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Avaliacdo da inoculagéo de micro-organismos benéficos em mudas de porta-
enxertos de citros

RESUMO

A citricultura é uma atividade econémica de destaque na pauta comercial no Brasil e, em
especial, no estado de S&o Paulo. Qualquer alteracdo no manejo de producdo de mudas de
plantas citricas que concorra para diminuir gastos de producdo e aumentar a rotatividade e
utilizacdo do viveiro pode causar um impacto altamente positivo na cadeia produtiva do
citros. O emprego de micro-organismos benéficos pode ser uma alternativa viavel, de baixo
custo. Em vista disso, a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) certamente despontam com enorme potencial,
contribuindo de forma significativa no desenvolvimento e adequacdo do estado nutricional e
sanitario da planta. Assim o objetivo do projeto foi avaliar o efeito do emprego de micro-
organismos benéficos, tais como FMAs e BPCPs, endofiticas e rizosféricas, no manejo de
producdo de mudas de plantas citricas. Foi realizado o isolamento e caracterizacdo de
rizobactérias isoladas dos porta-enxertos limdo ‘Cravo’ e tangerinas ‘Cleopatra’ e ‘Sunki’, a
partir de mudas. As bactérias foram caracterizadas quanto a capacidade de solubilizar de
fosfato, producdo de substancias inddlicas, antagonismo in vitro e promogdo de crescimento
dos porta-enxertos tangerina ‘Cledpatra’ e citrumelo ‘Swingle’. Para avaliacdo da promocéo
de crescimento de possiveis isolados de Pseudomonas, devido a sua capacidade de producdo
de sideroforos, foi realizado experimento com e sem adicdo de ferro na solucdo nutritiva.
Vinte isolados bacterianos apresentaram resposta positiva para producdo de substancias
inddlicas e treze mostraram antagonismo in vitro a Phytophthora citrophthora. Dos isolados
possivelmente de Bacillus sp, quatro promoveram o crescimento de plantas de tangerina
‘Cledpatra’. Dos isolados possivelmente de Pseudomonas sp, oito promoveram o crescimento
de plantas da tangerina ‘Cledpatra’ e de citrumelo ‘Swingle’, com e sem adi¢do de Fe na
solugéo nutritiva. Dos 36 isolados foram selecionados quatro - B6, B16, P1 e Ps45A, pela
capacidade de promocdo de crescimento, empregados na realizacdo dos demais experimentos.
Os experimentos foram realizados em esquema fatorial 8x2x2, sendo: 8 tratamentos
microbianos — controle, com bactérias diazotroficas endofiticas (E), bactérias rizosféricas (R),
FMA (M) — Glomus intrarradices, E+R, M+E, M+R, M+E+R; utilizando os porta-enxertos
tangerina ‘Cledpatra’ e citrumelo ‘Swingle’, com e sem adicdo de P ou de Mn. Foram
avaliados o crescimento das plantas quanto a altura, didmetro, area foliar, massa de matéria

seca da parte aérea e fresca da raiz, micorrizagdo, clorofilas, atividade das enzimas redutase
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do nitrato e fosfatase acida. A micorrizacdo diminuiu a producéo de massa radicular de ambos
0s porta-enxertos. O porta-enxerto tangerina ‘Cledpatra’ foi o que mais se beneficiou da
inoculagdo dos micro-organismos, sendo que a inocula¢do do fungo micorrizico, sozinho ou
junto com as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), promoveu maior
crescimento das plantas, tanto com quanto sem adicéo de P e Mn na solucdo nutritiva. Houve
efeito sinérgico da inoculagdo conjunta dos micro-organismos, fungo micorrizico, bactérias
endofiticas e rizosféricas, na promog¢do de crescimento da tangerina ‘Cledpatra’,

principalmente sem adi¢do de P ao substrato.

Palavras chaves: bactérias promotoras de crescimento, fungo micorrizico arbuscular, citros,

fosforo e manganés.
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Evaluation of beneficial microorganisms inoculation in citrus rootstocks seedlings

ABSTRACT

Citrus crop is a prominent economic activity in Brazil's trade and, in particular, the state of
Sdo Paulo. Any changes in the production management of citric seedlings that contributes to
lower production costs and increases turnover as well as nursery usage can cause a highly
positive impact on the citrus production chain. The use of beneficial microorganisms may be a
viable and low cost alternative. Therefore, the use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and
plant growth-promoting bacteria (PGPB) certainly emerge with huge potential, contributing
significantly to the development and improvement of plant nutritional status and health. Thus,
the aim of the project was to evaluate the effect of beneficial microorganisms, such as AMF
and endophytic and rhizospheric PGPBs in management of citric seedlings production.
Isolation, selection and characterization of rhizobacteria from seedlings rootstocks '‘Rangpur’
lime, 'Sunki' and 'Cleopatra’ mandarin were carried out. The bacterial isolates were
characterized by their abilities, such as phosphate solubilization, indolic substances
production, antifungal activity and plant growth promotion on the rootstock 'Cleopatra’
mandarin and ‘Swingle’ citrumelo. Considering the ability of Pseudomonas isolates to
produce siderophores, the experiment of growth promotion potential was conducted with and
without addition of Fe in nutrient solution. Twenty bacterial isolates showed positive response
to indole substances production and thirteen showed in vitro antagonism to Phytophthora
citrophthora. Four possibly isolates of Bacillus sp promoted growth of 'Cleopatra’ mandarin
plants. Eight possibly isolates of Pseudomonas sp promoted growth of 'Cleopatra’ mandarin
and ‘Swingle’ citrumelo plants, with and without Fe addition in the nutrient solution. For the
second experiment, four isolates were selected (B6, B16, P1 and Ps54A) out of the 36
previous isolates, due to their ability to promote plant — growth. The experiments were
conducted in factorial design, 8x2x2: 8 microbial treatments — control, endophytic bacteria
(E), rhizospheric bacteria (R), AMF (M) - Glomus intraradices, E+R, E+M, M+R, M+R+E;
using the rootstocks 'Cleopatra’ mandarin and 'Swingle' citrumelo, with and without addition
of P or Mn. It was evaluated height, diameter, leaf area, shoot dry weight, root fresh weight,
mycorrhizal colonization, chlorophylls content and enzymes nitrate reductase and acid
phosphatase activities. The rootstock 'Cleopatra’ mandarin was the most benefited from
microbial inoculation, whereas inoculation of AMF alone or together with BPCP, promoted

greater plant-growth, with or without P and Mn addition in nutrient solution. However, in
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both rootstocks, mycorrhization decreased root growth. Synergistic effect was observed with
combined inoculation of microorganisms, AMF, endophytic and rhizospheric bacteria,
promoted 'Cleopatra’ mandarin growth, without P addition to the substrate.

Key words: arbuscular mycorrhizal fungus, citrus, manganese, plant growth-promoting

bacteria and phosphorus.
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1 INTRODUCAO

A muda é a base de todo o setor citricola. O crescimento e, principalmente, a
manutencdo do parque citricola requerem a producdo de cerca de 15 milhdes de mudas
citricas anualmente. No estado de Sdo Paulo, os viveiristas de mudas de plantas citricas
devem efetuar a producdo em viveiros telados (ambiente protegido) com o uso obrigatério de
substrato desinfestado, o que viabiliza a inoculacdo de micro-organismos benéficos no
substrato.

O substrato deve apresentar caracteristicas fisicas, quimicas e fitossanitarias adequadas
para resultar em satisfatorio crescimento das plantas. Além disso, apresentar concentracéo
adequada de nutrientes, elevada CTC, boa capacidade de retencdo de agua, aeracao, drenagem
e, principalmente, ser livre de patdgenos e nematoides nocivos aos citros (ALVES et al.,
2004). Essas caracteristicas beneficiam também o possivel desenvolvimento de uma
microbiota benéfica as plantas.

O citros requer nutricdo balanceada, o que é necessario para que a muda expresse 0 seu
potencial genético, podendo resultar na diminui¢do do tempo no viveiro e, portanto, melhora
no emprego da estrutura utilizada (BERNARDI et al., 2000). A utilizacdo da fertirrigagdo em
mudas € crescente, principalmente, pela maior facilidade na aplicacdo dos nutrientes na época
adequada, além de atender a exigéncia nutricional de cada variedade em todas as fases do
desenvolvimento da planta (PRADO et al., 2008). Entretanto, se manejada de forma
inadequada pode trazer diversos problemas, podendo haver um acumulo e absor¢do em
excesso de nutrientes, 0 que pode causar de necrose até morte das plantas; salinizacdo, perdas
dos nutrientes por lixiviacao, elevacdo do pH, causando deficiéncia de micronutrientes, o que
pode aumentar o custo de producdo das mudas.

A associacdo mutualistica formada entre fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e as
raizes de frutiferas sdo de grande importéncia e interesse. Dentre 0s benéficos destaca-se o
prolongamento do sistema radicular das plantas hospedeiras pelo micélio externo do fungo,
aumentando a superficie de absorcéo de nutrientes e agua (SATTELMACHER et al., 1994), o
que resulta em maior eficiéncia na utilizacdo dos recursos do solo, diminuindo gastos com
adubacdo, melhoria na nutricdo da planta, maior resisténcia a estresses climaticos e edaficos e
maior resisténcia a patégenos. Da mesma forma, pode trazer beneficios a microbiota presente

na micorrizosfera, uma ampliagdo da rizosfera causada pela rede de hifas, que tem a



capacidade de selecionar bactérias potencialmente benéficas para a planta, influenciando no
estabelecimento da associacdo planta-bactéria-FMA (FREY-KLETT et al., 2005; SALA et al.,
2007).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) englobam as endofiticas
diazotroficas e as rizobactérias. Tais bactérias atuam por diversos mecanismos como a fixagédo
biolégica do nitrogénio (FBN), producdo de fitohormonios, solubilizacdo de fosfatos
insolGveis, antagonismo a fitopatdgenos e resisténcia sisttmica (CARDOSO & FREITAS,
1992), podendo citar entre os géneros existentes Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia,
Azospirillum e outros (LAMBRECHT et al., 2000; BASHAN et al., 2004; COELHO et al.,
2007; PATTEN & GLICK, 2012). As bactérias promotoras de crescimento de plantas estéo
comumente presentes em Varias espécies vegetais, causando maior desenvolvimento das
plantas, o que, entretanto, tem sido pouco estudado em plantas citricas.

