; Paz, 2005; Maki, 2006).
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4.4 Selecdo de bactérias endofiticas do eucalipto para ensaios de
promocao de enraizamento, crescimento de plantas e controle
de doencas in vivo

Baseado nos resultados dos ensaios anteriores de inibicdo de
fitopatdgenos e producéo de AlA in vitro (FIGURA 10) foi feito uma sele¢éo dos
isolados mais promissores para controle de doengas e promogdo de
crescimento de eucalipto.

Um fator importante a ser avaliado quando da inser¢cdo de um
microrganismo em um sistema é a sua interacdo com a planta hospedeira,
tanto quanto a interagdo com os fitopatdgenos.

As auxinas sdo horménios vegetais relacionados a diferenciacdo
radicular e divisdo celular, e, portanto séo fatores-chave no enraizamento de
plantas. Visto que o eucalipto clonal, objeto de estudo deste trabalho, é
propagado por estaquia, a producdo de hormoénios que estimulem o
enraizamento € de suma importancia. Portanto, a producdo da auxina acido
indol acético (AlA) foi avaliada para auxiliar na sele¢é@o de isolados de bactérias
endofiticas que possam atuar em diferentes frentes na qualidade de mudas de
eucalipto, ou seja, tanto na promogao de crescimento quanto no controle de
doencas.

Dentre o conjunto de bactérias endofiticas avaliadas, cinco isolados
produziram as maiores concentracbes de AIA em meio liquido, B. pumilis
EUCB 1, bactéria nao identificada EUCB 18, B. subtilis EUCB 25, B. subtilis

EUCB 26 e B. pumilis EUCB 27 (Figura 10).
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FIGURA 10. Produgdo de acido indol acético (pg/ml) por bactérias
endofiticas de eucalipto. Laboratério de Microbiologia
Fitopatolégica (UFRGS), 2007.

Dos 28 isolados testados, oito foram selecionados pelo acumulo de
caracteristicas de interesse deste trabalho (EUCB 1, EUCB 2, EUCB 10, EUCB
13, EUCB 21, EUCB 25, EUCB 26 e EUCB 28) e um isolado foi selecionado
para servir como controle positivo por demonstrar neutralidade nas interagoes
avaliadas (EUCB 3) para avaliaces da atividades dessas bactérias endofiticas

in vivo, como visualizados na Tabela 3.

TABELA 3. Quadro comparativo da atividade inibitéria sobre fitopatdgenos
e da producdo de AIA dos diferentes isolados de bactérias
endofiticas do eucalipto. Laboratério de Microbiologia
Fitopatolégica (UFRGS), 2007.

Isolado Xanthomonas  Botrytis  Cylindrocladium AIA  Pontuacao
final
B. pumilis EUCB 1 2 1 2 2 7
B. subtilis EUCB 2 1 2 2 1 6
Pseudomonas sp. EUCB 3 0 1 0 1 2
B. subtilis EUCB 4 0 2 1 1 4
B. licheniformis EUCB 5 0 2 1 3
B. subtilis EUCB 6 1 1
B. subtilis EUCB 7 0 2 2 1 5
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Continuacdo. TABELA 3. Quadro comparativo da atividade inibitoria sobre fitopatégenos e da
producédo de AIA dos diferentes isolados de bactérias endofiticas do eucalipto. Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2007.

B. subtilis EUCB 8* - 1 -

EUCB 9* 0 - -
B. subtilis EUCB 10

2
EUCB 11* - 2
EUCB 12* 1

2

Bacillus sp. EUCB 13

B. subtilis EUCB 15
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B. licheniformis EUCB 14 0 -
0

EUCB 16* - - -

EUCB 17* - - -
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EUCB 19*

EUCB 20*

B. subtilis EUCB 21
EUCB 22*
EUCB 23*
B. pumilis EUCB 24
B. subtilis EUCB 25
B. subtilis EUCB 26

B. pumilis EUCB 27
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Bacillus sp. EUCB 28

*Bactérias ndo identificadas.
* A pontuacdo seguiu o seguinte critério, foi dada a pontuacdo O para isolados nado
produtores/inibidores, 1 para isolados que produziram/inibiram, mas sem diferenca significativa

do controle e, 2 para aqueles que produziram/inibiram com diferenca significativa do controle.

Entre os isolados bacterianos provenientes do isolamento a partir de
tecidos de eucalipto, 60% apresentavam algum grau de antagonismo a algum
dos patdgenos testados. De acordo com Berg & Hallmann (2006), a
porcentagem de organismos antagonistas isolados depende da espécie da

planta hospedeira, infestacdo de patégenos, habitat e fase fenoldgica da
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planta, podendo essa frequéncia de isolamento de antagonistas variar de 0%

(Sessitsch et al., 2004) a altas porcentagens, como a obtida neste trabalho.

4.6 Ensaios in vivo para avaliacdo da acdo das bactérias endofiticas
sobre a propagacéo, promocéo de crescimento e biocontrole de

alguns fitopatégenos de importancia em viveiros florestais

4.6.1 Taxa de enraizamento e promogé&o de crescimento de plantas
de Eucalyptus "urograndis” por bactérias endofiticas

Dentre os isolados testados, B. subtilis EUCB 10 foi o Unico isolado que
aumentou significativamente a taxa de enraizamento (96,2%). B. subtilis EUCB
21 com 93% e B. pumilis EUCB 1 com 92,9% de enraizamento mostraram uma
tendéncia na melhoria da taxa de enraizamento, em relagéo ao controle que
obteve 89,4% de plantas enraizadas (Figura 11).

Os isolados B. subtilis EUCB 2, B. subtilis EUCB 25, B. subtilis EUCB 26
e Bacillus sp. EUCB 28 atuaram negativamente sobre o enraizamento, Vvisto
que plantas tratadas com estes isolados obtiveram taxas menores que a do
tratamento controle, sendo respectivamente, 81,2, 77, 79,8 e 75,7% (Figura

11).
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FIGURA 11. Porcentual de enraizamento de plantas de eucalipto tratadas
com bactérias endofiticas de eucalipto, apés 30 dias de
inoculacdo. Barras seguidas de numeros iguais de astericos
nao diferiram do controle, pelo teste binominal 5%. Tecnoplanta
Florestal, 2008.

