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RESUMO

Desenvolveram-se trés experimentos em casa de vegetacado para verificar a
possibilidade de as rizobactérias atuarem como promotoras do crescimento de
plantas citricas. Ao todo, testaram-se 10 isolados de Pseudomonas do grupo
fluorescente, 13 de Bacillus e sete de outras bactérias rizosféricas em porta-
enxertos utilizados na citricultura: tangerineira 'Cledpatra’ (Citrus reshni),
limoeiro 'Cravo’ (Citrus limonia) e limoeiro 'Volcameriano' (Citrus volkameriana).
Dependendo do porta-enxerto, sete isolados de Pseudomonas, um de Bacillus e
um de outra bactéria rizosférica tiveram efeito benéfico sobre a matéria seca de
raizes ou de parte aérea, indicando uma alta proporcdo de promotores de
crescimento entre as bactérias do primeiro grupo. Procedeu-se também a
contagem de bactérias fluorescentes do género Pseudomonas e de bactérias ndo-
fluorescentes em raizes de tangerineira ‘Cledpatra’ e de limoeiro ‘Cravo’,
procedentes de viveiro de mudas e do campo. Ambos 0s grupos bacterianos
tiveram sua multiplicacdo favorecida na rizosfera de tangerineira ‘Cledpatra’,
em condicdes de viveiro.

Termos de indexacdo: Citrus spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., RPCPs.

SUMMARY: RHIZOBACTERIA AND GROWTH PROMOTION OF CITRUS
PLANTS

Three greenhouse trials were carried out to verify if rhizobacteria can promote citrus
plant growth. Ten isolates of fluorescent Pseudomonads, thirteen of Bacillus spp. and
seven of other rhizospheric bacteria were tested in three rootstocks seedlings: ‘Cleopatra’
mandarin (Citrus reshni), rangpure lime (Citrus limonia) and Volkamerian lemon (Citrus
volkameriana). Depending on the rootstock, seven Pseudomonads, one isolate of Bacillus
and one of other rhizospheric bacteria increased the root or shoot dry weight, indicating a
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high proportion of growth promoters among the fluorescent Pseudomonads. Also, fluorescent
Pseudomonads and non fluorescent bacteria were counted in the roots of nursery seedlings
and field plants of Citrus reshni and Citrus limonia. The growth of both bacterial groups
was favored in the Citrus reshni rhizosphere under nursery conditions.

Index terms: Citrus spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., PGPR.

INTRODUCAO

Rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCPs) tém sido citadas numa série de
trabalhos como beneficiadoras de uma gama de
espécies vegetais. Dentre essas espécies sdo mais
frequentemente citadas as anuais, de pequeno porte,
como abdbora (Chen et al., 2000), alface (Freitas et
al., 2003), feijao (Silveira et al., 1995), trigo (Luz,
2001), etc.; todavia, h& alguns relatos de promocéao
de crescimento em plantas perenes, como café
(Freitas, 1989) e abeto, uma esséncia florestal
(Chanway et al., 2000).

Uma das maneiras de exercer beneficio, além da
promocédo direta do crescimento, é, indiretamente,
o controle bioldgico de fitopatdgenos, em que as
formas de atuacéo das bactérias também podem ser
variadas (Freitas & Pizzinatto, 1991). Barka et al.
(2000) observaram o aumento da resisténcia de
videiras a Botrytis cinerea, possivelmente associada
ao aumento da producéo de citocininas na rizosfera.

A citricultura ocupa uma area de 770 mil hectares
no estado de Sdo Paulo, mais de 70 % da area
ocupada por essa atividade no Pais (FNP, 2001).
Investimentos na area tém resultado em uma
cultura com abertura para novas tecnologias, mas a
produtividade média brasileira ainda é muito baixa
em comparacdo com a de outras regides produtoras
(Amaro et al., 2001). Uma das possibilidades de
melhorar a produtividade ou a qualidade de pomares
citricos seria o uso de rizobactérias, seja diretamente
como promotoras de crescimento, seja como agentes
de controle bioldgico de fitopatégenos, quando o
efeito benéfico sobre o crescimento seria indireto. A
utilizagdo de RPCPs, diretamente ou indiretamente,
teria a vantagem de diminuir a utilizagdo de insumos
guimicos, com beneficios tanto de ordem econdémica
guanto de ordem ecoldégica, uma vez que tais
produtos geram, frequentemente, problemas de
contaminacdo ambiental.