O fato de as plantas passarem por uma fase em viveiro facilitaria a inoculagdo de micro-
organismos benéficos no substrato, sendo que quanto mais precoce a colonizacdo da rizosfera
mais cedo se observam os beneficios (CHANWAY et al., 2000; STURZ & NOWAK, 2000;
FREITAS & VILDOSO, 2004). A promocédo de crescimento mais rapido das mudas pode
reduzir o tempo de producdo, aumentando a produtividade, rotatividade na ocupacdo da
infraestrutura do viveiro e a eficiéncia de utilizacdo de mao de obra especializada (SILVEIRA
et al., 2003; FREITAS & VILDOSO, 2004), além da diminui¢do do uso de insumos agricolas,
0 que ocasiona vantagens econdmicas e ambientais, gerando, portanto, uma producdo mais
sustentavel.

Assim, a hipotese do projeto é que o0 emprego de diferentes micro-organismos, BPCPs e
FMA, resulta em um efeito sinérgico na promocdo do crescimento de mudas de plantas
citricas. O objetivo geral foi avaliar e estabelecer o emprego de micro-organismos beneficios
e eficientes, tais como FMAs e BPCPs, endofiticas e rizosféricas, como parte do manejo de
producdo de mudas citricas. Os objetivos especificos foram: 1. Isolamento e caracterizacao de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs); 2. Sele¢do de RPCPs em casa-
de-vegetacdo quanto a capacidade de promover crescimento; 3. Avaliacdo do efeito do
emprego conjunto de FMA e BPCPs na promoc¢édo de crescimento de plantas citricas, com

aplicacdo variavel de P e Mn.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais Sobre a Producéo de Mudas de Plantas Citricas

O Brasil € o maior produtor e exportador de laranja do mundo. Segundo dados do IBGE
de marco de 2011, a produgdo de laranja ocupa uma éarea de 818 mil ha com uma
produtividade de 19 milhdes de toneladas, o0 que representa um rendimento de 24 t ha. O
sudeste é responsavel por 83% da producao de laranja e somente o estado de Sao Paulo detém
76% da producdo (IBGE, 2011). Em S&o Paulo, alguns pomares produzem mais de 80 t ha™,
resultado da adogdo de inovagbes tecnoldgicas como producdo de mudas de alta qualidade
genética e sanitaria, adensamento de plantios, adubacdo e irrigagdo (MATTOS JUNIOR et al.,
2012).

Devido a importancia da cultura no pais e ao grave historico de doencas que afetam
significativamente os laranjais paulistanos (DONADIO et al., 2005), o estado de S&o Paulo
criou normas de Medidas de Defesa Sanitaria Vegetal e Certificacdo de Conformidade
Fitossanitaria de Mudas Citricas no Estado de S&o Paulo, afim de solucionar os problemas
gue vinham se agravando, principalmente, a clorose variegada dos citros (CVC) e a gomose.
A Portaria CDA - 5, de 3-2-2005, estabelece que as mudas de citros devem ser certificadas; os
porta-enxertos (PEs) devem ser produzidos obrigatoriamente em ambiente protegido de
insetos vetores de doencas; com 6timas qualidades sanitarias; e o substrato deve ter boa
porosidade e ser isento de nematéides, de fungos do género Phytophtora e de outros
patégenos comprovadamente nocivos aos citros e sem o uso de terra de qualquer origem.

Existem poucas empresas brasileiras que comercializam substrato especifico para a
producdo de citros em recipientes (FOCHESATO et al., 2008). Destaca-se que o substrato é
um dos insumos importantes no sistema de producdo de mudas citricas em ambiente
protegido. Além do aspecto fitossanitario no cultivo em tubetes, ha o problema de limitacéo
do volume, exigindo que o substrato seja capaz de manter 4gua facilmente disponivel a planta
sem, no entanto, comprometer a concentracdo de oxigénio no meio (FERMINO, 2002).
Portanto, o substrato deve apresentar baixa densidade, teor adequado de nutrientes, elevada
capacidade de troca catinica, boa capacidade de retencdo de agua, aeracdo e drenagem e boa
coesdo entre as particulas (TOLEDO, 1992).

2.1.1 Porta-enxerto



Os PEs mais utilizados sdo: o limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia), tangerina 'Sunki' (Citrus
sunki), tangerina ‘Cleopatra’ (Citrus reshni), citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi X Poncirus
trifoliata) (SCHAFER et al., 2001 e POMPEU JUNIOR, 2005). O PE deve apresentar um
bom sistema radicular, que promova melhor absor¢do de agua e nutrientes, uma boa
exploracdo do solo, que proporcione estabilidade a arvore e também precocidade da producgéo
(MATTOS JUNIOR et al., 2005).

Até meados dos anos 2000, o limoeiro ‘Cravo’ era o PE de maior expressdo nacional.
Embora possua caracteristicas muito desejaveis, como precocidade na formacdo de mudas,
compatibilidade com todas as variedades de copa, alta producdo, resisténcia a seca e
tolerdncia a tristeza, apresenta alta suscetibilidade a diversas doencas como o declinio e a
morte subita do citros (MSC) (POMPEU JUNIOR, 2001). Devido a esses problemas houve
um aumento na utilizacdo e demanda de pesquisas de diferentes PEs.

A tangerina ‘Cledpatra’ tem sido bastante utilizada como PE em outros paises e, mais
recentemente, no Brasil (LATADO et al., 2002). Foi um PE muito utilizado na década de 60,
todavia perdeu expressao devido ao inicio tardio da producédo e a suscetibilidade a seca, mas
posteriormente voltou a ter a participacao expressiva em decorréncia da sua tolerancia a MSC
(POMPEU JUNIOR, 2005), como substituto do lim4o cravo (MOURAO FILHO et al., 1991).
E pouco sensivel as deficiéncias nutricionais e ao frio (GROSSER et al., 1990).

O uso do citrumelo ‘Swingle’ aumentou nos anos 80, motivado pela sua resisténcia a
gomose e tolerancia ao declinio (POMPEU JUNIOR, 2005). Também ¢é indicado no caso de
replantio ou substituicdo de pomares, quando a incidéncia de gomose, nematdides ou declinio,
é alta, ou na prevencdo da MSC. Apresenta boa longevidade e o teor de sélidos solUveis do
fruto, tem se mostrado superior nas plantas enxertadas sobre o citrumelo ‘Swingle’ (PRADO
et al., 2008). Por outro lado é um porta-enxerto sensivel ao déficit hidrico (MULLER et al.,
2005; POMPEU JUNIOR, 2005) e as plantas jovens sdo sensiveis a deficiéncias nutricionais,
principalmente a micronutrientes como o Fe (FERRAREZI et al., 2007) e sdo bastante
responsivas a alteragdes nutricionais (VALE et al., 2008).

2.1.2 Manejo de nutrientes

O manejo de nutrientes tem sido um problema na producdo de mudas, pois a falta ou
excesso de nutrientes causam desbalancos nutricionais e prejudicam o crescimento da muda
(MATTOS JUNIOR et al., 2008). Até recentemente, as pesquisas enfocando esse assunto

foram concentradas aos macronutrientes. Com relacdo aos micronutrientes, sdo comuns 0S
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desequilibrios nutricionais causados, principalmente, por B, Cu, Fe e Mn, para muitas culturas
desenvolvidas em substrato (PADUA JUNIOR et al., 2008; MATTOS JUNIOR et al., 2008).

A disponibilidade de micronutrientes é alterada de acordo com o sistema de manejo,
pois este pode modificar o pH do substrato, implicando na alteracdo da solubilidade dos
micronutrientes (BOAVENTURA et al., 2004). A fertirrigagdo facilita a aplicacdo dos
nutrientes na época adequada, além de atender a exigéncia nutricional de cada variedade em
todas as fases do desenvolvimento da planta (PRADO et al., 2008). Entretanto, pode trazer
problemas como a salinizacdo, perdas dos nutrientes por lixiviacdo, ressaltando-se também o
alto custo dos nutrientes. BOAVENTURA et al. (2004) observaram que os fertilizantes de
liberagéo lenta podem promover uma maior acidificagdo, provocando maiores perdas de Ca,
Mg e de alguns micronutrientes como B, Zn e Mn. No caso do Mn, o aumento na
disponibilidade do nutriente provocou sintomas tipicos de toxicidade do nutriente nas folhas
das mudas de citros. Por outro lado, 0 aumento do pH pode causar reducdo na absorcdo de Mn
(TANAKA et al., 1992).

A deficiéncia de Fe pode ser causada pela presenca de Mn, excesso de Zn e P e
deficiéncia de K (FERRAREZI et al., 2007). E comum a deficiéncia de Fe em viveiros de
mudas, visto que ha ocorréncia de pH elevado na producao em substratos. O Fe é complexado
com outros nutrientes em solucdo nutritiva, ficando indisponivel para a planta. O uso de
quelatos de Fe tem sido uma alternativa para solucionar esse problema, porém os altos custos
encarecem a producdo (LINDSAY, 1979; MATTOS JUNIOR et al., 2005; FERRAREZI et
al., 2007).

As plantas mais jovens de citros apresentam maior demanda por P, pois a taxa de
crescimento da planta € maior quando comparada com a planta adulta e também porque o
sistema radicular das plantas mais jovens explora volume menor de solo e, assim, ocorre um
menor contado da raiz com o P, visto que o P é um elemento pouco movel no solo
(QUAGGIO et al., 2005). Em copas enxertadas sobre a tangerina ‘Cledpatra’ a demanda por P
é maior do que quando comparadas a limdo ‘Cravo’ e citrumelo ‘Swingle’, visto que a
tangerina ‘CleOpatra’ apresenta menor crescimento de raiz e menor eficiéncia na absorcdo de
fésforo (EAP) (QUAGGIO et al., 2004; MATTOS JUNIOR et al., 2006; ZAMBROSI, et al,
2012).

Portanto, a adocdo de praticas que visam o melhor aproveitamento dos nutrientes,
diminuindo os custos e impactos ambientais, € sempre recomendavel. O uso de micro-

organismos, se bem manejado, pode se tornar uma solucéo interessante, benéfica e de baixo



impacto ambiental. Mais pesquisas sdo necessarias, visando entender melhor os mecanismos

de atuacdo dos micro-organismos benéficos e a interagdo com as plantas.

2.2 Uso de Micro-organismos na Producao de Mudas

A prética de producdo de mudas em viveiros viabiliza a inoculagdo de micro-
organismos benéficos, pois a utilizacdo de substrato desinfestado, visando a eliminacdo de
patogenos, elimina também outros micro-organismos, como os benéficos as plantas. Os
beneficios da inoculacdo ndo abrangem somente as plantas, igualmente, influenciam as
caracteristicas do substrato, tais como a agregacdo de suas particulas, disponibilidade de
determinados nutrientes, aeracao e o armazenamento de agua, refletindo no desenvolvimento
da muda (TRISTAO et al., 2006).