Quando avaliado o crescimento médio das plantas, verificou-se que
plantas tratadas com o isolado Bacillus sp. EUCB 13 apresentavam o maior
comprimento de parte aérea, entretanto, o maior efeito das bactérias ocorreu
no sistema radicular, com um acréscimo de 24,8% no comprimento da raiz
principal de plantas tratadas com Bacillus sp. EUCB 13 e B. subtilis EUCB 21,
diferindo significativamente do controle (p<0,05), (Figura 12). A promogéo de
crescimento de plantas inoculadas com bactérias do género Bacillus ja foi
descrita por diversos autores (Wang et al., 2009; Dias et al., 2009).

A maior acdo das bactérias endofiticas no sistema radicular,
provavelmente esta relacionada a producao de auxinas pelos isolados. Shi et
al. (2009) encontraram uma relagéo positiva entre producéo de AlA e tamanho
e peso fresco de raizes, com concentracdes 6timas para crescimento radicular
de beterraba agucareira entre 31,23 e 39,12 pg/mL de AlA, em cultura.

Assim, como no ensaio de enraizamento, o0s isolados B. subtilis EUCB

25, B. subtilis EUCB 26 e Bacillus sp. EUCB 28 reduzirem o tamanho médio de
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plantas, mostrando que ocorreu uma interagcao negativa entre esses isolados e
a planta (Figura 12). Este comportamento também foi verificado por Dias et al.
(2009) quando avaliou a promogéao de crescimento de morangueiros tratados
com bactérias endofiticas e por Procopio (2004) ao avaliar este efeito sobre

mudas de eucalipto.

bcd

Comprimento médio (cm)

B Comprimento parte aérea

OComprimento radicular

FIGURA 12. Tamanho médio de sistema radicular e parte aérea de plantas
tratadas com bactérias endofiticas de eucalipto, apos 30 dias de
inoculacdo. Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram
entre si pelo teste de Tukey 5%. Tecnoplanta Florestal, 2008.

Assim como esperado, as plantas tratadas com Bacillus sp. EUCB13 e
B. subtilis EUCB 21 que apresentaram maior tamanho médio, também tiveram

peso seco maior, principalmente no peso radicular (Tabela 4).
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TABELA 4. Peso seco (g) de plantas de eucalipto tratadas com bactérias
endofiticas ap6s 30 e 80 dias apds a inoculacdo. Laboratério de
Microbiologia Fitopatol6gica (UFRGS), 2008.

Isolado Peso seco (g)*
Parte aérea Sistema radicular
30 dias 80 dias 30 dias 80 dias
Controle 3,290b 7,359a 0,594b 2,901a
B. pumilis EUCB 1 3,595b 5,184b 0,732a 2,199b
B. subtilis EUCB 2 3,417b 5,244b 0,548b 2,136b
Pseudomonas sp. EUCB 3 2,825c¢ 2,505c¢ 0,584a 1,38c
B. subtilis EUCB 10 3,296b 7,702a 0,731a 3,03a
Bacillus sp. EUCB 13 4,130c 6,129a 0,806a 2,76a
B. subtilis EUCB 21 3,415b 5,808b 0,714a 2,925a
B. subtilis EUCB 25 3,432b 7,26a 0,873a 2,55a
B. subtilis EUCB 26 2,593c 1,965c¢ 0,436b 0,63c
Bacillus sp. EUCB 28 2,685c¢ 3,915b 0,542b 1,611c

*Valores dentro da mesma coluna, seguidas por letras iguais ndo diferiram entre si, pelo teste
de Scott-Knott 5%.

Plantas tratadas com B. subtilis EUCB 10 tinham significativamente mais
folhas por planta, em relacdo ao controle (Figura 13). O nimero de folhas por
planta € uma caracteristica indicativa da qualidade de mudas de eucalipto,

pois, mudas com mais folhas geralmente sofrem menos o impacto do plantio no

campo.

N° médio de folhas/planta
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FIGURA 13. Numero médio de folhas por plantas tratadas com bactérias
endofiticas de eucalipto, ap6s 80 dias de inoculacdo. Barras
seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%.Tecnoplanta Florestal, 2008.
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Apo6s 80 dias do estaqueamento em casa de vegetacdo, nenhum dos
isolados bacterianos testados atuou de forma positiva e significativa no
tamanho médio das mudas, mesmo B. subtilis EUCB 10 tendo produzido
plantas maiores (Figura 14) e com os maiores valores de peso seco de sistema

radicular e parte aérea (Tabela 4).

Comprimento médio de
planta (cm)

C 1 2 3 10 13 21 25 26 28
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FIGURA 14. Tamanho médio de parte aérea de plantas tratadas com
bactérias endofiticas de eucalipto, ap6s 80 dias de inoculagao.
Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo
teste de Scott-Knott 5%. Tecnoplanta Florestal, 2008.

A promocdao de crescimento de plantas por bactérias endofiticas pode
ser mediada por diferentes mecanismos como a producéo de fitohormdénios,
sideréforos, fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, ou via
atividade enzimatica, como a supresséo do etileno pela ACC desaminase (Berg
& Hallmann, 2006).

As plantas de eucalipto parecem responder ao AIA produzido pelas
bactérias, e a concentragdo deste parece ser um fator critico principalmente no
enraizamento. Uma concentracdo reduzida, assim como uma excessiva

producdo de AlA pelas bactérias podem atuar negativamente na diferenciacédo

radicular, pela baixa concentracdo do horménio indutor, ou pela conversao do
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excesso de AIA em etileno pela enzima ACC desaminase, levando a parada no
crescimento da planta, o que parece ter ocorrido com o tratamento B. subtilis
EUCB 26, que produziu a maior concentracdo de AIA em meio de cultura
(Figura 14) e as plantas inoculadas com esse isolado apresentaram 0 menor
peso seco de raiz (Tabela 4). Uma correlagdo negativa entre producdo de AIA
por bactérias endofiticas de Solanum nigrum e crescimento de raizes foi
verificada por Long et al. (2008).