E claro que a promocéo do crescimento é
desejavel, considerando a maioria dos pontos de
vista. Em plantas anuais, o beneficio, se consistir
em aumento de matéria seca, poderd resultar em
encurtamento do ciclo ou em aumento na producéo,
dependendo da espécie (Freitas et al., 2003). Em
plantas perenes, uma forma de beneficio seria
ocorrer diminuicéo do periodo em que a muda passa
em viveiro. Para plantas citricas, especificamente,
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gue passam por uma fase em viveiro de mudas, em
substrato com possibilidade de manipulagéo, seria
altamente desejavel obter-se um isolado bacteriano
benéfico que seria acrescentado ao substrato, onde
poderia desenvolver-se com vantagem, ja que
enfrentaria menor numero de competidores. A
menor competicdo seria resultado da desinfestacéo
do substrato, que é normalmente utilizada pelos
produtores de mudas (Borges et al., 2000). Dentre
outras formas de beneficio, destaca-se a solubiliza¢ao
de fosfatos, citada por Rodriguez & Fraga (1999),
gue, associada a presenca de micorrizas
arbusculares, pode favorecer grandemente a
nutricdo de plantas, principalmente as citricas
(Cardoso et al., 1986). A interacdo de RPCPs e
micorrizas ja foi observada, no Brasil, por Silveira
et al. (1995), em feijao.

Em plantas que passam por uma fase de producéo
de mudas em viveiro seria aconselhavel que a
inoculagdo das bactérias fosse feita no substrato de
modo que a colonizacédo da rizosfera e o beneficio
ocorressem o0 mais cedo possivel (Chanway et al.,
2000; Sturz & Nowak, 2000).

Segundo Kloepper (1993), pertencem ao grupo
fluorescente de Pseudomonas sp. muitos isolados
de RPCPs, sendo muito freqtiente o uso de isolados
desse grupo em selec¢des de bactérias com vistas em
promover o crescimento vegetal (Freitas &
Pizzinatto, 1997; Chen et al., 2000; Chanway et al.,
2000; Berggren et al., 2001; Cattelan, 2001;
Ramamoorthy et al., 2001).

Bactérias do género Bacillus também séo
incluidas entre as RPCPs (Chanway et al., 2000).
Tais bactérias ndo s6 apresentam algumas
caracteristicas favoraveis para a producao de
inoculantes comerciais: como produzem endosporos,
seu manuseio e aplicagdo seriam facilitados,
inclusive em mistura com outros defensivos,
desejavel para o manejo ecoldgico de doengas e
pragas, producgdo integrada e o sistema “approach”.
Outro aspecto que as inclui entre as rizobactérias
agentes de controle bioldgico é a sua capacidade de
producéo de antibidticos (Freitas & Pizzinatto, 1997).

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia
e a densidade de bactérias do grupo fluorescente do
género Pseudomonas na rizosfera de diferentes
espécies de plantas citricas mantidas em condicGes
de viveiro e de campo, bem como selecionar isolados
bacterianos como promotores de crescimento de
citros.
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MATERIAL E METODOS

Contagem de bactérias narizosfera de plantas
citricas

Procedeu-se a contagem de bactérias
fluorescentes e nédo-fluorescentes nas raizes de
plantas citricas de duas procedéncias distintas.
Consideraram-se dois porta-enxertos importantes
para a citricultura: a tangerineira 'Cledpatra’ (Citrus
reshni) e o limoeiro 'Cravo' (Citrus limonia).
Amostraram-se plantas no campo e em ambiente
protegido num telado, mantidas em recipientes
plasticos de forma cdnica, chamados citropotes, que
continham o substrato comercial a base de casca de
Pinus (“Plantmax”).

Para obter amostras no campo, o solo de um
pomar, no municipio de Cordeirépolis (SP), com
plantas em plena producéo, foi cavado de maneira a
expor as raizes, que foram retiradas e acondicionadas
em sacos plasticos juntamente com o solo adjacente.
Na amostragem das plantas em ambiente protegido,
os recipientes inteiros foram levados ao laboratorio.
O procedimento para obter a suspenséo de solo foi
semelhante para todas as amostras. Consistiu na
remogao do solo mais frouxamente aderido as raizes,
gue foram, a seguir, agitadas mecanicamente, por
dez minutos, em frascos de Erlenmeyer com 100 mL
de solucéo esterilizada 0,01 mol L1 de MgS0O,.7 H,0.
A partir dessa solucéo, aliquotas de diluicdes de fator
10 foram transferidas para placas de Petri com o
meio B de King et al. (1954) e espalhadas com alca
de Drigalski. Depois de 24 a 48 h de incubagédo a
30 °C, enumeraram-se, separadamente, as colonias
gue fluoresceram sob luz com comprimento de onda
proximo do ultravioleta e as que né&o fluoresceram
nas mesmas condicdes. As raizes utilizadas nesse
procedimento tiveram sua massa de matéria seca
determinada, para possibilitar a quantificacdo das
bactérias por massa de raizes secas.