2.2.1 Fungos micorrizicos arbusculares

O fungo micorrizico arbuscular (FMA) coloniza a raiz da planta hospedeira formando
uma associagdo intima, simbiotica, mutualista com as raizes da planta. Entre as estruturas do
fungo, o micélio extrarradicular é o que apresenta a maior extensdo e biomassa (MELLONI &
CARDOSO, 1999a). O micélio é uma rede de hifas externas que aumenta a exploragdo do
solo pelas raizes da planta hospedeira, maximizando a absorcdo de nutrientes e ajudando na
nutricdo. A planta por sua vez oferece substrato energético ao fungo, formando assim uma
relacdo perfeita de simbiose em condi¢des adequadas de pH, temperatura, manejo do solo,
disponibilidade de nutrientes, umidade, aeragdo, entre outros.

Citros € uma cultura de sistema radicular profundo, pobre em pelos absorventes,
altamente micotréfica, isto €, dependentes da associa¢do com FMAs (FONSECA et al., 1994;
MELLONI & CARDOSO, 1999a). As plantas micorrizadas apresentam maior
desenvolvimento e produtividade com alteracfes metabolicas diversas, como maior atividade
fotossintética, enzimatica, producdo de reguladores de crescimento e nutricional; resisténcia a
pragas, doencas, déficit hidrico (FILHO & NOGUEIRA, 2007). Os beneficios gerados pelos
FMAs podem ser fisicos ou quimicos, além da agregacéo fisica de particulas do solo ou
substrato através da rede de hifas, também produzem substancias cimentantes, como as
glomalinas (SIQUEIRA et al., 1994).

Os FMA s sdo eficientes, principalmente, na absorcéo de elementos de baixa mobilidade
como o Zn, Cu e P (MALAVOLTA, 1980), que sdo nutrientes de dificil manejo,
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principalmente nos solos brasileiros. Com o pH predominantemente acido, o P facilmente se
torna indisponivel devido a uma série de interaces com a matriz do solo, com a fragdo
organica, os argilominerais e com outros nutrientes, fazendo com que sua disponibilidade na
rizosfera seja limitada, o que restringe a absorcdo pelas raizes (MATTOS JUNIOR et al.,
2012).

As plantas absorvem o P em uma velocidade maior do que a velocidade de liberagéo da
solugéo do solo, causando uma zona de deplecdo na rizosfera. Portanto, a associagdo com
FMAs torna-se benéfica, visto que as hifas podem alcancar até 8 cm de distancia da superficie
da raiz, excedendo a zona de deplecdo da rizosfera, aumentando assim a area de contato com
0 solo e ampliando os sitios de absor¢do de P (SILVEIRA, 1992). NUNES et al. (2006)
avaliaram que a colonizagdo micorrizica natural de PEs de citros no campo, mesmo sob altas
doses de P, varia entre genotipos e épocas de avaliagdo. O mesmo foi observado por NUNES
(2007), em um trabalho com micorrizas em péssego, em que altos niveis de P no solo ndo
afetaram a colonizacéo radicular nem no péssego convencional nem com manejo integrado.

O teor de matéria organica no substrato influéncia a eficiéncia da simbiose, como
constatado por TRISTAO et al. (2006) em mudas de café e em diferentes substratos. Os
melhores efeitos da micorrizacdo ocorreram com altas doses de P, pois o substrato continha
solo, esterco e adubacdo, e como resultado houve maior acimulo e eficiéncia na utilizacdo do
P. No entanto, sem a presenca da adubacdo, nas mesmas condicdes, as plantas colonizadas
apresentaram um decréscimo de 17% no acumulo de P em relacdo as mudas ndo colonizadas.

MAIORANO et al. (2004) realizaram trabalho com mudas de limao ‘Cravo’ em
diferentes substratos e constataram que aquelas micorrizadas mostraram aumento nos niveis
de N, K, P, Mg e Cu nos tecidos, porém as respostas foram influenciadas pelo substrato
utilizado e a espécie do fungo, sendo que o FMA Glomus etunicatum se mostrou mais
eficiente que o G. intraradices.

Em solos com altas disponibilidades de P pode ocorrer uma resposta negativa da planta
quando colonizada por FMAs. O micélio do fungo ndo consegue fazer uma colonizagédo
eficiente da raiz da planta e passa a agir principalmente como dreno. Ocorre uma diminuicéo
da colonizacdo radicular, reducdo no crescimento da parte aérea das plantas, na transpiracéo e
aumento da resisténcia estomatica, como observado por SENA et al. (2004). NOGUEIRA &
CARDOSO (2000) constataram influéncia negativa do aumento das doses de P sobre o
micelio externo ativo (MEA), de maneira analoga a colonizacdo radicular.

MELLONI & CARDOSO (1999b) observaram que em altas doses de P houve aumento

na matéria seca de plantas, contudo houve diminuig&o na colonizagéo da raiz, principalmente

7



na tangerina ‘Cleopatra’, sugerindo ser essa variedade mais micotrofica, quando comparada a
laranja caipira. Os autores sugeriram ainda que ocorreria um efeito de depresséo no
crescimento vegetativo com doses maiores de fosforo. Também relataram correlagdo negativa
entre absorcdo de N, Ca, Mg e comprimento de MEA para laranja caipira, enquanto que para
tangerina ‘Cledpatra’ encontrou-se correlacdo positiva entre esses macronutrientes e
comprimento de micélio externo total (MET), mostrando que os beneficios entre essas
interacOes variam de acordo com a espécie do fungo e da variedade da planta.

A tangerina ‘Cledpatra’ esta entre as espécies Citricas mais dependentes da micorrizacéo
(CARDOSO et al.,, 1986). Em um experimento realizado por ALTOE et al. (2008), a
inoculagdo com o FMA promoveu maior crescimento em altura, numero de folhas, diametro
do caule, &rea foliar e na massa seca das folhas e do caule. Os contetidos de P, K, Fe e Mn
também foram mais elevados nas plantas colonizadas.

Plantas micorrizadas tém maior tolerancia ao estresse por falta de 4gua e se recuperam
mais rapidamente do murchamento (SILVEIRA, 1992). Os FMAs tém promovido efeitos
interessantes em solos contaminados e com concentragBes toxicas de nutrientes e outros
elementos minerais, como verificado por ANDRADE et al. (2008), cujo estudo demonstrou a
resisténcia das plantas de milho micorrizado em presenca de metais pesados (Cd) e doses de
P. Em um experimento realizado por CARDOSO et al. (2003), com soja e altas doses de Mn,
observou-se que as plantas mostraram resposta positiva quando colonizadas por FMAs,
principalmente Glomus macrocarpum, diminuindo o teor de Mn na parte aérea das plantas,
assim como os sintomas de toxicidade, porém, proporcionando um maior conteudo de Mn nas
raizes. Os autores sugeriram que esse resultado pode ter sido causado pela diminuicdo de
bactérias solubilizadoras de Mn na rizosfera (NOGUEIRA et al., 2007). KOTHARI et al.
(1991) estudaram bactérias rizosféricas e FMAs em plantas de milho, e constataram que o teor
Mn na parte aérea das plantas micorrizadas foi menor juntamente com a reducdo de bactérias
redutoras de Mn na rizosfera dessas plantas, evidenciando que houve uma interagcdo negativa

entre o fungo e essas bactérias, mas que provavelmente favoreceu a planta.

2.2.2 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) englobam dois grupos: as
diazotroficas endofiticas e as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs).
As bactérias diazotroficas endofiticas colonizam o interior da planta, sendo um

ambiente favoravel, com menor competicdo e maior protecdo a outros micro-organismos,
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além do maior acesso aos nutrientes disponibilizados pela planta (BALDANI & BALDANI,
2005). E relatada a existéncia dessas bactérias nas folhas, colmo e raizes de diversas plantas
(MONTANEZ et al., 2009).

As RPCPs habitam a rizosfera, regido do solo sob influéncia direta das raizes, com
caracteristicas distintas das do solo (DANTAS et al., 2009), sdo mais susceptiveis a fatores
edéaficos - climaticos e a competicdo com outros micro-organismos. A rizosfera é uma regido
que contém muitas substancias que beneficiam essas bactérias (COELHO et al., 2007). Entre
as rizobactérias encontram-se 0s géneros Pseudomonas e Bacillus (CARDOSO & FREITAS,
1992; FREITAS, 1994; PATTEN & GLICK, 1996; FREITAS & VILDOSO, 2004).

As bactérias do género Pseudomonas pertencentes ao grupo fluorescente produzem um
pigmento fluorescente em meio B de king (KING et al., 1954), observado sob luz com
comprimento de onda proximo ao ultravioleta (STANIER et al., 1966), sdo representadas
pelas espécies P. aeruginosa, P. fluorescencens e P. putida; sendo as duas Ultimas
pertencentes, muito frequentemente, as RPCPs. A P. aeruginosa € causadora de infeccdo
hospitalar e pode ser diferenciada das demais por produzir fluorescéncia no meio A de king
(KING et al., 1954). Ja o género Bacillus tem formato de bastonete, gram positivo, aerébia ou
aerobia facultativa, é incluido entre as bactérias formadoras de enddsporos, estruturas
altamente resistente a condicGes adversas do ambiente, e por isso para seu isolamento é
utilizada alta temperatura, pois bactérias que nao produzem enddsporos ndo sobrevivem a essa
condicdo (FREITAS, 1994).

As bactérias podem atuar de forma direta e indireta, sendo que entre os beneficios
destacam-se a ciclagem e mineralizacdo de nutrientes, fixacdo biolégica de nitrogénio,
producdo de fitohorménios, efeito alelopatico sobre outros micro-organismos pela producéo
de antibidticos ou competicdo de nutrientes, entre outros (CARDOSO & FREITAS, 1992;
TRIVEDI et al., 2011). As bactérias atuam de diferentes modos sobre cada planta, sendo que,
além do substrato onde habitam, demonstram preferéncia pela colonizacdo de algumas plantas
mais do que outras (COELHO et al., 2007).

Resultado positivo da interacdo planta - bactéria sugere a melhoria na nutricdo da
planta, devido a mineralizacdo de alguns nutrientes e melhorias na qualidade do solo. Um
exemplo usual sdo as bactérias solubilizadoras de fosfatos naturais, que séo bastante
influenciadas pelo ambiente, sendo que um manejo adequado do solo é crucial para o
desenvolvimento desta microbiota (BARROTI & NAHAS, 2000; SILVA FILHO & VIDOR,
2001).