Baseado nos resultados deste trabalho com a bactéria endofitica B.
subtilis EUCB 10 que apresentou a maior taxa de enraizamento € 0 maior peso
seco de sistema radicular, a concentragdo O6tima de AIA produzida por
bactérias endofiticas para inducdo de raizes de eucalipto provavelmente gira
em torno de 25ug/ml (Figura 15), valor acima da concentracdo Otima para

inducédo de raizes em S. nigrum (Long et al., 2008).
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FIGURA 15. Produgdo de acido indol acético (pg/ml) por bactérias
endofiticas de eucalipto. Barras seguidas de mesma letra nao
diferiram entre si pelo teste de Duncan 5%. Laboratério de
Microbiologia Fitopatoldgica (UFRGS), 2008.
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Assim como a producdo de hormoénios vegetais, existem outros
mecanismos associados a promogdo de crescimento vegetal, como a
solubilizag&o de fosfato indisponivel e a fixag&o biolégica de nitrogénio (Long et
al., 2008). Entre os endofitos testados, isolados como B. subtilis EUCB 10,
EUCB 25, EUCB 26 e Bacillus sp. EUCB 28 mostraram a capacidade de agir
dessas duas formas (Tabela 5). Entretanto, ndo foi possivel relacionar esses
mecanismos ao acréscimo no tamanho médio e peso seco das plantas
inoculadas, exceto para o isolado B. subtilis EUCB 10. J& Procopio (2004) ao
testar diferentes isolados de bactérias endofiticas de eucalipto ndo encontrou
nenhum que tivesse alguma dessas atividades.

Nao foi verificada uma relacdo entre a fixagdo biolégica de nitrogénio e a
biomassa da parte aérea das plantas tratadas como esperado, visto que uma
maior disponibilidade de nitrogénio resulta numa maior alocagéo de carbono na
parte aérea, principalmente para as folhas, com consequente aumento de

biomassa (Fichtner et al., 1995).

TABELA 5. Avaliagdo qualitativa da capacidade de solubilizagéo de fosfatos
e da fixagdo biolégica de nitrogénio por bactérias endofiticas de
eucalipto. Laborat6rio de Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS),

20009.
Tratamento Solubilizagdo de fosfato  Fixac&o bioldgica
de nitrogénio
Controle - -
B. pumilis EUCB 1 + -
B. subtilis EUCB 2 - +
Pseudomonas sp. EUCB 3 - +
B. subtilis EUCB 10 + +
Bacillus sp. EUCB 13 - -
B. subtilis EUCB 21 - +
B. subtilis EUCB 25 + +
B. subtilis EUCB 26 + +
Bacillus sp. EUCB 28 + +

- = auséncia da producéo; + = formacao de halo de degradacgédo/crescimento
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A variabilidade de atividades apresentadas entre os isolados bacterianos
testados permite deduzir que nem todos os microrganismos vivendo no habitat
endofitico sdo simbiontes que necessariamente produzirdo compostos
bioativos para a protegéo e crescimento da planta hospedeira, mesmo sendo
todos obtidos do mesmo gendtipo de E. “urograndis”. Diferengas na
especificidade entre rizobactérias isoladas de Pinus taeda, inoculadas em
diferentes espécies de Pinus mostraram haver uma especificidade em nivel de
espécie de planta hospedeira, visto que o tratamento de sementes de P.
oocarpa, P. eliotii e P. caribaea var. hondurendis com as estirpes de
rizobactérias obtidas de P. taeda ndo obtiveram incremento significativo no
crescimento dessas mudas, diferente dos resultados significativamente
positivos obtidos quando da aplicacdo de alguns isolados em sementes de P.

taeda (Brunetta et al., 2007).

4.7 Avaliacdo da acdo antagonistica de bactérias endofiticas sobre
as doencas causadas por Xanthomonas sp., Cyllindrocladium

gracile e Botrytis cinerea, em ensaios em casa de vegetagao

4.7.1. Avaliacdo da acdo de bactérias endofiticas do eucalipto sobre

a bacteriose foliar do eucalipto
A acdo das bactérias endofiticas sobre as plantas inoculadas com
Xanthomonas sp. foi avaliada pela incidéncia e severidade da doenca, e ainda,

pelo tamanho da muda e desfolha causada pelo patdégeno.



69

A incidéncia e a severidade da bacteriose foliar nao foram modificadas

significativamente pela inoculacdo de bactérias endofiticas (Figuras 16 e 17).
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FIGURA 16. Incidéncia de bacteriose foliar (%) em plantas tratadas com bactérias
endofiticas, ap6s 15 dias de inoculacdo de Xanthomonas sp. Teste
de Scott-Knott p>0,05. Linha no Box indica o valor da mediana. Linha
superior do Box representa o quartil superior (75%). A linha inferior do
Box representa o quartil inferior (25%). As linhas externas ao Box
representam os percentis superior (95%) e inferior (25%). Os pontos
representam os valores extremos da distribuicdo. Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

Mas, em relacdo a severidade pode ser visualizada a protecdo de
plantas quando pré-inoculadas com os isolados B. pumilis EUCB 1, B. subtilis

EUCB 10, B. subtilis EUCB 21 e Bacillus sp. EUCB 28 (Figura 17).
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FIGURA 17. Severidade da bacteriose foliar (%) em plantas tratadas com
bactérias endofiticas, ap6s 15 dias de inoculacdo de
Xanthomonas sp. Barras seguidas de mesma letra, néo
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott 5%. Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

B. pumilus EUCB 1 juntamente com Bacillus sp. EUCB 28 foram os
isolados que obtiveram as menores severidades da bacteriose foliar do
eucalipto, seguido por B. subtilis EUCB 10 e 21 (Figura 17). Reducdo de
severidade de doencas causadas por bactérias fitopatogénica ja foi relatada
com isolados endofiticos de B. pumilus de tomateiro e pimentdo, no controle da
pinta bacteriana do tomate, causado por Pseudomonas syringae pv. tomato,
onde dos 53 isolados de bactérias endofiticas testados, mais de 50% dos
isolados eficazes na reducdo da doenca foram identificados como B. pumilus
(Silva et al., 2008).

O controle de doencgas de plantas causadas por bactérias é problematico
nos mais diversos patossistemas, portanto, a redugdo da severidade do ataque
de Xanthomonas sp. em plantas inoculadas com bactérias endofiticas, é de
grande importancia, pois surge como uma alternativa ao produtor, levando a
diminuicdo das perdas.

A reducdo de doencas de plantas causadas por bactérias do género

Xanthomonas sp. por bactérias endofiticas j& foi descrito, como na reducéo da
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podriddo negra das cruciferas, por um isolado endofitico de Bacillus subtilis
(Wulff et al., 2002), e também por bactérias rizosféricas no controle de X.
vesicatoria (Ji et al., 2006) e bactérias do género Pseudomonas sp., no controle
de Xanthomonas citri (Khodakaramian et al., 2008), mostrando que o0 uso de
bactérias, agentes de controle bioldgico pode ser uma alternativa no manejo de
doencas de plantas incitadas por bactérias.