Para cada grupo bacteriano, as analises de
variancia seguiram um esquema fatorial 2 x 2 e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1 %.
Para as analises de variancia e de comparacéo de
meédias, os dados originais foram transformados em
log(x + 1).

Testes de promocdo de crescimento por
rizobactérias

Desenvolveram-se experimentos em casa de
vegetacdo para selecionar eventuais rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas citricas.

No primeiro deles, utilizaram-se plantas de
limoeiro 'Cravo’ — usado como porta-enxerto em 90 %
das plantas citricas atualmente plantadas —,
cultivadas em bandejas de producédo de mudas, em
“Plantmax”, sistema empregado pelos produtores.
“Plantmax” € um substrato & base de cascas de Pinus,
mantido sem esterilizacdo. Cada parcela consistiu
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de quatro plantulas em células contiguas, separadas
das outras por células vazias da bandeja, com quatro
parcelas para cada tratamento. Os tratamentos
consistiram na inoculag&o de 10 isolados do grupo
fluorescente de Pseudomonas, 13 de Bacillus spp. e
sete de outras bactérias rizosféricas. Todos os
isolados pertencem & colec@o de rizobactérias do
setor de Microbiologia do Solo do Instituto
Agrondmico, em Campinas, Sao Paulo. A inoculacéo,
feita quando as plantulas tinham cerca de 3-3,5 cm
de altura, consistiu na adi¢céo de 8 mL de meio B de
King liquido em que as bactérias cresciam ha 72
horas. A testemunha sem inoculacéo recebeu o
mesmo volume de meio de cultura esterilizado. A
inoculacgéo foi repetida quatro meses depois.
Avaliou-se a altura das plantas no dia da primeira
inoculagdo e 33, 65, 100, 163 e 237 dias depois.
Colheram-se as plantas 260 dias apds a primeira
inoculacado, sendo determinada sua massa de
matéria seca. Colheu-se primeiramente a parte
aérea das plantas; para a colheita das raizes, um
jato com grande volume de agua foi aplicado sobre o
substrato onde cresciam, de maneira a retirar o
substrato e manter as raizes na forma mais
preservada possivel. Adotou-se esse procedimento
em todos os experimentos aqui descritos.

Em outro experimento, plantulas de limoeiro
'‘Cravo' e de tangerineira 'Clegpatra’, outro porta-
enxerto bastante utilizado, receberam isolados
apenas de Pseudomonas fluorescentes. As plantas
de limoeiro 'Cravo' receberam sete isolados, trés dos
guais também foram inoculados em tangerineira
'Cledpatra’. Neste experimento, as sementes foram
colocadas para germinar em caixas com areia
esterilizada. Dois meses depois, quando tinham
cerca de 8 cm de altura, foram transferidas para
vasos com 0,5 kg de areia esterilizada, com cinco
repeticles por tratamento. O preparodo inéculoe a
inoculacdo propriamente dita foram feitos de
maneira semelhante a ja descrita para o
experimento anterior. Semanalmente, as plantas
foram irrigadas com soluc&o nutritiva para fornecer
a cada uma as seguintes quantidades de nutrientes,
emmg: N, 8,68; P, 0,80; K, 5,80; Ca, 6,93; Mg, 0,91 ¢
S, 0,924. Adicionou-se também uma solucdo de
micronutrientes, com excec¢do do Fe, para fornecer
a cada planta as seguintes quantidades de
nutrientes, em mg: B, 0,01; Cl, 1,81; Cu, 0,002; Mn,
0,03; Mo, 0,04 e Zn, 0,008. Quando tinham cinco
meses de idade, as plantas foram retiradas dos vasos
e tiveram sua matéria seca determinada.

Num terceiro experimento, realizou-se um teste
semelhante ao anterior, com relacdo as condigdes
de germinacdo das sementes, inoculagdo das
bactérias e manutencdo das plantas em casa de
vegetagdo, com limoeiro 'Volcameriano' (C.
volkameriana), com cinco repeticfes de cada
tratamento. A inoculagdo, logo em seguida ao
transplante para os vasos, foi feita quando as
plantulas tinham cerca de 4 cm de altura, sendo
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colhidas 60 dias depois do transplante, para a
determinacdo da massa de matéria seca. Foram
inoculados dez isolados, todos de Pseudomonas
fluorescentes.