As bactérias do género Pseudomonas do grupo fluorescente sdo conhecidas pela sua
capacidade de produzir sideréforos, que sdo compostos de baixo peso molecular, quelantes de
Fe, produzidos quando este é limitado. Essas substancias podem ser absorvidas pela planta
(NEILANDS, 1981; COELHO et al., 2007). O sideroforo impossibilita a ligacdo do Fe com
outros nutrientes e também o indisponibiliza para outros micro-organismos do solo, causando
competicdo pelo nutriente, o que pode impedir o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos. Também pode haver competicdo com a planta pelo Fe (MORRIS et al., 1990).

PATTEN & GLICK (1996) avaliaram a promocdo de crescimento de feijdo pela
producdo de hormdnios (AIA) por Pseudomonas putida e sugeriram que o AlA bacteriano
desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema radicular da planta
hospedeira, porém quando os niveis desse hormonio sdo elevados pode ocorre o efeito
inverso, inibindo o crescimento da raiz (LAMBRECHT et al., 2000).

A caracterizacdo desses beneficios é muito dificil de ser feita, devido influéncia dos
fatores externos, mutabilidade e porque nem sempre as caracteristicas encontradas in vitro se
manifestam in vivo. FREITAS & VILDOSO (2004), em um experimento em campo e em casa
de vegetacdo, com diferentes substratos, avaliaram a colonizacdo de RPCPs e a sua interacdo
com meio ambiente e observaram que algumas bactérias respondem de maneira diferente
dependendo dos fatores ambientais, enquanto outras mantém as suas caracteristicas em
situacOes diversificadas. De acordo com esses autores, uma opcao para melhorar 0 manejo
seria 0 uso de uma mistura de isolados benéficos, com diferentes modos de acao.

Um modo de acdo dessas bactérias relacionado a promocéo de crescimento da planta € a
capacidade de competicdo e/ou inibicdo de patégenos do solo. MAVRODI et al. (2012)
usaram bactérias do género Pseudomonas para supressdo de Rhizoctonia e Pythium
causadores da podridao radicular de trigo. As bactérias foram testadas para antagonismo in
vitro e in vivo para o controle da doenca, e algumas que foram negativas in vitro se mostraram
eficientes no controle do patégeno em plantas in vivo. Quatro dos isolados aumentaram o
comprimento da parte aérea e massa de raiz de trigo, mas estes efeitos de promoc¢do do
crescimento foram correlacionados com supressdao da doenca apenas para duas estirpes,
demonstrando outros mecanismos de promoc¢do de crescimento. Os autores também
relacionaram o potencial de antagonismo das bactérias com a sua capacidade de colonizar e se
manter viavel na raiz.

SOTTERO et al. (2006) avaliaram bactérias pelo teste de antagonismo a Fusarium sp.
in vitro, em plantas de alface, porém, ndo houve relagéo entre a promog¢éo do crescimento e a

competicéo in vitro. Os efeitos de crescimento ndo foram significativos e houve antagonismo
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in vitro, mas provavelmente, pela competicdo por nutrientes e ndo pela producéo de algum
metabolito.

AMORIM & MELO (2002) avaliaram a interagdo de RPCPs, citros e Phytophthora, e
observaram que quatro dos isolados estudados foram eficientes no antagonismo a
Phytophthora, in vitro, porém todos os isolados causaram reducdo na percentagem de
infeccdo da doenca. Também relataram crescimento na raiz e na parte aérea das plantas de
citros em tratamentos com rizobactérias e na auséncia de patégeno. Os autores sugeriram que
os resultados observados foram devido ao crescimento da planta com sistema radicular sadio,
pela inibicdo e alteracdo da microbiota normal da rizosfera, pela antibiose ou competicao por

nutrientes, principalmente ferro.

2.2.3 Interacdo de micro-organismos benéficos em plantas

O emprego conjunto de micro-organismos € um aspecto ainda pouco estudado na
producdo de mudas, principalmente em PEs de plantas citricas. A interacdo de BPCPs e
FMAs pode resultar em aumentos significativos no crescimento da planta, melhora no vigor e
sanidade, garantindo maior sobrevivéncia da muda no campo apo6s o transplantio (SILVEIRA,
2007; TRINDADE et. al, 2010).

O FMA associado a planta altera a producéo e liberacdo de exsudatos radiculares o que
aumenta o efeito rizosférico, conhecido por micorrizosfera, que estimula a atracdo e
estabelecimento de diferentes comunidades de bactérias (FREY-KLETT et al., 2005; SALA et
al., 2007). A colonizagdo de bactérias diazotroficas endofiticas no interior da raiz pode ser
facilitada pelos FMAs, pelo uso da mesma porta de entrada (LI & STRZELCZYK, 2000).

MIYAUCHI et al. (2008) observaram que a inoculacdo de FMA aumentou a biomassa
da planta de milho e modificou algumas caracteristicas morfologicas das raizes, além de
estimular a colonizagdo das raizes das plantas por bactérias diazotroficas. Entretanto, a
capacidade das bactérias de colonizar as raizes das plantas também depende do genétipo da
planta, sendo o ponto mais crucial da interacéo.

KOHLER et al. (2007) avaliaram a interacdo entre a inoculacdo de um FMA, Glomus
intraradices, uma RPCP, Bacillus subtilis, e um fungo do solo filamentoso, Aspergillus niger,
em plantas de alface. A interacdo mais promissora foi observada entre o G. intraradices e B.
subtilis, apresentando uma melhora de até 70% no desempenho das plantas em relacdo ao

controle.
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SALA et al. (2007) concluiram que houve efeito sinérgico da co-inoculacdo do FMA do
género Acaulospora e de alguns isolados de bactérias diazotréficas endofiticas,
Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera, em plantas de trigo. O fungo micorrizico do
género Glomus foi mais eficiente no aumento do crescimento, acimulo e aproveitamento do
N e do P pelas plantas do que Acaulospora sp. co-inoculado com bactérias diazotroficas. A
inoculagdo isolada de Achromobacter e Zoogloea duplicou o crescimento, acumulo e
aproveitamento do N e P pelas plantas. CHIQUITO-CONTRERAS et al. (2012), em um
trabalho com biofertilizacdo em citros com FMA e rizobacterias (Pseudomonas putida),
concluiram que tanto a inoculacdo individual desses micro-organismos como co-inoculagéo
estimularam positivamente o crescimento de mudas citricas, quando aplicada 50% da dose de
nutrientes recomendada para a citros, tal como o teor de nutrientes foliar, quando comparados
com a testemunha que recebeu 100% da fertilizacdo recomendada.

Assim, o efeito da inoculacao de diferentes micro-organismos pode ser benéfico ou ndo,
dependendo de diversos fatores. YOUNG (1990) utilizou bactérias solubilizadoras de fosfato
e FMA para promocdo de crescimento de Leucaena leucocephala, Acacia confusa, Acacia
mangium, e Liquidambar formosana em trés diferentes solos tropicais. Os resultados
mostraram que o solo foi um fator definitivo nas respostas obtidas, visto que o efeito benéfico
das bactérias pode ser observado mesmo em solos com alto teor de P, 0 que ndo ocorreu para
0 FMA, que diminuiu o nivel de coloniza¢do radicular. FERNANDES (2012), em um
experimento com mudas de citros com FMASs e bactérias diazotréficas endofiticas, observou
gue ndo houve efeito sinérgico entre 0s micro-organismos e a planta, sendo que os melhores
resultados foram obtidos no emprego apenas de bactérias diazotroficas endofiticas,
provavelmente, devido a teores elevados de P no substrato, que interferiram no
estabelecimento e desempenho da associacdo micorrizica.

A utilizacdo adequada de micro-organismos para 0s PES de citros pode ser de interesse
para a obtencdo de mudas mais vigorosas e, possivelmente, reducdo de custos com
fertilizantes (ROCHA et al., 1994), aumento de escala de producdo (SILVEIRA et al., 2003).
E conhecer a resposta da planta a inoculacdo desses micro-organismos e os efeitos dos fatores
ambientais sdo importantes para estabelecer a melhor forma de utilizacdo e manejo da
interacdo para a producdo de mudas de plantas citricas, para que estas, posteriormente em

condigdes de campo, atinjam maior produtividade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e Caracterizagdo de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (RPCPs)

3.1.1 Isolamentos de RPCPs

Foram empregados dois métodos, visando o isolamento de dois possiveis géneros de
rizobactérias: Bacillus e Pseudomonas do grupo florescente. A obtencdo de isolados de
RPCPs foi realizada utilizando raizes de mudas dos porta-enxertos (PEs) de limdo ‘Cravo’
(Citrus limonia), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki) e citrumelo ‘Swingle’ (Poncirus trifoliata x
Citrus paradisi), obtidos em viveiro comercial.

As raizes foram separadas do caule, retirado o substrato nao rizosférico e mergulhadas
em frascos de Erlenmeyer com solucéo de MgSO,.7H,0 (0,01 mol L™), seguido de agitacéo
por 10 min, para o desprendimento do substrato rizosférico na solucéo.

Para o isolamento de possiveis bactérias do género Pseudomonas, foi retirado 0,1 mL da
suspensdo do substrato e feita diluicio em série até 10, plaqueando-se 0,1 mL de cada
diluicdo em placas de Petri contendo meio B de King (KING et al., 1954), que possui baixa
concentracdo de Fe, favorecendo a producgdo de sideroforos responsaveis pela fluorescéncia
de Pseudomonas, quando observada sob luz com comprimento de onda proximo ao
ultravioleta (FREITAS, 1994).

As placas foram mantidas a 30 °C por 24 h para o crescimento das colonias. A escolha
das colénias foi feita aleatoriamente e realizou-se a purificacdo pelo método de esgotamento
por estrias. As colbnias ja puras foram mantidas em meio de cultura B de king com 6leo
mineral a baixa temperatura, para preservacao.

Para isolamento de possiveis bactérias do género Bacillus, os frascos de Erlennmeyer,
contendo a suspensdo do substrato, foram colocados em banho-maria a 80 °C por 20 min, para
formacdo de esporos de resisténcia pelos possiveis isolados de Bacillus. Foram realizados os
mesmos procedimentos descritos para Pseudomonas, porém em meio de batata-dextrose-agar
(BDA). Os isolados foram escolhidos aleatoriamente, dois ou trés isolados por placa, os quais
apresentaram pequenas diferencas morfoldgicas na colonia, como cor, gomosidade, tamanho,
entre outros.

A nomenclatura usada para esses isolados foi de acordo com o modo do isolamento.

Para as bactérias que foram isoladas como possiveis Pseudomonas, foi usada a letra P seguida
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de um ndmero de 1 al5 e, para possiveis Bacillus, foi utilizada a letra B e numeracdo do la
19.