O numero médio de folhas apresentando sintomas de bacteriose foliar
foi reduzido significativamente quando as plantas foram tratadas com EUCB 1,

seguido de EUCB 21 e EUCB 10 (Figura 18).
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FIGURA 18. Numero médio de folhas com sintomas de bacteriose foliar em
plantas tratadas com bactérias endofiticas, apos 15 dias de
inoculagcdo de Xanthomonas sp. Barras seguidas de mesma
letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey 5%. Laborat6rio
de Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

4.7.2 Avaliagdo da acgdo inibitéria de bactérias endofiticas sobre o
fungo Botrytis cinerea em ensaios de casa de vegetagdo
A incidéncia de mofo cinzento foi reduzida significativamente em plantas
tratadas com os isolados de B. subtilis EUCB 10 e EUCB 25, em mais de 50%

em relacdo ao controle (FIGURA 19). A severidade, avaliada pelo indice de
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doenca de Mckinney, também foi reduzida significativamente nas plantas

tratadas com a bactéria endofitica B. subtilis EUCB 10 (FIGURA 20).
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FIGURA 19. Incidéncia de manchas de Botrytis cinerea (%) em plantas
tratadas com bactérias endofiticas, apos 21 dias de inoculacéo.
Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo
teste de Scott-Knott 5%. Linha no Box indica o valor da
mediana. Linha superior do Box representa o quartil superior
(75%). A linha inferior do Box representa o quartil inferior (25%).
As linhas externas ao Box representam o0s percentis superior
(95%) e inferior (25%). Os pontos representam os valores
extremos da distribuicdo. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2008.

A efetividade de isolados de B. subtilis no controle de B. cinerea j& foi
descrita no patossistema tomate-B. cinerea, com reducgédo de cerca de 50% na

severidade da doenca (Wang et al. 2009), e sobre folhas de videira por agentes

de controle biologico bacterianos (Trotel-Aziz et al., 2008).
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FIGURA 20. Severidade de mofo cinzento (%) em plantas tratadas com
bactérias endofiticas, apos 21 dias de inoculagdo de Botrytis
cinerea. Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si
pelo teste de Tukey 5%. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2008.

Leifert et al. (1995) atribui a inibicdo de B. cinerea a producdo de
antibioticos peptidicos por B. subtilis, visto que mutantes para esses compostos
perdiam essa atividade.

Assim como nos resultados obtidos com o ndmero de folhas (Figura 21),

nado foi verificado um efeito positivo no tamanho de plantas inoculadas com

bactérias endofiticas (Figura 22).
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FIGURA 21. Numero médio de folhas por plantas tratadas com bactérias
endofiticas, apdés 21 dias de inoculagdo de Botrytis cinerea.
Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo
teste de Scott-Knott 5%. Laboratério de Microbiologia
Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

A interagdo Botrytis cinerea x B. subtilis EUCB 26 em plantas de
eucalipto foi significativamente negativa, visto que neste tratamento houve
reducgédo tanto da formagéo de folhas quanto do tamanho da planta (Figuras 21
e 22). Interagdes variaveis entre bactérias endofiticas e plantas hospedeiras ja
foram registradas, como referido por Benchimol et al. (2000) que obtiveram
alguns resultados positivos e outros negativos ao testarem oito isolados de
bactérias endofiticas obtidas de plantulas de pimenteira-do-reino, em relagéo

ao controle de Fusarium solani f.sp. piperis e a promogdo de crescimento

vegetal.
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FIGURA 22. Comprimento médio de parte aérea (cm) de plantas de
Eucalyptus “urograndis” tratadas com bactérias endofiticas e
desafiadas com Botrytis cinerea. Barras seguidas de mesma
letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott 5%.
Laboratério de Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

4.7.3 Avaliacdo da acéo inibitéria de bactérias endofiticas sobre o
fungo Cylindrocladium gracile

A ocorréncia de plantas mostrando sintomas, como escurecimento do

caule e manchas foliares tipicas de C. gracile foi reduzido significativamente

em plantas pré-inoculadas com a bactéria endofitica B. subtilis EUCB 10.

Entretanto, mesmo ndo havendo diferenca significativa em relagéo ao controle,

plantas tratadas com os isolados de Bacillus sp. EUCB 13 e EUCB 28

mostraram-se menos suscetiveis a doenca (Figura 23).
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FIGURA 23. Incidéncia de mancha de Cylindrocladium gracile (%) em plantas
tratadas com bactérias endofiticas, apés 15 dias de inoculacao.
Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%. Linha no Box indica o valor da mediana. Linha
superior do Box representa o quartil superior (75%). A linha inferior do
Box representa o quartil inferior (25%). As linhas externas ao Box
representam os percentis superior (95%) e inferior (25%). Os pontos
representam os valores extremos da distribuicdo. Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

A severidade da mancha de C. gracile foi reduzida em plantas tratadas
com B. subtilis EUCB 10, Bacillus sp. EUCB 13 e Bacillus sp.EUCB 28 (Figura
24). Plantas inoculadas com B. subtilis EUCB 26 tiveram uma maior severidade
deste patdégeno. O aumento da severidade da doenca em plantas tratadas com

bactérias endofiticas j& foi registrado em outros patossistemas (Benchimol et

al., 2000).
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FIGURA 24. Severidade de sintomas de Cylindrocladium gracile (%) em
plantas tratadas com bactérias endofiticas. Barras seguidas de
mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott
5%. Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS),
2008.

O ataque de um patdégeno geralmente vai culminar com a menor
producdo de biomassa foliar, o que leva a reducdo da fotossintese, e
consequentemente, o enfraguecimento da planta.

A reducdo na incidéncia e severidade de C. gracile em plantas tratadas
com B. subtilis EUCB 10 se relaciona aos resultados de namero de folhas, visto
gue as plantas tratadas com esse isolado s&o as que possuem mais folhas, e
as plantas tratadas com B. subtilis EUCB 26 s&o as que possuem menos folhas
(Figura 25). Este resultado mostra a variabilidade existente dentro da mesma
espécie de bactéria, pois dentro desse mesmo grupo obteve-se o melhor e o
pior resultado no controle do patégeno, denotando a importancia de que os

processos de selecdo de agentes de biocontrole e promocado de crescimento

ocorram em nivel de isolado e ndo de espécies.
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FIGURA 25. Numero médio de folhas por plantas tratadas com bactérias
endofiticas, ap6s 15 dias de inoculacdo de Cylindrocladium
gracile. Barras seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si
pelo teste de Tukey 5%. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2008.