Para todos os experimentos em casa de vegetacéo,
as andlises de variancia foram pelo teste F e as
comparagdes de médias, pelo teste unilateral de
Dunnett. No experimento com avaliacéo de altura,
as médias foram comparadas somente em cada época
de medicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contagem de bactérias narizosfera de plantas
citricas

Dentre as bactérias fluorescentes, houve
diferenca estatistica quanto a origem, isto é, entre
plantas amostradas em telado — um ambiente
protegido e com substrato organico — e no campo,
somente para a tangerineira 'Cledpatra’, cujas
plantas provindas do telado tiveram ndmeros
maiores de bactérias do que as amostras do campo
(Quadro 1). Ha muitas diferencas entre uma e outra
condicdo: em vasos, o volume de substrato disponivel
para exploracdo pelas raizes é bem menor,
aumentando a relacdo R/S, isto €, a propor¢éo entre
o solo rizosférico e 0 n&o-rizosférico, com maior oferta
de matéria organica e nutrientes proporcionada pela
rizosfera (Cardoso & Freitas, 1992).

Além disso, a diversidade dos microrganismos nos
vasos pode ser menor que no campo — pelo substrato,
mais homogéneo que o solo, com menor variabilidade
na oferta de compostos nutritivos —, ensejando, ao
mesmo tempo, que bactérias fluorescentes nos
citropotes tenham menor gama de competidores.
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Recentemente (Freitas et al., 2003), foi relatado que
a fertilidade do substrato pode influenciar a
atividade de promogao do crescimento de bactérias
fluorescentes do género Pseudomonas. Caminhos
de sobrevivéncia menos complexos devem ser
suficientes para tornar as bactérias fluorescentes
colonizadoras de sucesso. E certo que alguns
processos de tratamento do solo podem favorecer
alguns grupos microbianos, inclusive as fluorescentes
do género Pseudomonas (Gamliel & Stapleton, 1993).

A diferen¢a quanto a condi¢éo ocorreu somente
na rizosfera das mudas de tangerineira 'Cledpatra’,
porque na rizosfera do limoeiro 'Cravo’ nédo se
observaram diferencas entre a contagem de
bactérias nos citropotes e no campo. Isso indica,
talvez, que a tangerineira 'Cledpatra’, ainda na fase
juvenil em que se encontrava no citropote, tenha
produzido algum composto benéfico as bactérias
fluorescentes, composto esse ausente — ou presente
em quantidades muito menores — quando a planta
estava crescendo no campo. O limoeiro 'Cravo' ndo
apresentou essa caracteristica. Assim, € possivel que
os dois fatores — o favorecimento das bactérias pela
adicdo de substratos organicos ao solo e algum fator
exsudado pela tangerineira 'Cledpatra’ — tenham
contribuido para essas diferencas.

E interessante notar que variagio de comporta-
mento de isolados bacterianos, tanto de Bacillus
guanto de Pseudomonas, foi observada por Chanway
et al. (2000). Isolados desses dois géneros compor-
taram-se diferentemente, quanto a promoc¢éo do
crescimento de abeto, dependendo do local em que
foram utilizados. Os autores ndo encontraram cor-
relagdo entre o nimero de bactérias recuperadas da
rizosfera das plantulas de abeto e a promoc¢éo do
crescimento, mas essa recuperacéo foi feita quase
um ano e meio apos a inoculacéo, tendo sido, em al-
guns locais, as populagdes bacterianas muito baixas.

Quadro 1. Quantificacdo de bactérias fluorescentes e ndo-fluorescentes narizosfera de dois porta-enxertos
de citros, em condic¢des de campo e de ambiente protegido

Porta-enxerto

Condicgéo Total
Tangerineira ‘Cle6patra’ Limoeiro ‘Cravo’
Bactérias fluorescentes (ufcs g-1 de raizes)
Telado 344,37 x 103 aA®) 21,77 x 10% aB 183,07 x 103
Campo 0,90 x 103 bA 8,71 x 103 aA 4,81 x 103
Total 172,64 x 103 15,24 x 103
Bactérias ndo-fluorescentes (ufcs g-! de raizes)
Telado 3,00 x 106 aA 0,22 x 106 bB 1,61 x 108
Campo 1,00 x 108 bA 0,77 x 106 aA 0,89 x 106
Total 2,00x 106 0,50 x 106