3.1.2 Caracterizac6es dos isolados bacterianos

Os isolados foram caracterizados em cultura pura para alguns possiveis modos de

atuacao.
3.1.2.1 Coloracdo de Gram e end6sporos

Foi feita a coloragdo de Gram das bactérias, sendo que Pseudomonas €
predominantemente Gram negativa e Bacillus, Gram positiva. Também foi feita a coloracédo
de endosporos para Bacillus, pois essas bactérias produzem esporos como forma de
resisténcia. Os isolados do género Pseudomonas foram plaqueados no meio A de King, para
verificagdo da producdo de um pigmento azulado (fenazina), indicativo da espécie

Pseudomonas aeruginosa, que pode causar infeccdo hospitalar (FREITAS, 1994).
3.1.3.2 Produgéo de substancias indolicas — teste da membrana de nitrocelulose

Empregou-se 0 método colorimétrico baseado em PILET & CHOLLET (1970). Os
isolados foram transferidos para placas com meio tripticaseina de soja diluido 10 vezes (4 g L
! de meio de tripticaseina; 15 g L™ de 4gar; 1,06 g L™ triptofano). Os isolados foram cobertos
com membrana de nitrocelulose. Depois de 24 h incubadas a 28 - 30 °C, as membranas foram
retiradas, saturadas com solucdo de Salkowski (1 mL de FeCls.6H,0 a 0,5 mol L™ — 135 g
L™ em 50 mL de HCIO, 35%) e incubadas a temperatura ambiente. Os isolados que
formaram um halo avermelhado na membrana, em um periodo de 30 min a 2 h, foram

considerados produtores de substancias indolicas.
3.1.2.3 Antagonismo a fitopatdgeno

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto a capacidade antagonista ao
fitopatdgeno Phytophthora citrophthora, pelo método da cultura pareada para verificagdo de
antagonismo in vitro. Discos de meio BDA contendo as estruturas do patdégeno foram

depositados no centro de cada placa com BDA e incubados por 72 h. Apds esse periodo foram
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inoculadas as bactérias do género Bacillus em quatro pontos equidistantes e incubadas
novamente a 28 °C, até que o patdgeno no tratamento controle (sem isolado) atingisse a borda
da placa. O mesmo foi realizado no teste com Pseudomonas, porém a bactéria foi inoculada a
1 cm da borda da placa em 2 pontos equidistantes, conforme MAVRODI et al. (2012).

Foram considerados trés tipos de interacdo entre as bactérias e o patégeno: nao houve
inibicdo do crescimento do patogeno; houve efeito fungistatico, mas o crescimento do
patégeno foi maior que 5 mm; houve efeito fungistatico e o crescimento do patdgeno foi
menor que 5 mm (adaptado de MARIANO, 1993).

3.1.2.4 - Solubilizagéo de fosfato in vitro

A analise qualitativa da solubilizacao de fosfato in vitro foi realizada em meio contendo
1% de glicose; 2% de agar; 0,2% de asparagina; 0,05% de MgSO,.7 H,0; 0,01% de NacCl,
0,01% de KCI; 0,05% de extrato de levedura, com pH previamente ajustado para 7,0. O meio
foi colocado em banho-maria a 50 °C até a temperatura estar em equilibrio. Foram
adicionadas duas soluc@es: 50 mL de K;HPO,4 10% e 100 mL de CaCl, a 10%, previamente
esterilizadas com filtro bacteriologico (millipore 0,01-10 um). A capacidade dos isolados
bacterianos de solubilizar fosfato foi confirmada pela presenca de um halo transparente ao
redor da colonia (KATZNELSON & BOSE, 1959).

3.1.2.5 Quantificacdo da solubilizacédo de fosfato inorganico

Para a quantificacdo da solubilizacdo de fosfato inorgéanico, as bactérias foram
inoculadas em meio liquido esterilizado com 10 g L™ de glucose; 0,15 g L™ de (NH4),SOq;
0,2 g L' KCI; 5 g L de MgC1,6.H,0; 0,25 g L™ MgS0,4.7H,0. Quando o meio atingiu a
temperatura ambiente, adicionou-se 5 g L™ de Cas(PO4), previamente esterilizado em estufa a
150 °C por 1 h. Apds 2 dias de agitacdo constante a 28 °C, foi retirada uma aliquota para
analise de proteina e o restante da amostra foi centrifugado a 6000 g por 10 min; o
sobrenadante foi filtrado em papel filtro Watman n.42. Foi realizada a leitura das amostras em

espectrometro de emissdo com plasma acoplado e também foi feita a leitura do pH.

3.1.2.6 Quantificacdo de proteina total
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A proteina total foi determinada pelo método de LOWRY et al. (1951) modificado por
RODRIGUES (2004). Uma aliquota de 1 mL do meio para solubilizacdo de fosfato foi
colocada em eppendorf e centrifugada 5500 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado,
suspendido e homogeneizado em 1 mL de agua deionizada esterilizada. Foram retirados 250
pL da nova suspensdo e acrescido mais 250 uL de dgua deionizada esterilizada e 500 pL de
NaOH 1 mol L™ Os tubos foram mantidos em banho-maria a 100 °C por 5 min. Quando
atingiu a temperatura ambiente foram acrescidos 2,5 mL do reagente de Lowry - 50 mL da
solucdo de Na,COs (50 g L™); 1 mL da solugdo de KNaC4H406.4H,0 (20 g L), 1 mL da
solugdo de CuSO..5H,0 (10 g L™). Os tubos foram agitados e incubados por 10 min no
escuro e acrescida uma solucdo de Fenol Ciocalteau diluida em &gua deionizada esterilizada
(1:2). Procedeu-se uma nova agitacao e incubacdo no escuro por 30 min. A leitura foi feita em
espectrofotbmetro a 750 nm.

A curva padrao foi feita em dgua com albumina bovina a partir de uma solucéo estoque
(0,3 mg mL™) nas concentracdes de 7,5; 15; 22,5; 30; 45; 75; 90 e 120 uL mL™.

3.1.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparagdo das médias
foi realizada pelo teste de Skott Knott a 5%, utilizando o programa SISVAR.

3.2 Selecdo de RPCPs em Casa-de-vegetacao

3.2.1 Selecgéo de isolados de Bacillus

Os 19 isolados de possiveis Bacillus foram testados em mudas do PE tangerina
‘Cledpatra’ para selegdo dos mais eficientes na promogdo de crescimento das plantas. As
sementes foram desinfestadas com hipoclorito (2,5%) e germinadas em tubetes de 55 cm®,
com substrato comercial a base de vermiculita e casca de Pinus, especifico para citros. O
substrato foi autoclavado a 120 °C por 30 min com pressdo de 1,5 T por duas vezes. Segue na

tabela 1 a analise quimica do substrato quanto aos teores solUveis e totais dos nutrientes.
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Tabela 1 - Composicdo do substrato utilizado quanto aos teores sollveis e totais dos

nutrientes.

L x Soluvel Total
Composicao mg L™ g kg
Nitrogénio-NOs 17,2 -
Nitrogénio-NH,4 12,9 -
Nitrogénio-total 30,1 5,3
Fdsforo 4,2 1,2
Potassio 138,8 2,7
Célcio 59,1 10,4
Magnésio 40,6 11,2
Enxofre 94,0 1,1
Cloreto 35,9 -
Sadio 13,6 -
Ferro 0,2 10,8
Carbono - 163,5

mg kg™
Boro 0,1 <10
Manganés 0,7 277,3
Cobre 0,01 19,4
Zinco 0,03 37,5
Relacdo C/N 31,0 -
pH 58 ]

Sollvel - Método de extracdo: 1,5 (Holanda). Métodos de determinacdo: N-(amoniacal e nitrato): destilacéo;
K,Ca,Mg,P,S,Cu,Fe, Mn, Zn: ICP-OES;

Total - pH em &gua 1:1,5.Teor total: P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn: Extracdo nitrico-percldrico e
determinagdo: ICP-OES , N-Kjeldahl, Umidade 65°C. C org: Walkley-Black

As bactérias foram crescidas em meio de BDA por 24 h a 30 °C foi realizada a
centrifugacgdo (15 min x 5000 g) para a retirada do meio de cultura e foi inserida uma solugéo
salina (MgS0O,.7 H,0 a 0,01 mol L™). A primeira inoculagdo da suspenséo de bactérias foi
feita quando as plantas tinham aproximadamente 8 cm de altura. As mudas receberam 5 mL
de suspensdo bacteriana em solucédo salina e, foi mantido um controle, que recebeu 5 mL da
solucdo salina isenta de bactérias. Apds essa primeira inoculacdo, foi feita a adubacdo
semanal com solugéo nutritiva adaptada de COMETTI et al. (2006) (Tabela 2). A segunda e a
terceira inoculagcfes foram feitas 30 e 60 dias ap0s a primeira, para garantir o estabelecimento

e a manutencédo do indculo das bactérias.
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Tabela 2 - Composigdo da solugéo nutritiva

Composicao Concentrla cao
mg L
Nitrogénio-NO; 172,5
Nitrogénio-NH, 23,1
Nitrogénio-total 195,6
Fosforo 15,1
Potéassio 71,4
Célcio 166,3
Magnésio 48,0
Enxofre 64,0
Boro 0,50
Manganés 0,50
Cobre 0,05
Molibdénio 0,05
Zinco 0,20
Ferro 5,00

Sais utilizados para preparo da solucdo nutritiva: Ca(NOs), . 4H,0; KCI; KH,PO,; KNOs;; MgSO, .7H,0;
NH;NOs; H3BOs; MnCl, 4H,0; ZnSO,4 7H,0; CuSO, 5H,0; Na,Mo0O, 2H20; FeSQ,; Solucdo adaptada de
COMETTI et al. (2006)

O experimento foi realizado na fazenda Santa Elisa - IAC, em casa de vegetacdo, em
delineamento inteiramente ao acaso com 5 repeticdes, sendo cada planta considerada uma
parcela.

As plantas foram coletas aos 100 dias apds a primeira inoculacdo e foram medidas as
seguintes variaveis: altura, didmetro do caule e érea foliar. As plantas foram secas em estufa
de circulacdo de ar a 65 °C para a estimativa da massa de matéria seca da raiz e parte aérea.

Os dados obtidos foram submetidos a analise da variancia e as médias comparadas pelo
teste de Skott-Knott a 5% pelo programa SISVAR.

3.2.2 Selecdo de isolados de Pseudomonas

Os 15 isolados de provavel Pseudomonas e 2 isolados pertencentes a colecdo de
microrganismos do Setor de Microbiologia do Solo do Centro de Solos, do Instituto Agronémico,
foram empregados para selecdo de bactérias eficientes na promoc¢édo de crescimento das plantas.