Plantas tratadas com o isolado Pseudomonas sp. EUCB 3 apresentaram
maior niamero de folhas com sintomas de C. gracile, cabe ressaltar que este
isolado foi utilizado como controle positivo, sendo uma bactéria que nao

mostrou acao inibitéria in vitro. O isolado B. subtilis EUCB 10 foi o que

apresentou maior protecdo as plantas (Figura 26).

2 —

N° médio de folhas com
sintomas/planta

0 -

C 1 2 3 10 13 21 25 26 28

FIGURA 26. Numero médio de Ifsocihagé)s com sintomas de manchas de
Cylindrocladium em plantas tratadas com bactérias endofiticas,
15 dias apos inoculagdo. Barras seguidas de mesma letra, nao
diferiram entre si pelo teste de Tukey 5%. Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2008.
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4.8. Reisolamento de bactérias endofiticas de plantas de eucalipto
pré-inoculadas

Bactérias endofiticas foram reisoladas de todos os tratamentos
avaliados, inclusive do controle, onde inicialmente ndo foi inoculado bactérias,
sendo que estas provavelmente j4 estavam colonizando a miniestaca que deu
origem a muda, ou entdo eram bactérias que estavam no substrato e
conseguiram penetrar e colonizar a planta. Baseado nos resultados do
reisolamento pode-se verificar que existe um maior indice de colonizagcdo na
base da muda, do colo da planta até cerca de 15 cm de altura. Apds, comeca a
haver uma reducdo na populagdo de bactérias endofiticas, sendo que em
fragmentos analisados retirados da porgédo de 25 a 35 cm, praticamente n&o
haviam mais bactérias colonizando o interior da planta (Figura 27). A redugéo
da densidade de bactérias das raizes para as folhas ja foi descrita (Poon et al.,
1977; Wulf et al., 2003; Liu et al.; 2009), entretanto, ainda ndo existem
explicacBes para este fendmeno. Um deslocamento de nicho parece provavel,
pois foi comprovado que existe uma relagédo inversa entre populagdes de
bactérias e fungos endofiticos, como verificado com as altas frequéncias de
isolamento de fungos em folhas e baixa em caule e ramos, e os resultados

inversos ocorrem com as bactérias.
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FIGURA 27. Frequéncia de reisolamento de bactérias endofiticas de plantas
de Eucalyptus “urograndis”, ap6s 80 dias de inoculagao.
Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRGS), 2008.

O isolado B. subtilis EUCB 10, bactéria mais efetiva no controle de
doengcas e na promocgdo de crescimento no presente trabalho, colonizou
basicamente a regido basal da muda de eucalipto, alcangando até 15 cm da
muda, 0 que sugere que o controle bioldgico mediado por bactérias endofiticas
pode ocorrer devido a indugcdo de resisténcia na planta hospedeira, como
sugerido por Ji et al. (2006), com a reducdo da severidade de manchas
bacterianas quando a rizobactéria promotora de crescimento de plantas
Pseudomonas syringae Cit7 foi inoculada via semente e raizes de tomate. Ja
Liu et al. (2009) sugere que a colonizac@o de raizes de trigo por um isolado
endofitico de Bacillus subtilis reduziu a severidade do mal-do-pé do trigo

causado por Gaeumannomyces graminis, devido as alteracdes significativas na
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hifa do patégeno causadas pelas células bacterianas, como degeneragéo e

necrose do citoplasma do patégeno.

4.9 Avaliacdo da atividade da bactéria endofitica Bacillus subtilis
EUCB 10 em casa de vegetacdo, durante o periodo de inverno
no Rio Grande do Sul

Apos a selegdo do isolado B. subtilis EUCB 10 como 0 mais promissor
para uso no enraizamento e controle de doencas em estacas de E. urograndis
clone 4622, o mesmo foi utilizado no mesmo tipo de experimento, diferindo
apenas pelo aumento no namero de repeticdes (5 blocos com 50 repeticdes
cada) e por ter sido realizado durante o inverno.

O inverno é um periodo critico em viveiros florestais devido a reducdo do
metabolismo vegetal, que culmina com uma diminuicdo na velocidade de
enraizamento das estacas e uma maior suscetibilidade a doencas, aumentando
as perdas para o viveirista. Devido a essa problematica, foi programado esse
experimento para estudar o comportamento das plantas inoculadas com a
bactéria endofitica nesse periodo do ano.

Estacas tratadas com a bactéria B. subtilis EUCB 10, assim como no
ensaio realizado no verdo, obtiveram uma taxa de enraizamento (78,8%)
significativamente maior do que o tratamento controle (68%) (Figura 28). O
grafico mostrando a dindmica temporal do processo de enraizamento, o qual foi
avaliado pela area abaixo da curva de enraizamento, permite visualizar que até
a sétima semana apdés o plantio ambos os tratamentos mostram um

comportamento similar, ocorrendo a partir de entdo um aumento na taxa de
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plantas enraizadas no tratamento com a bactéria, em relacdo ao néo tratado

(Figura 28).
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FIGURA 28. Dinamica temporal do enraizamento (%) de estacas de
Eucalyptus “urograndis” tratado com Bacillus subtilis EUCB 10,
representadas. Linhas seguidas de mesma letra ndo diferiram
entre si pelo teste de Scott-Knot 5%. Tecnoplanta Florestal,
2008.

Além do enraizamento, diversos outros aspectos da muda podem ser
beneficiados pela inoculagdo de microrganismos, como tamanho de muda e
indices associados a severidade de doencgas.

A mortalidade de estacas, nas condicbes normais de viveiro, ocorreu
basicamente devido a B. cinerea e Rhizoctonia solani, e foi verificada uma
tendéncia de prote¢cdo de mudas de E. “urograndis” quando inoculadas com B.
subtilis EUCB 10. O enraizamento de mudas de Eucalyptus, no periodo de
inverno € lento devido a redugdo do metabolismo das plantas. A extensdo do
periodo das estacas na casa de vegetacdo para enraizamento aumenta a
probabilidade da ocorréncia de patdgenos, visto que as condi¢cdes Otimas de
enraizamento sdo também Gtimas para a ocorréncia de doengas (temperatura

amena e alta umidade), portanto, qualquer redugdo na incidéncia e/ou

severidade de doengas, mesmo que nao significativa estatisticamente, como
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registrado neste trabalho (Figura 29) € de grande importancia, visto que

viveiros florestais trabalham em nimeros da ordem de milhares de estacas/dia.
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FIGURA 29. Mortalidade absoluta de estacas de Eucalyptus “urograndis”
guando tratadas com Bacillus subtilis EUCB 10, representada
como area abaixo da curva de progresso da doenga.
Tecnoplanta Florestal, 2008.