@ Dentro de cada grupo bacteriano, médias seguidas de mesma letra mintscula, na coluna, e seguidas de mesma letra maitscula,

na linha, n&o diferem entre si (Tukey 1 %).
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Neste trabalho, os nUmeros de bactérias fluorescen-
tes foram bem maiores na rizosfera das plantulas
gue cresciam em citropotes que na das plantas adul-
tas, amostradas no campo. Este artigo e o de
Chanway et al. (2000), embora apresentem caracte-
risticas muito diversas, tém em comum a variagéo
nas populacbes de bactérias fluorescentes, depen-
dendo do local e da condi¢&o de amostragem.

O tamanho da populacéo de determinado isolado
bacteriano deve mesmo variar ao longo do tempo de
crescimento das plantas: Jjemba & Alexander
(1999), avaliando periodicamente as populac¢des de
19 espécies bacterianas introduzidas na rizosfera de
soja cultivada em solo nao-estéril, observaram
diferencas marcantes nos tamanhos finais de suas
populacgbes e concluiram que a habilidade das
bactérias em sobreviver em grandes nimeros no solo
constitui grande determinante do seu sucesso na
colonizacéo subsequente da rizosfera.

Quanto as bactérias nao-fluorescentes, ocorreram
situacOes diversificadas: na rizosfera de tangerineira
‘Cledpatra’, houve maior nimero de organismos nas
plantas retiradas dos citropotes que nas amostradas
no campo. O inverso ocorreu na rizosfera de limoeiro
'Cravo’, com maior numero de bactérias néo-
fluorescentes no campo. Como bactérias néao-
fluorescentes incluem, é claro, representantes de
grupos muito mais diversificados, é razoavel supor-
se que esse efeito de favorecimento seja resultado
de uma exsudacdo quantitativamente maior na
rizosfera de limoeiro ‘Cravo’, na condi¢éo de campo.
Se as bactérias fluorescentes n&o foram favorecidas
por esse maior volume de exsudatos é porque
deveriam estar se desenvolvendo em boas condicoes,
ou em condicdes em que a quantidade de alimentos
néo era o fator limitante.

Todavia, conforme ja comentado, nos citropotes,
as bactérias fluorescentes foram também
marcantemente favorecidas pelas plantas de
tangerineira 'Cledpatra’. Esse favorecimento foi
observado similarmente para as bactérias néo-
fluorescentes. Parece haver a producéo de alguma
substancia benéfica pela tangerineira 'Cledpatra’ na
fase de crescimento em citropotes. O limoeiro 'Cravo'
inverteu essa tendéncia, propiciando o crescimento
de maior numero de bactérias ndo-fluorescentes no
campo em relagédo aos citropotes, talvez como
resultado de um maior volume de exsudatos
radiculares.

Teste de promocédo do crescimento por
rizobactérias

Observou-se que as bactérias inoculadas néo
tiveram efeito sobre a altura das plantas, mas, sim,
sobre a sua matéria seca (Quadros 2 e 3). O efeito
propiciado, nesse caso, foi sempre sobre a massa das
raizes e nunca sobre a da parte aérea. Quatro
isolados de Pseudomonas — 40 % do total — um de
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Bacillus — 8 % do total — e um do grupo denominado
outras bactérias rizosféricas — 14 % do total —
tiveram esse efeito benéfico sobre as plantas em que
foram inoculados. E uma proporgdo um pouco mais
baixa do que a observada por Freitas et al. (2003),
gue verificaram que até 80 % das bactérias do grupo
fluorescente inoculadas foram benéficas as plantas
de alface, mas, de qualquer maneira, houve maior
numero de isolados desse grupo bacteriano entre os
benéficos.