Os isolados Ps51A e o Ps45A, obtidos originalmente das culturas do tomateiro e soja,
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respectivamente, e o Ps45A ja tinham se mostrado eficientes na promoc¢éo de crescimento de
citros (FREITAS & VILDOSO, 2004).

O experimento foi realizado com citrumelo ‘Swingle’ e tangerina ‘Cledpatra’. Devido a
capacidade de bactérias do género Pseudomonas produzir sidero6foros, foram realizados dois
tratamentos, com adicdo de ferro (Fe +) e sem adicdo de ferro (Fe -) na solucdo nutritiva
(Tabela 2), para avaliacdo do comportamento das bactérias. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente ao acaso e esquema fatorial 18 x 2 x 2, sendo 17 isolados
bacterianos e um controle (sem inoculacéo), em 2 PEs e 2 doses de Fe (Fe + e Fe -).

As sementes foram tratadas com uma solucdo de 2,5% de hipoclorito e em banho-maria
a 35 °C por 40 min para desinfestacdo da semente e amolecimento do tegumento externo,
visando o aumento da velocidade de germinacdo (LIMA et al., 2011).

As bactérias foram crescidas em meio B de king por 24 h a 30 °C foi realizada a
centrifugacdo (15 min x 5000 g) para a retirada do meio de cultura e foi inserida uma solucéo
salina (MgS0,.7H,0 a 0,01 mol L™). Foram feitas duas inoculacdes dos isolados: a primeira
quando as plantas tinham aproximadamente 8 cm de altura e a segunda, 40 dias apds a
primeira, visando a manutencéo dos isolados na rizosfera. As plantas foram coletadas aos 90
dias apos a primeira inoculacdo Além das analises biométricas (altura, didmetro, area foliar e
massa de matéria seca da parte aérea e raiz), a parte aérea das plantas foi seca em estufa com
circulagdo de ar e triturada em moinho tipo Wiley, para anélise do teor de macro e
micronutrientes (BATAGLIA et al., 1983).

Os dados obtidos foram submetidos a analise da variancia e as médias comparadas pelo
teste de Skott-Knott a 5% pelo programa SISVAR.

3.3 Interacdo de BPCPs e FMA em Porta-Enxertos de Plantas Citricas
3.3.1 Experimento em casa-de-vegetagio

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de trés diferentes grupos
de micro-organismos promotores de crescimento de plantas, em dois PEs de citros, avaliando
seu comportamento na auséncia ou presenca de P e Mn na solugdo nutritiva. Os micro-
organismos empregados foram FMA, bactérias endofiticas e rizosféricas, mantendo-se um
controle, sem a inoculagdo de micro-organismo.

Os PEs utilizados foram tangerina ‘Cledpatra’ e o citrumelo ‘Swingle’. As sementes

foram desinfestadas com solucéo de hipoclorito de sédio 2,5% em banho-maria a 35 °C por 1
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h, para ajudar no amolecimento do tegumento e assim aumento da velocidade de germinacéo.
O substrato utilizado foi 0 mesmo do experimento anterior, a base de pinus e vermiculita, e
autoclavado (Tabelal).

O experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 8x2x2, com 12 repeticdes. Os 8 tratamentos foram referentes aos micro-
organismos: controle (sem a inoculagdo de micro-organismos); com inoculacdo do FMA (M);
de bactérias diazotroficas endofiticas (E); de rizobactérias (R); e as intera¢cbes microbianas -
E+R, M+E, M+R e M+E+R, em ambos os PEs. Para fim de avaliacdo, foram considerados
dois experimentos: um para avaliar a resposta da interagdo planta — micro-organismo
influenciada pelo P e outra pelo Mn.

A solucdo nutritiva foi aplicada 2 vezes por semana (Tabela 2), sendo que foram
aplicadas trés diferentes solugdes nutritivas: uma completa, com todos 0s nutrientes, uma sem
adicdo de P e uma sem adicdo de Mn.

As plantas foram colhidas aos 180 dias ap6s a primeira inoculacdo, quando foi feita uma
avaliacdo final da altura, didmetro do caule, area foliar e massa de matéria fresca da raiz. A
parte aérea coletada foi lavada com agua destilada, seca em estufa para obtencdo da massa da
matéria seca da parte aérea (MMSPA) analise do teor de macro e micronutrientes (ltem
3.2.2.). A raiz coletada foi lavada em agua corrente sobre peneira de malha 0,53 mm, seca em
papel absorvente e pesada para obtencdo da massa da matéria fresca da raiz (MMFR).

3.3.2 FMA

O FMA utilizado foi o Glomus intraradices, pertencente a colecdo de microrganismos
do Setor de Microbiologia do Solo do IAC. O inéculo foi obtido pela multiplicacdo de
propagulos do fungo em milho (Zea mays), usado como planta hospedeira, como pedacos de
raiz colonizada, hifas e esporos. Para quantificacdo dos esporos do fungo, uma amostra de 50
mL do substrato foi submetida ao peneiramento Umido (GERDEMANN & NICOLSON,
1966), seguida da centrifugacdo em sacarose (JENKINS, 1964); os esporos foram contados
utilizando-se um microscopio estereoscopico com aumento de até 40 vezes.

Foram utilizados quatro isolados de bactérias endofiticas, também pertencentes a
colecdo do IAC: IAC—Bcleo03, IAC-BSw17, IAC-HSw32 e IAC-HSw35, previamente
selecionados como eficientes na promocdo de crescimento de plantas de citros
(FERNANDES, 2012).
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Os quatro isolados de rizobactérias utilizados neste experimento foram os que
apresentaram melhor promocéo de crescimento no experimento anterior, sendo dois isolados
de Bacillus, B6 e B16, e dois de Pseudomonas, P1 e Ps45A.

O FMA foi inoculado no substrato quando as plantas tinham aproximadamente 8 cm de
altura (dois meses ap0s a semeadura) e foram adicionados aproximadamente 420 esporos por
planta, cerca de 5 mL do substrato que continha o inéculo do fungo.

A primeira inoculacdo da suspencdo bacteriana foi realizada 2 semanas ap0s a
inoculacdo do FMA e repetida 30 dias ap0s a primeira. As bactérias foram crescidas
isoladamente e posteriormente foi feito uma mistura dessas bactérias. As bactérias endofiticas
foram crescidas em meio Dig’s (glicose 2 g L™*; 4c. malico 2 g L™; peptona bacteriolégica 1,5
g L extrato de levedura 2,0 g L™ K,HPO4 0,5 g L™ MgS0, 0,5 g L™; 4c. glutamico 1,5 g
L™": pH 6,0) em agitador por até 72 h a 30 °C. Os isolados de Pseudomonas foram crescidos
em meio B de king e Bacillus em BDA, como no experimento anterior. Foi realizada a
centrifugacgdo (15 min x 5000 g) e o precipitado ressuspendido em solucdo salina (MgSQO,.7
H,0 a 0,01 mol L™). Foram inoculados 5 mL da mistura dos isolados em cada tubete.

3.3.3 Avaliacdo da colonizacédo micorrizica

Apos a coleta, foi retirado 1 g de raiz fina. Para as raizes do citrumelo ‘Swingle’ foi
realizada a clarificagdo com KOH a 2% por 10 min em banho-maria, acidificacdo com HCI a
2% por 24 h e coloracdo com trypan-blue por 2,5 minutos (PHILLIPS & HAYMAN, 1970).
A colonizacéo foi avaliada pelo método da ldmina com segmentos de raiz (GIOVANNETTI
& MOSSE, 1980), com o auxilio de um microscépio, com aumento de até 40 vezes.

Devido a uma maior dificuldade para avaliagdo das raizes da tangerina ‘Cledpatra’ foi
utilizado KOH a 4% e apds esse processo as raizes ficaram imersas por 5 min em uma solucéo
de agua oxigenada (volume 10) e hidréxido de am6nio 20%, em uma concentracdo de 10:1,
respectivamente, para aumentar o clareamento das raizes. Posteriormente, foram imersas por
24 h em HCI a 2% para acidificacdo e coloracdo com trypan-blue por 3 min (PHILLIPS &
HAYMAN, 1970).

3.3.4 Determinacéo dos teores de clorofilas

O 2° e 3° pares de folhas (50 mg) foram picotados (menor que 3 mm), adicionado

dimetil-sulfoxido (DMSO), e mantido em banho-maria a 65 °C até a despigmentacdo das
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folnas (HISCOX & ISRAELSTAM, 1979). As leituras da densidade Optica foram
determinadas em absorbancia em um espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 663 e
645 nm. Para célculo das concentragdes de clorofila a, b e clorofila total foram utilizadas as
seguintes equacdes: cla (ng mL™) = 12,7 Aggs - 2,69 Aess, clb (ug mL™) = 22,9 Agss - 4,68
Agss € Tcl=cla+clb, (ARNON, 1949 e LICHTENTHALER & WELLBURN, 1983). Os

célculos foram expressos em pg mL™ de extrato.

3.3.5 Atividade da redutase do nitrato

Para a determinagédo da atividade da enzima redutase do nitrato (RN) foi utilizado o
método de acordo com HAGEMAN e FLESHER (1960) in vivo, o qual consiste na retirada de
200 mg de folha madura picada e colocada em tubo rosca com 5 mL de substrato tamponado
(20,2 g de KNO3 diluidos em 1 L de tampéo fosfato pH 7,4 e 0,5% de tween-20). Os tubos
foram para o dissecador e foi introduzido 2 min de vacuo por 3 vezes; foram rosqueados e
levados para o banho-maria, no escuro, a 35 °C por 60 min. Foi retirada uma aliquota de 2 mL
do substrato e colocado em tubo de ensaio contendo 1 mL de solucdo de sulfanilamida 1%
diluido em HCI 2 mol L™ (160 mL de HCI concentrado, 10 g de sulfanilamida por litro) e 1
mL de a- naftil etilenodiamino 0,05% (0,125 g de o- naftil etilenodiamino em 250 agua
destilada). As leituras foram feitas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda 410 nm e
foi preparada uma amostra em branco para calibrar o aparelho com uma solucéo de 2 mL do
substrato, 1 mL de solucdo de sulfanilamida ¢ 1 mL da solugdo de a- naftil etilenodiamino
0,05%. A curva foi feita em agua utilizando NaNO, nas concentracées de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
4,0; 6,0 umol NO, L™ .