Varios caracteres das mudas tratadas foram avaliados, e na grande

maioria deles houve um efeito positivo nas plantas inoculadas com B. subtilis

EUCB 10 (Tabela 6).

TABELA 6. Parametros relacionados a qualidade de mudas de Eucalyptus
“urograndis” quando tratado com Bacillus subtilis EUCB 10.
Tecnoplanta Florestal, 2008.

Caréater Tratamento

Controle Bacillus subtilis

EUCB 10

Altura média das plantas (cm) 29,64 a 29,94 a
Peso seco médio da parte 1,19a 1,48 b
aérea (9)
Peso seco médio do sistema 0,57 a 0,751b
radicular (g)
Diametro médio do caule (mm) 3,59a 3,86 Db

NUmero médio de folhas 9,58 a 10,68 b
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Uma melhor visualizacdo dos efeitos positivos da aplicacdo da bactéria
endofitica nas estacas pode ser obtida pelo uso do indice de Qualidade de
Mudas (IQM), proposto por Dickson (1960) (Figura 30). Este indice pondera
vérios pardmetros da planta, como altura, peso seco de parte aérea e do
sistema radicular, além do diametro do caule, para dar uma visdo geral da
qualidade da muda, considerando no célculo o vigor e o equilibrio da biomassa
da muda (Brunetta et al., 2007).

Segundo Fonseca et al. (2002) havendo semelhanga entre os ambientes
nos quais sao desenvolvidas as mudas, o indice de Dickson é um bom
indicador de qualidade. Usando este parametro, no experimento realizado
durante o inverno foi verificado uma melhoria significativa da qualidade geral
das mudas tratadas com o isolado de B. subtilis EUCB 10, em relagdo ao

controle (FIGURA 30).
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FIGURA 30. indice de Qualidade de mudas de Dickson em mudas
tratadas com a bactéria endofitica Bacillus subtilis EUCB
10. Barras seguidas de mesma letra ndo diferiram entre
si pelo teste de Tukey 5%. Tecnoplanta Florestal, 2008.
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A bacteriose foliar foi um parametro selecionado e avaliado ao final do
experimento, para demonstrar a capacidade protetora da bactéria endofitica. O
comportamento verificado foi 0 mesmo do ensaio realizado no ver&do, néo
sendo constatada diferenga significativa na incidéncia de bacteriose, e somente

havendo uma protecao significativa na severidade dos mesmos (Figura 31).
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FIGURA 31. Incidéncia e severidade (%) de bacteriose foliar em plantas
tratadas com Bacillus subtilis EUCB 10. Barras de mesma
cor, seguidas de letras diferentes ndo diferiram
significativamente pelo teste de Tukey 5%. Tecnoplanta
Florestal, 2008.
4.9 Avaliagcdo de mecanismos bioquimicos usados por bactérias

endofiticas de eucalipto relacionados a inibicdo de

fitopatdogenos

49.1 Avaliagdo da producdo de enzimas relacionadas ao
micoparasitismo e siderdforos por bactérias endofiticas de
eucalipto

Todos os isolados de bactérias endofiticas produziram enzimas

relacionadas ao controle biologico de fitopatégenos (Tabela 7).
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Nenhum isolado produziu sider6foros em cultura (Tabela 7), o que indica
que este ndo é um mecanismo de biocontrole utilizado por esses agentes, ou
entdo de que esses compostos foram produzidos em concentragdes baixas, o
que impediu a sua detecgdo. Este mesmo comportamento foi verificado com
bactérias endofiticas de eucalipto por Procopio (2004). Bactérias endofiticas de
soja, potenciais agentes de biocontrole de Rhizoctonia bataticola, também néo
sdo produtoras de sideroforos, como detectado por Senthilkumar et al. (2009).

As bactérias endofiticas avaliadas ndo sdo produtoras de sideroforos,
pois a analise foi repetida, o que pode ser uma caracteristica de espécies
florestais, pois 0 mesmo comportamento foi detectado em isolados de fungos e

bactérias endofiticas de espécies florestais (Dahm et al., 2003).

TABELA 7.  Atividade enzimatica (U) de quitinases, glucanases e proteases
e producéo de sider6foros em culturas de bactérias endofiticas
de eucalipto. Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica, 2008.

Isolado Atividade Enzimatica (U) Sideroforo

Quitinase* Glucanase* Protease*
*

B. pumilis EUCB 1 397,5a 368,3a 0,092b -
B. subtilis EUCB 2 434.6ab 540,7b 0,070ab -
Pseudomonas sp. EUCB 3 457,2b 381,6a 0,087b -
B. subtilis EUCB 10 432,0ab 368,3a 0,181c -
Bacillus sp. EUCB 13 397,52 373,6a 0,060ab -
B. subtilis EUCB 21 441,2b 396,2a 0,077ab -
B. subtilis EUCB 25 397,52 372,32 0,047a -
B. subtilis EUCB 26 441,2b 380,3a 0,111a -
Bacillus sp. EUCB 28 438,6b 384,2a 0,155¢ -

* Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a liberagdo de 1 pmol de
glicose/mL/min

** Uma unidade da atividade proteésica (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima
requerida para produzir uma absorbancia de 1 unid/30 min, a 440 nm e a 25°C.

- = auséncia de producéo
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Os resultados obtidos com a atividade quitinasica e glucanasica néo
permitiram fazer uma relacéo entre a producgdo dessas enzimas e o controle de
fitopatdgenos, seja fungo ou bactéria. A falta de relacéo entre essas enzimas e
os resultados de controle de Xanthomonas sp. ja era esperado, visto que
quitina e B-glucanos, substratos dessas enzimas, sdo constituintes tipicos de
parede celular fangica (Figura 32).