N&o h& muitos estudos sobre a interacdo de
plantas perenes e RPCPs, mas ha relatos, por
Chanway et al. (2000), de que bactérias do grupo
fluorescente de Pseudomonas tiveram algum efeito
tanto sobre a matéria seca quanto sobre a altura de

Quadro 2. Altura média, em seis épocas, de plantas
de limoeiro 'Cravo' que receberam a inoculacéo
de diferentes bactérias

Amostragem (dia)

Tratamento
1 33 65 100 163 237
cm
Testemunha 3,390 4,30 4,70 6,36 7,45 8,99
Pseudomonas spp.
Ps 45A 3,77 462 561 7,68 9,52 11,52
Ps 45B 3,54 4,36 5,49 7,30 8,64 10,57
Ps 55 3,34 4,25 5,06 6,32 7,60 8,82
Ps 60A 3,54 4,32 5,07 7,21 8,87 10,66
Ps 70 3,49 4,46 5,14 6,82 7,55 9,22
Ps 80 3,76 4,76 561 7,35 8,93 10,56
Ps 85 3,74 4,07 5,37 6,19 8,25 9,54
Ps 88 2,94 4,47 5,46 7,21 8,36 10,03
Ps 91 3,59 4,31 5,31 7,52 9,25 10,82
Ps 92 3,31 4,37 5,01 7,21 8,27 9,44
Bacillus spp.
Bc 41A 3,22 4,05 5,01 7,33 8,33 9,79
Bc 41B 3,64 4,21 4,97 6,32 8,06 9,06
Bc 55 3,86 4,05 4,59 6,98 8,02 9,23
Bc 60 3,59 3,84 4,12 560 6,89 8,16
Bc 70 2,98 3,95 4,48 6,72 7,70 8,96
Bc 80 3,13 3,74 4,38 6,06 6,92 7,94
Bc 81 3,04 4,14 4,62 6,76 7,77 9,14
Bc 85A 3,25 3,67 4,24 5,79 6,77 8,63
Bc 85B 3,02 3,56 4,11 6,18 6,97 8,43
Bc 88 3,06 3,82 4,22 6,45 7,54 891
Bc 90 2,94 4,11 4,84 7,17 8,22 9,64
Bc 91 3,16 464 499 7,39 8,25 9,65
Bc 92 3,16 464 499 7,39 8,25 9,65
Qutras bactérias rizosféricas

Rz 41 3,60 4,54 523 6,76 8,23 9,82
Rz 60 3,42 4,07 4,37 6,42 7,56 9,54
Rz 70 3,11 4,00 4,554 596 7,08 8,22
Rz 80 3,32 3,80 4,47 6,00 7,05 8,15
Rz 81 2,76 434 496 6,59 8,08 9,78
Rz 88 3,17 4,48 4,93 6,45 7,71 9,16
Rz 90 3,29 4,32 4,73 7,04 7,75 9,34

() N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos (teste unilateral de Dunnett 5 %).
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Quadro 3. Matéria seca de plantas de limoeiro
'Cravo’ colhidas 260 dias ap6s a inoculagdo com
diferentes isolados bacterianos

Tratamento Parte aérea Raiz Total
fal
Testemunha 0,51 0,38 0,89
Pseudomonas spp
Ps 45A 0,74 0,78** 1,55*
Ps 45B 0,64 0,78** 1,41
Ps 55 0,46 0,50 0,96
Ps 60A 0,69 0,76* 1,44
Ps 70 0,49 0,60 1,10
Ps 80 0,59 0,68 1,26
Ps 85 0,52 0,60 1,11
Ps 88 0,62 0,69 1,30
Ps 91 0,66 0,69* 1,35
Ps 92 0,52 0,56 1,08
Bacillus spp.
Bc 41A 0,66 0,62 1,28
Bc 41B 0,51 0,64 1,15
Bc 55 0,55 0,68 1,22
Bc 60 0,39 0,48 0,88
Bc 70 0,57 0,69* 1,26
Bc 80 0,43 0,45 0,88
Bc 81 0,57 0,57 1,14
Bc 85A 0,45 0,51 0,96
Bc 85B 0,50 0,59 1,08
Bc 88 0,49 0,51 0,99
Bc 90 0,37 0,54 0,91
Bc 91 0,54 0,66 1,20
Bc 92 0,72 0,63 1,05
Qutras bactérias rizosféricas
Rz 41 0,55 0,54 1,09
Rz 60 0,63 0,61 1,24
Rz 70 0,42 0,51 0,94
Rz 80 0,36 0,45 0,81
Rz 81 0,63 0,65 1,28
Rz 88 0,51 0,56 1,06
Rz 90 0,56 0,76* 1,32

* e ** Médias diferem da testemunha a 5 (*) e 1 (**) % pelo teste
unilateral de Dunnett.

plantas de abeto; todavia, os autores néo
apresentaram os dados dessa ultima variavel,
provavelmente pela grande variabilidade dos
resultados. Ja Freitas (1989) detectou aumentos
significativos da altura e da massa de matéria seca
em plantulas de cafeeiro que receberam isolados de
Pseudomonas fluorescentes. Nesse caso, a autora
nao detectou grande variabilidade dos dados
referentes a matéria seca e a altura, mas, sim, dos
relativos aos teores de micronutrientes na parte
aérea das plantulas.