3.3.6 Atividade da fosfatase 4cida na raiz

A atividade da fosfatase &cida na raiz das mudas de citros foi determinada, in vivo, de
acordo com BESFORD (1980). Foi utilizado 0,1 g de tecido fresco e incubado em 8 mL de
solucdo de p-nitrofenilfosfato de sédio (p-NP) 0,0464 g L™ diluido em tamp&o acetato de
sodio 0,1 mol L™ em pH 4,0, por 20 min a 30 °C. Ap6s esse periodo, 5 mL da amostra foram
retirados e colocados em um tubo contendo 2 mL de NaOH (2 mol L™). Foi realizada a leitura
em espectrofotometro a 410 nm. A atividade da fosfatase 4cida foi expressa em pg p-NP g*h™

de massa de matéria fresca de tecido radicular. A curva padrdo foi feita com 4-nitrofenol (a
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partir de uma solucdo estoque de 17,38 mg L™) nas concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5
pmol L,

3.3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, pelo programa SISVAR.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Caracterizagdo de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (RPCPs)

4.1.1 Isolamentos de RPCPs

Foram obtidos 16 isolados de bactérias possivelmente do género Pseudomonas, no meio
B de king; e um total de 19 isolados, no meio BDA, possivelmente do género Bacillus. Os
isolados B1-7, 0 B19, P1-5 e P12-14 foram obtidos a partir da raiz do limio ‘Cravo’, de B8-
14 e P6-11 do citrumelo ‘Swingle’ e do B15-18 e P15 a partir da tangerina ‘Sunki’. FREITAS
& VILDOSO (2004) observaram que na rizosfera de tangerina 'Cledpatra’, houve maior
namero de organismos, principalmente, de bactérias florescentes, nas plantas retiradas dos
citropotes que nas amostradas no campo, indicando que plantas jovens de tangerina

‘Cledpatra’ produzem alguma substancia, que favorece esse grupo de bactérias.
4.1.2 Caracterizac6es dos isolados bacterianos

Todos o0s provaveis Bacillus isolados produziram enddsporos, porém trés se
apresentaram Gram-negativo e, provavelmente, ndo pertencem a esse género, visto que
bactérias do género Bacillus sdo Gram positivas. Um dos isolados de Pseudomonas
apresentou coloracgéo fluorescente em meio A de King e foi devidamente descartado.

Dentre os isolados, 52,7% apresentaram resposta positiva in vitro para producdo de
substancias indolicas, sendo que desse total, dez eram Bacillus e nove Pseudomonas (Tabelas

3 e 4). As bactérias que habitam a rizosfera podem influenciar no crescimento planta, por
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meio da producdo de uma série de fitohorménios para a planta hospedeira, como as auxinas.

A producdo da auxina, como acido indolacético (AlA), é difundida entre bactérias e a planta

associada (PATTEN & GLICK, 1996). Como se trata de rizobactérias, a resposta pode ser

um aumento radicular que resulta em melhor exploracdo do solo; entretanto, dependendo da

quantidade do hormonio produzido pela bactéria,

(LAMBRECHT et al., 2000).

esse efeito pode ser deletério

Tabela 3 - Avaliacdo de isolados bacterianos provavelmente do género Bacillus para

producdo de substancias inddlicas, coloracdo de Gram e teste de antagonismo a Phytophthora

citrophthora.

Substancias inddlicas Gram® T
Isolados Halo vermelho ao Antagonismo in vitro
redor da colbnia
B1 Né&o - NI
B2 Nao + XX
B3 Nao + X
B4 Sim - NI
B5 Sim + NI
B6 Sim + NI
B7 Sim + NI
B8 Sim + NI
B9 Sim + NI
B10 Sim + NI
Bl1l Sim + NI
B12 Nao + X
B13 Né&o + X
B14 Né&o + X
B15 Né&o + XX
B16 Nao + XX
B17 Nao + XX
B18 Sim - NI
B19 Sim + NI

W_ Gram (+) positivo e (-) negativo

@ _ Antagonismo in vitro realizado com P.citrophthora LRS04/07(EMBRAPA): NI — N&o houve inibicdo do
crescimento do fungo, (x) houve efeito fungistatico, mas o crescimento do fungo foi maior que 5 mm; (xx) houve

efeito fungistatico e o crescimento do fungo foi menor que 5 mm
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Tabela 4 - Avaliacdo de isolados bacterianos do género Pseudomonas quanto a

solubilizacdo de fosfato e producédo de substancias inddlicas.

Substancias Solubilizag&o de fosfato

Isolados indolicas Antagonismo
Halo vermelho ao Halo claro a0  Quantificagdo mg P in vitro®
redor da coldnia  redor da colénia  mg™ proteina ) pH

Controle - - - 8,99 a -
P1 Néo Sim 71,1c 8,10 c NI
P2 Sim Sim 193,0a 8,05¢c X
P3 Sim Sim 122,7b 8,22 b NI
P4 Néo Sim 106,1 b 7,96 C NI
P5 Sim Sim 66,3 ¢ 8,11c NI
P6 Néo Sim 51,2c 8,25b NI
P7 Sim Sim 34,8d 8,24 b NI
P8 Sim Nao 22,0d 8,24 b NI
P9 Na&o Sim 26,4d 8,11c NI
P10 Sim Sim 52,8¢ 8,21b X
P11 N&o Sim 58,9 ¢ 8,18 b X
P12 Né&o Sim 56,7 ¢ 8,11c NI
P13 Sim Sim 43,2d 8,06 c NI
P14 Sim Nao 70,7 ¢ 8,06 c NI
P15 Sim Ndéo 30,7d 8,26 b XX

Ps51A Nao Sim 57,3¢ 8,02¢c X

Ps45A Nao Sim 675¢C 8,07c NI

CV(%) 19.36 0.81

@ valores médios apresentados originais (sem transformacdo). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

pelo teste Scott knott (p<0,05); equacéo utilizada S.F. = Jx.

@ Antagonismo in vitro realizado com P.citrophthora LRS04/07(EMBRAPA): NI — N&o houve inibicdo do
crescimento do fungo, (x) houve efeito fungistatico, mas o crescimento do fungo foi maior que 5 mm; (xx)
houve efeito fungistatico e o crescimento do fungo foi menor que 5 mm

No teste de antagonismo in vitro ao patdgeno P. citrophthora com Bacillus, 8 dos 19
isolados (42%) causaram paralisacao total ou diminuicdo do crescimento do patdgeno (Tabela
3). Também foi observado que as bactérias que ndo causaram efeito fungistatico foram as que

apresentaram resultados positivo para produgdo de substancias indélicas.
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Dos 17 isolados de Pseudomonas (Tabela 4), cinco (29,4 %) foram eficientes no teste
do antagonismo. O teste foi realizado em meio de BDA, pois no meio de B de king o
patégeno P.citrophthora teve seu crescimento afetado, provavelmente, pela auséncia de ferro
do meio.

A capacidade das bactérias de causar antagonismo a alguns microrganismos patogénicos
sugere haver inducdo de resisténcia sistémica na planta e como resposta ha promocao de
crescimento (MURPHY et al., 2003). AMORIM & MELO (2002), trabalhando com agéo
antagbnica de rizobactérias a Phytophthora parasitica e P.citrophthora e seu efeito no
desenvolvimento de plantulas de citros, constataram que, dos trinta e trés isolados bacterianos
testados, sete apresentaram atividade antagdnica a Phytophthora spp. em meio B de King, ou
seja, 21,2% foram capazes de inibir significativamente o crescimento micelial dos patogenos.
Em condicdes de casa de vegetacao, todos os isolados, entre 0s géneros presentes estavam
Pseudomonas, Bacillus e Flavobacterium, proporcionaram reducdo na percentagem de
infeccdo da doenga em todos os ensaios realizados. Antagonismo entre Pseudomonas e fungos
parasiticos também foi observado por MAVRODI et al. (2012), que relataram a produgdo de
metabolitos antifingicos para supressdo de Rhizoctonia e Pythium. Dos isolados, testados in
vitro, em BDA, e in vivo, em planta de trigo, onze mostraram-se eficientes no antagonismo in
vitro, sete isolados, na reducdo de sintomas das doencas na planta, dos quais trés ndo deram
resultado in vitro. TRIVEDI et al. (2011) relataram que seis isolados bacterianos, obtidos a
partir de raizes de citros, provenientes de um pomar infestado com HLB, foram capazes de
reduzir o numero de células viaveis de Ca. L. asiaticus; dentre os isolados dois pertenciam ao
género Bacillus e Pseudomonas que tinham sido previamente relatados como antagonicos a
membros da familia Rhizobiaceae (a qual Ca. L. asiaticus pertence). Testes de antagonismo in
vitro demonstram a capacidade da bactéria em realizar biocontrole, sendo que esse
mecanismo pode ou ndo ser reproduzido in vivo, em funcdo da interacdo planta-bactéria-
ambiente. A forma de acdo das bactérias pode ser por competicdo ou por producdo de
metabolitos antagbnicos, 0 que também pode influenciar na promocdo de crescimento da
planta.

Os isolados foram caracterizados quanto a solubilizacdo de fosfato in vitro e nenhum
dos Bacillus apresentou essa capacidade. Esse fato também ocorreu com GOMES et al.
(2003) que nenhum de seus 15 isolados apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato
in vitro como mecanismo de promocéo de crescimento de planta de alface.

Bactérias do género Pseudomonas sdo relatadas como bactérias com grande capacidade
de solubilizacédo de fosfato in vitro (RAMACHANDRAN et al., 2007). Apenas trés isolados
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de Pseudomonas nédo apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio in vitro.
A quantificacdo da solubilizacdo (Tabela 4) mostrou que o isolado P2 apresentou-se 0 mais
eficiente na solubilizacdo do fosfato. Um dos principais mecanismos utilizados pela bactéria
para a solubilizacdo é a acidificacdo do meio (SOBRAL, 2003; INUI, 2009) o que foi
observado, pois todas as bactérias quando comparadas a testemunha (meio sem a inoculagéo)
causaram ligeira reducdo no pH, que ainda se manteve em torno de 8, provavelmente devido
ao pouco tempo de incubacéo (dois dias). Além disso, a microbiota solubilizadora de fosfato é
bastante influenciada pelo tipo de manejo, plantas, quantidade de fosforo e pH (BARROTI &
NAHAS, 2000). CHABOT et al. (1996), utilizando bactérias solubilizadoras de fosfatos,
obtiveram aumentos significativos na matéria seca da parte aérea de plantas de milho, mesmo
em solos com adicdo de P-fertilizante.

Isolados obtidos a partir do seu ambiente podem apresentar caracteristicas desejaveis,
como observado por TRIVEDI et al. (2011) que isolou da raiz de plantas citricas 352
coldnias, sendo que, um total de 39 isolados apresentaram um minimo de cinco caracteristicas
benéficas relacionadas a promoc¢do de crescimento de plantas, como a nutricdo mineral,
solubilizacdo fosfato, producdo de sideroforos, fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese de
acido indol acético (AlA), producdo de enzimas (quitinase) e antibiodticos, inducdo de
resisténcia sistémica, producédo de &cido salicilico, entre outros.