A atividade proteésica pOde ser relacionada a reducéo da severidade da
bacteriose foliar, e também na diminuicdo da incidéncia e severidade dos dois
patégenos fungicos testados, B. cinerea e C. gracile, visto que a maior
producdo de proteases foi a da bactéria B. subtilis EUCB 10, que atuou

negativamente sobre esses patdgenos (Figuras 32, 33 e 34)
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FIGURA 32.
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Relacédo entre a produgdo de enzimas extracelulares, quitinase
(a), glucanase (b) e protease (c) com incidéncia e severidade da
bacteriose foliar do eucalipto em Eucalyptus “urograndis”.
Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica, 2008.
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Uma melhor relacdo entre a producdo de proteases e o biocontrole no
controle de patégenos fungicos do que com quitinase e glucanases (Figura 33
e 34), ja foi verificado por Paz (2005). Elad (1996) também ndo encontrou
correlagdo positiva entre a producdo de quitinases e glucanases por
Trichoderma harzianum T39 e o biocontrole de B. cinerea. Portanto, o controle
do patdgeno pode estar associado a producao de proteases, as quais podem
atuar diretamente lisando as proteinas associadas a parede celular dos
patégenos, como mostrado com proteases de Trichoderma harzianum 1051
que hidrolisam a parede celular de Moniliophtora perniciosa (De Marco et al.,
2002), ou indiretamente, pela inativagdo de proteinas liberadas pelo patégeno
no meio, importantes no reconhecimento do hospedeiro e desenvolvimento da
doengca. A inativacdo de proteinas extracelulares de fitopatbgenos foi
demonstrado com proteases de B. megaterium inativando enzimas de
Rhizoctonia solani, por Suarez et al. (2004).

As quitinases e glucanases sdo descritas como importantes no
processo de controle de fungos, como demonstrado pela producdo de
quitinases por isolados de Streptomyces sp. no controle de diferentes fungos
fitopatogénicos (Quecine et al, 2008), e na levedura Metschnikowia
pulcherrima, efetiva no controle pés-colheita de B. cinerea sobre macas
(Saravanakumar et al., 2009), entretanto as mesmas néo sao efetivas em todas
as circunstancias, sob diferentes condicbes ambientais (Gohel et al., 2006).
Assim como verificado neste trabalho, Paz (2005) e Aktuganov et al. (2003)
trabalhando com estirpes de Bacillus sp., ndo encontraram correlacdo entre

producdo de quitinases e inibicdo de crescimento de fitopatégenos, podendo
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ser uma caracteristica intrinseca do género, e portanto, a producdo de

quitinases e glucanases ndo pode ser usado como um método seguro na

selecdo de Bacillus spp. como agentes de biocontrole (Aktuganov et al., 2003;

Paz, 2005).
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FIGURA 33.

Relacédo entre a produgéo de enzimas extracelulares, quitinase
(a), glucanase (b) e protease (c) com incidéncia e severidade de
mofo cinzento em Eucalyptus “urograndis”. Laboratério de

Microbiologia Fitopatoldgica, 2008.
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FIGURA 34. Relacéo entre a producdo de enzimas extracelulares, quitinase
(a), glucanase (b) e protease (c) com incidéncia e severidade de
Cylindrocladium gracile em Eucalyptus “urograndis”. Laboratorio
de Microbiologia Fitopatoldgica, 2008.
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4.9.2 Producédo de metabdlitos volateis por bactérias endofiticas de
eucalipto inibitérios a microrganismos fitopatogénicos de
eucalipto

Todos os isolados testados reduziram significativamente o crescimento

micelial médio de B. cinerea, com excecéao do isolado Pseudomonas sp. EUCB
3, usado como controle positivo (Figura 35). Portanto, metabdlitos volateis
produzidos pelas bactérias endofiticas de eucalipto testadas atuam
negativamente sobre B. cinerea in vitro, e 0 mesmo pode ocorrer também in

Vivo.

Diametro médio da coloniade
Botrytis cinerea (cm)

C 1 2 3 10 13 21 25 26 28
Isolados

FIGURA 35. Crescimento micelial médio de Botrytis cinerea quando exposto
a metabolitos volateis de bactérias endofiticas de eucalipto.

Barras seguidas de mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste

de Tukey 5%. Laboratério de Microbiologia Fitopatol6gica, 2009.
Diferentemente do que foi verificado no ensaio de inibicdo de
crescimento de B. cinerea, somente o isolado Bacillus sp. EUCB 28 reduziu
significativamente o crescimento de C. gracile (Figura 36), 0 que sugere que
este fitopatdbgeno deve possuir mecanismos de detoxificagdo de compostos

volateis toxicos. Efeitos inibitérios de metabdlitos volateis sobre

Cylindrocladium sp. j& foram descritos quando contrapostos com isolados de
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Trichoderma sp (Carvalho Filho, 2008). Diferengcas de suscetibilidade de
diferentes fungos foram verificadas por Hassanein et al. (2009) quando
avaliada atividade de metabdlitos volateis de Pseudomonas aeruginosa sobre
Helminthosporium sp., Fusarium oxysporum e Aspergillus niger, sendo as duas
primeiras espécies inibidas e a ultima ndo afetada.

Um dos metabdlitos volateis que podem ter atuado na reducdo do
crescimento de B. cinerea é o acido hidrocianico (HCN), visto que os isolados
B. pumilus EUCB 1, B. subtilis 10, 25, 26 e de Bacillus sp. EUCB 13 produziram
este metabdlito (TABELA 8). Hassanein et al. (2009) relaciona a inibicdo de
Helminthosporium sp. e Fusarium oxysporum a producdo de HCN.

A atividade de metabdlitos volateis na reducéo de B. cinerea patogénico
a morangos ja foi descrita para alguns isolados halofilicos de Bacillus sp.

(Essghaier et al., 2009).

Diametro médio da coloniade
Cylindrocladium gracile (cm)
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FIGURA 36. Crescimento micelial mé(I:ISiglglg OC?ylindrocladium gracile quando
exposto a metabdlitos volateis de bactérias endofiticas de
eucalipto. Barras seguidas de mesma letra ndo diferiram entre
si pelo teste de Tukey 5%. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 20009.

Lobo Junior & Abreu (2000) encontraram uma forte interacdo entre

temperatura e atividade inibitéria de metabdlitos volateis de isolados de
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Trichoderma sp., com resultados melhores geralmente quando avaliados sob
temperaturas diferentes do 6timo do fitopatégeno, Sclerotinia sclerotiorum, o
que alerta aos pesquisadores de que processos de sele¢do de antagonistas
devem ser feitos numa ampla gama de fatores ambientais, preferencialmente,
prevendo-se as condigbes Otimas ao patdgeno, para certificagdo de que o
agente de biocontrole expressard todo o seu potencial quando aplicado no
campo. A ndo observancia deste fator pode ser um dos motivos da pobre
correlacdo entre resultados obtidos in vitro e in vivo, observados em alguns
trabalhos (Bevivino et al., 1998; Senthilkumar et al., 2009).