No quadro 4, estao os resultados do experimento
em que limoeiro 'Cravo’ e tangerineira 'Cledpatra’
receberam alguns isolados de Pseudomonas. Nesse
caso, o isolado Ps 70, que ja havia sido inoculado em
limoeiro 'Cravo' no experimento anterior, sem
promover o crescimento da planta, resultou em
aumento da matéria seca da parte aérea desse porta-
enxerto. J& os isolados Ps 45A, Ps 45B e Ps 60A,
gue haviam resultado em efeito benéfico no
experimento anterior (Quadro 3), ndo exerceram
beneficio nas condi¢bes do segundo experimento.
Nenhum outro isolado apresentou efeito.

No quadro 5, séo observados, novamente, efeitos
benéficos de trés isolados de Pseudomonas, mas
agora sobre a parte aérea das plantas de limoeiro
'Volcameriano'. Dentre esses isolados, o0 Ps 91 ja
havia sido benéfico para as raizes de limoeiro 'Cravo’,
mas nao sobre a sua parte aérea.

Mais do que os resultados especificos, que podem
oferecer informac6es limitadas, 0 que se observa
aqui, de uma analise geral dos resultados
apresentados, é uma grande instabilidade no
comportamento — quanto a capacidade de promocgéao
do crescimento — dos isolados de Pseudomonas do
grupo fluorescente. Essa instabilidade ja é conhecida
para algumas RPCPs (Hebbar et al., 1992a,b), um
dos motivos pelos quais o pleno uso de inoculantes
tem demorado tanto.

Quadro 4. Matéria seca, em gramas, de plantas de limoeiro 'Cravo' e tangerineira 'Cledpatra’, colhidas
150 dias ap06s a inoculacdo com diferentes bactérias fluorescentes do género Pseudomonas

Limoeiro ‘Cravo’

Tangerina ‘Cle6patra’

Tratamento

Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
)

Testemunha 0,69 0,44 0,52 0,29
Ps 45 0,53 0,30 0,62 0,40
Ps 45B 0,49 0,32 0,52 0,44
Ps 60A 0,58 0,33 0,66 0,43
Ps 70 0,47* 0,30 - -

Ps 80 0,55 0,40 - -
Ps 85 0,75 0,51 - -
Ps 88 0,62 0,38 - -

*Valores estatisticamente diferentes da testemunha pelo teste unilateral de Dunnett (5 %).
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Quadro 5. Matéria seca de plantas de limoeiro
'Volcameriano' colhidas 60 dias ap6s a inocula-
c¢ao com diferentes bactérias fluorescentes do
género Pseudomonas

Tratamento Parte aérea Raiz Total
g
Testemunha 0,66 0,55 1,21
Ps 45A 0,89 0,67 1,56
Ps 45B 0,81 0,68 1,49
Ps 60A 0,56 0,34 0,90
Ps 70 0,66 0,61 1,27
Ps 80 0,79 0,71 1,50
Ps 85 1,15* 0,91 2,06
Ps 88 1,16* 0,74 1,90
Ps 91 0,22* 0,15 0,37
Ps 92 0,94 0,65 1,59

*Valores estatisticamente diferentes da testemunha pelo teste
unilateral de Dunnett (5 %).

Considerando as condicfes de cada experimento,
verifica-se que, no primeiro deles, o substrato foi a
base de casca de Pinus, enquanto, nos dois outros, o
substrato foi areia esterilizada, ainda que tenha sido
feita irrigacéo com solugéo nutritiva. No terceiro, a
planta foi limoeiro 'Volcameriano', diferente dos dois
anteriores, mas o limoeiro 'Cravo’ foi comum ao
primeiro e ao segundo experimento, tendo sido nesse
ultimo todos os isolados inoculados comuns aos dois
experimentos. Por que néo foi repetido seu
desempenho nos dois experimentos, ja que a
diferenca entre ambos foi apenas quanto ao
substrato? Ainda que o ultimo néo tenha sido tratado
e a areia tenha passado por autoclavagem, a condic¢éo
de esterilidade foi rompida no momento em que foi
colocada nos vasos. A exposicdo da areia ao ar e a
irrigacdo com agua nao esterilizada rapidamente
introduziram microrganismos no ambiente do vaso.
Por mais que se argumente com a variagdo entre a
areia e o Plantmax, fica a ddvida quanto a extrema
sensibilidade das bactérias do grupo as condigdes
de crescimento.

Esse aspecto j& foi observado por Berggren et al.
(2001), que investigaram as interacdes entre
Pseudomonas fluorescentes e estirpes de Rhizobium
leguminosarum, bactéria que estabelece relagao
simbidtica com plantas de ervilha (Pisum sativum),
fixando N, atmosférico. Encontraram diversos
isolados de Pseudomonas, inibidores do processo de
fixacdo simbiotica, cujo efeito era alterado pelos
valores de pH do meio. Nesse caso, ocorreu
variabilidade quanto a atuacdo de Pseudomonas
sobre outra bactéria, possivelmente pelo efeito
diferenciado do pH sobre o metabolismo que
resultava na producéo da substancia inibidora. No
entanto, Chanway et al. (2000) observaram forte
interacéo dos isolados de Pseudomonas com o local
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em que cresciam, na rizosfera de abeto no campo.
Os autores comentaram mesmo sobre a grande
“variabilidade interna” dos tratamentos. Trabalhando
com isolados de Pseudomonas solubilizadores de
fosfatos, Rodriguez & Fraga (1999) concluiram que
uma eventual manipulacdo genética desse grupo
deveria ser dirigida para a maior estabilidade do
carater manipulado. Numa situac&o semelhante &
deste experimento, Freitas et al. (2003), utilizando
isolados desse mesmo grupo bacteriano, também
relataram instabilidade no comportamento de
alguns deles, embora outros tenham mantido suas
caracteristicas em situacgfes diversificadas. No
presente trabalho, os experimentos em casa de
vegetacgdo foram desenvolvidos em condicdes
diferentes entre si, principalmente quando se
considera que o substrato do primeiro foi de cascas de
Pinus e o dos outros, areia. As situacdes séo diferentes,
o que reforga a discussédo da limitacéo do seu uso.

Como se V&, o grupo fluorescente de Pseudomonas
parece caracterizar-se por grande instabilidade de
comportamento em diversas atividades. Assim, ndo
€ de surpreender que, neste experimento, 0 mesmo
fendmeno tenha ocorrido. Sera, realmente, tdo
grande a susceptibilidade das bactérias ao seu meio?
Mais que isso: serd sua forma de atuacdo téo
especifica, tdo restrita, que uma simples mudanga
das condicBes ambientes basta para alterar sua
capacidade de promover o crescimento vegetal? Se
essa capacidade advier de um passo do metabolismo
gue resulte na produc¢do de uma Unica substancia,
justamente a responsavel pelo beneficio a planta, a
resposta deve ser sim. Uma opcéo para contornar
esse problema seria o uso de misturas de isolados
benéficos, com diferentes modos de agéo.

E cada vez mais premente o conhecimento do
modo de a¢ao das RPCPs. Uma vez conhecido, sera
possivel conhecer também as condicfes que o
alteram e, especificamente, as que o favorecem. E
desse conjunto de informacdes que se podera
finalmente estabelecer a melhor forma de utilizacdo
das RPCPs, seja pela inoculacdo de isolados
comprovadamente benéficos, seja pelo manejo das

condicdes do meio para favorecer sua atuacéo.

Ainda que se tenha observado instabilidade, dos
10 isolados de Pseudomonas utilizados, sete — 70 %
do total — propiciaram algum beneficio as plantas,
sobre a matéria seca das raizes ou da parte aérea,
em um ou outro porta-enxerto. Quanto aos outros
grupos bacterianos, um dos 13 isolados de Bacillus
— 7 % do total — e um dos sete de outras bactérias
rizosféricas — 14 % do total — foram benéficos.
Semelhantemente ao relatado por Kloepper (1993)
e, no Brasil, recentemente, por Freitas et al. (2003),
bactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas
frequentemente tém atividade como promotoras do
crescimento de plantas, o que pode ser um aspecto
importante a guiar processos de selecdo de RPCPs.
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CONCLUSOES

1. Isolados bacterianos de Pseudomonas
fluorescentes, Bacillus e outras bactérias rizosféricas
podem agir como promotores do crescimento de
plantas citricas.

2. Pseudomonas fluorescentes tém seu
desenvolvimento influenciado por fatores como o tipo
de substrato e o ambiente em que se desenvolvem,
bem como pela rizosfera em que estéo estabelecidas.

3. Pseudomonas fluorescentes tém comportamen-
to instavel quanto a promogao do crescimento de
plantas citricas.
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