Os isolados Bacillus sp. EUCB 13 e EUCB 28 né&o permitiram o
crescimento de coldnias de Xanthomonas sp., quando estas foram expostas ao
metabodlitos volateis destas bactérias endofiticas, mostrando haver nestes
metabdlitos toxicos a sobrevivéncia da bactéria fitopatogénica testada (Tabela
8).

Outros isolados de enddfitos testados reduziram a contagem de colbnias
de Xanthomonas sp., como Pseudomonas sp. EUCB 3 e os isolados de B.
subtilis EUCB 10, 21, 25 e 26, mas ndo de forma to drastica quanta Bacillus
sp. EUCB 13 e 28, que inibiram totalmente o crescimento do patégeno (Tabela
7). Bacillus sp. EUCB 13 mostrou uma alta produ¢cdo de HCN in vitro, o que
pode indicar uma relagdo deste metabdlito volatil com a inibicdo da bactéria

fitopatogénica (Tabela 8).
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TABELA 8. Inibicdo de Xanthomonas sp. e producdo de &cido cianidrico
(HCN) por bactérias endofiticas de Eucalyptus “urograndis”.
Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica, 2009.

Tratamento Inibic&o de Producgéo de HCN
Xanthomonas sp.
Controle - (5 x 10°)
B. pumilus EUCB 1 + (3,8 x 10°) +
B. subtilis EUCB 2 + (8 x 10") -
Pseudomonas sp. EUCB 3 ++ (2 x 10°) -
B. subtilis EUCB 10 ++ (2 x 10) +
Bacillus sp. EUCB 13 +++ (0) ++
B. subtilis EUCB 21 ++(2 x 107 -
B. subtilis EUCB 25 ++(2 x 107 4
B. subtilis EUCB 26 ++(2 x 107 ++
Bacillus sp. EUCB28 +++ (0) -

- indica auséncia de inibi¢cdo do fitopatégeno ou producdo de HCN , + = pouca inibicdo ou
producdo, ++ = inibicdo ou producdo média e +++ = inibicdo total do fitopatégeno ou muita
producéo de HCN.

A maior producé@o de HCN pelos isolados endofiticos Bacillus sp. EUCB
13 e B. subtilis EUCB 25 e 26 pode ser relacionada a redugéo no tamanho de
plantas de E. “urograndis” observada neste trabalho, visto que este metabdlito
possivelmente esta envolvido na inibicdo do metabolismo energético, ao atuar
no desacoplamento do sistema da citocromo P450 de algumas plantas (Kremer
& Souisse, 2001), como comprovado por Bakker & Schippers (1987) ao
verificar que todas as linhagens de Pseudomonas fluorescentes relacionadas a
promocéo de crescimento de plantas de batata, ndo eram produtoras de HCN.
Estes resultados sugerem que o uso de agentes de biocontrole produtores de
alta concentracdo de HCN deve ser limitada a tratamento pds-colheita, como
usado por Leelasuphakul et al. (2008) e Mikani et al. (2008), ou usado em
plantas que possuam uma rota respiratoria alternativa resistente ao cianeto

(Lambers; 1982).



5 CONCLUSOES

- Bactérias endofiticas promissoras como agentes de controle biolégico e
promocdo de crescimento habitam o interior de plantas de Eucalyptus
“urograndis”;

- A diversidade de espécies de bactérias residentes nas partes aéreas de E.
“urograndis” € baixa, quando avaliado pelo método de isolamento de
fragmentos, sendo representada basicamente por Bacillus subtilis;

- Existe variabilidade fisiol6gica entre os isolados de bactérias endofiticas
isolados de eucalipto;

- Alguns isolados de bactérias endofiticas produzem AIA, solubilizam fosfato e
fixam nitrogénio, mas isso nem sempre é correlacionado com aumento de
biomassa de planta;

- A sintese de &cido hidrocianico (HCN) por alguns isolados de bactérias
endofiticos € inibitério ao crescimento de plantas de E. “urograndis”;

- Nenhum isolado de bactéria endofitica selecionadas para os ensaios in vivo
produzem sider6foros em cultura;

- A producdo de proteases correlaciona com os indices de biocontrole de
patégenos fangico, portanto, pode ser usado como um indicador nos processos

de selegdo de antagonistas;
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- A producéo de quitinases e glucanases ndo foram relacionadas aos indices
de biocontrole dos patégenos testados;

- Bacillus subtilis EUCB 10 é o isolado mais promissor no controle de doencas
fungicas que atacam E. ‘urograndis”, em fase de viveiro;

- B. subtilis EUCB 10 aumenta a taxa de enraizamento e qualidade de mudas

de E. “urograndis”;



6 CONSIDERACOES FINAIS

Do ponto de vista do uso de agentes microbianos em viveiros florestais,
este trabalho comprova a efetividade de alguns isolados, com destaque para
Bacillus subtilis EUCB 10, obtidos da microbiota endofitica de Eucalyptus
“urograndis” no controle de doengas e promogédo de crescimento de mudas.
Este trabalho foi bastante abrangente, comecando a partir do isolamento das
bactérias endofiticas, a analise da variabilidade genética entre os isolados, a
obtencdo de um provéavel perfil de colonizagdo do interior de mudas por cada
isolad até a avaliagdo da efetividade in vitro e in vivo, sob condi¢des Otimas
para diferentes patdégenos. Além da elucidag&o de alguns mecanismos de acdo
envolvidos nesses processos, trazendo com isso uma melhor compreenséo
sobre a viabilidade e a efetividade do uso de microrganismos em viveiros
florestais. Trabalhos posteriores devem avaliar varios outros pontos visando a
otimizac&o do uso das bactérias endofiticas, como a avaliagcdo de diferentes
métodos e tempos de inoculagédo dos enddfitos e a formulacdo mais adequada
para manutencdo das caracteristicas dos agentes de biocontrole, além da

verificagéo da capacidade de elicitagdo de resisténcia e colonizagéo da planta.
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FIGURA 1. Escala diagramatica para avaliacgdo da severidade de
bacteriose foliar de eucalipto, proposta por Gongalves (2003).
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