Mesmo, que nem sempre as caracteristicas in vitro se manifestam in vivo, a
caracterizacdo dos isolados ¢ um modo de conhecer 0s possiveis mecanismos de acao desses
isolados, permitindo gerir um melhor manejo de acordo com suas caracteristicas, o que pode
garantir que os isolados mostrem melhor seu potencial para promoc¢do de crescimento de

plantas.

4.2 Selecdo de RPCPs em casa-de-vegetacao

4.2.1 Selecéo de isolados de Bacillus

Dos 19 isolados empregados, 12 (63%) promoveram aumento na altura e na area foliar
(AF) das plantas em relagdo ao controle (Tabela 5). J& 42% dos isolados causaram aumento
na massa de matéria seca da raiz (MMSR), enquanto que 21% na massa de matéria seca da
parte area. Os maiores incrementos na producao de matéria seca da parte aérea e da raiz foram
obtidos pelos isolados B2, B6, B16 e B19. Destes isolados apenas o B6 e o B19 apresentaram

resultado positivo no teste de producdo de substéncias indolicas in vitro. A capacidade das
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bactérias de produzir substancias indolicas ndo € necessariamente um pré-requisito para que
ocorra aumento de crescimento e de produgdo em plantas, pois o efeito benéfico depende de
sua concentracdo. Os fitormbnios estimulam o crescimento das raizes em baixas
concentracdes, porém, causam efeito inibitério em altas, sugerindo que a inoculagdo com
grande nuamero de células bacterianas viaveis pode causar um efeito deletério ao invés de
estimular o crescimento das raizes (DOBBELAERE et al., 2002).

Tabela 5 - Altura, area foliar, massa da matéria seca da parte aérea e da raiz de plantas de

tangerina ‘Cle0Opatra’, sob influéncia de isolados bacterianos do género Bacillus.

Massa de Matéria Seca

Isolados Altura Area Foliar
Parte Aérea Raiz
Cm planta™ cm’ planta™ g planta™

Controle 146b 320c 0,28 b 0,18 b
Bl 149a 29,7¢c 0,23¢c 0,11d
B2 159 a 38,3b 0,37 a 0,22 a
B3 15,6 a 36,4b 0,30 b 0,18 b
B4 129b 33,2¢ 0,26 ¢ 0,17 ¢
B5 15,8 a 38,7b 0,29b 0,15¢
B6 155a 40,4 b 0,34 a 0,22 a
B7 16,1 a 409b 0,31b 0,18¢c
B8 15,3 a 36,0b 0,31b 0,22 a
B9 16,6 a 374b 0,30 b 0,20 b
B10 13,8b 32,8¢ 0,29b 0,23 a
B11 14,1b 33,7¢C 0,27c 0,20 b
B12 15,9 a 395b 0,32b 0,23 a
B13 142 b 356b 0,25¢ 0,15¢
B14 16,8 a 38,8b 0,30 b 0,19b
B15 11,1c 27,2d 0,20d 0,17 ¢
B16 16,9a 48,1 a 0,35a 0,21a
B17 144 b 22,2d 0,18 d 0,11d
B18 135b 3l,1c 0,25¢ 0,21a
B19 155a 39,7b 0,35a 0,24 a

CV (%) 8,3 12,3 14,4 15,1

Médias iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (p <0,05).
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Os isolados B6, B16 e 0 B19 promoveram aumentos em relacdo ao controle para todas
as variaveis, sendo que o isolado B16 apresentou o maior incremento na altura (50,1%) e AF
(15,3%); o isolado B2 apresentou 0 maior incremento na massa de matéria seca da parte aérea
(MMSPA) (30,9%) e o isolado B19, incremento de 28,4% na MMSR. Dos isolados com
maiores incrementos na MMSR, apenas o0s B2, B12 e B16 ndo apresentaram resposta positiva
para producdo de substancias indolicas in vitro, porém foram positivos quanto ao biocontrole.
Contudo, o teste do biocontrole ndo pode ser relacionado diretamente com os resultados
biométricos, pois o experimento ocorreu em condicdes controladas e em casa de vegetacdo
com substrato autoclavado livre de patégenos. O mesmo foi observado por AMORIM &
MELO (2002) concluiram que todos isolados de Pseudomonas, Bacillus e Flavobacterium,
promoveram crescimento em plantas citricas, quando inoculados na auséncia de patdgenos
através de promocdo direta de crescimento e da alteracdo da microbiota rizosferica, fazendo
com que a planta cresca em um ambiente sadio. MAVRODI et al. (2012) observaram que
alguns isolados promoveram crescimento pela supressdo de doencas, porém outros isolados,
que ndo apresentavam essa caracteristica, também promoveram crescimento.

O B15 e B17 causaram reducdo do crescimento das plantas inoculadas comparadas ao
controle (Tabela 3), sugerindo efeito deletério. Esses resultados corroboram com os
experimentos feitos com alface por SOTTERO et al. (2006) e FREITAS et al. (2003), que
evidenciaram isolados que se mostraram parasitico em algumas condi¢oes.

Dos isolados Gram negativo, B4 foi 0 Unico que ndo promoveu crescimento na planta,
enguanto que o isolado B1 promoveu incremento na altura e o B18, que apresentou resultado

positivo para substancis indolicas, apresentou algum incremento na MMSR.

4.2.2 Selecdo de isolados de Pseudomonas

Foi observado que a maioria dos isolados promoveu algum crescimento nas plantas em
relagdo ao controle (Tabelas 6 e 7; Figura 1), exceto os isolados P7 e P9 no citrumelo
‘Swingle’ que ndo promoveram aumento das varidveis analisadas. Na tangerina ‘Cledpatra’,
58% dos isolados promoveram aumento na altura, na faixa de incremento de 7,4% a 15,3%,
destacando-se o isolado P1, no tratamento com adi¢do de ferro (Fe +) (Tabela 6). No
citrumelo ‘Swingle’, 58% das bactérias promoveram aumento na massa de matéria seca de
raiz, na faixa de 5,9% a 37,9%, com destaque para o isolado Ps45A, que promoveu 0 maior
incremento no tratamento sem adicdo de ferro (Fe -). Nessa mesma condicdo, na tangerina

‘Cledpatra’ nao houve diferenga significativa na producdo de massa radicular em relacao ao
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controle. Esses resultados evidenciam a diferenca de resposta que pode ocorrer entre as

plantas citricas e como a interacdo planta-microrganismo influencia tal resposta, em diferentes

condigdes de producdo da muda e manejo da fertilidade do substrato (FREITAS &
VILDOSO, 2004; COELHO et al., 2007).

Tabela 6 — Altura, didmetro, area foliar e massa da matéria seca da parte aérea e raiz de

plantas de tangerina ‘Cledpatra’, com e sem adi¢do de Ferro ao substrato, sob influéncia de

isolados de bactérias do género Pseudomonas.

Massa de Matéria Seca

Altura Diametro Area foliar
Isolado Parte Aérea Raiz
Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -
cm planta™ mm planta™ cme planta™ g planta™

Controle 15,6 bA 15,7bA 1,91aA 1,76 bA 425bA 39,6 bA 0,40bA 0,37cA 0,22aA 0,20aA
P1 18,0aA 16,2aB 1,89aA 1,76 bA 545aA 450aB 0,49aA 040bB 0,22aA 0,20aA
P2 144cB 16,1aA 159bB 185aA 350cB 44, 7aA 0,30cB 0,37cA 0,24aA 0,20aA
P3 139cB 159bA 1,82aA 1,77bA 359cA 415bA 0,33cB 040bA 0,19aA 0,20aA
P4 15,8 bA 16,2aA 1,84aA 1,70bA 40,8bA 41,4bA 0,38bA 0,36 cA 0,21aA 0,19aA
P5 16,4bA 148bB 1,76 bA 156bB 459bA 374bB 044aA 035cB 0,15aA 0,21aA
P6 158 bA 16,8aA 1,89aA 169bB 40,4bA 409bA 040bA 0,36cA 0,20aA 0,18aA
p7 15,1bA 152bA 1,79aA 1,76 bA 425bA 39,6bA 0,36bA 0,36cA 0,20aA 0,22aA
P8 17,7aA 150bB 191aA 167bB 53,3aA 393bB 0,49aA 0,36cB 0,20aA 0,19aA
P9 159bA 16,6aA 191aA 188aA 440bA 421bA 040bA 042bA 0,23aA 0,25aA
P10 140cA 14,7bA 1,65bA 160bA 339cA 381bA 0,29cA 0,32cA 0,15aA 0,17aA
P11 16,1 bA 16,2aA 1,71bA 185aA 425bA 41, 7bA 038bA 0,39cA 0,21aA 0,23aA
P12 176 aA 170aA 1,88aA 191aA 51,7aA 474aA 047aA 045aA 021aA 0,21aA
P13 16,8aA 150bB 1,84aA 1,72bA 43,0bA 386bA 036bA 035cA 0,17aA 0,18aA
P14 157bB 17,3aA 191aA 180aA 40,0bA 439aA 0,38bA 041bA 0,23aA 0,21aA
P15 16,0 bA 16,8aA 1,82aA 193aA 40,6bB 482aA 0,38bB 047aA 0,22aA 0,22aA
Ps51A 18,0aA 17,1aA 1,71bA 187aA 49,6 aA 475aA 045aA 043bA 0,17aA 0,21aA
Ps45A 17,1aA 158bB 1,90aA 1,72bB 51,4aA 482aA 048aA 048aA 0,22aA 0,21aA

CV,% 55 6,7 11,6 11,9 22,6

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si, pelo teste Scott-

knott (p<0,05). Interac&o entre as cultivares ndo apresentada.
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Tabela 7 — Altura, didmetro, area foliar e massa da matéria seca da parte aérea e raiz de

plantas de citrumelo ‘Swingle’, com ¢ sem adigdo de Ferro ao substrato, sob influéncia de

isolados bacterianos do género Pseudomonas.

Massa de matéria seca

Altura Diametro Area foliar
Isolado Parte Aérea Raiz
Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -
cm planta™ mm planta™ cm planta™ g planta™

Controle 149bA 149aA 238cA 222bA 31,3bA 31,3bA 031bA 030cA 0,30bA 0,31bA
P1 17,2aA 123bB 248bA 227bB 418aA 26,8bA 0,38aA 026cB 029bA 0,27cA
P2 152bA 148aA 251bA 221bB 328bA 340aA 036aA 0,28cB 0,36aA 0,20cB
P3 13,8cA 147aA 238cA 235bA 289bA 316bA 030bA 033cA 032bA 0,33aA
P4 148bA 13,0bA 235cA 219bA 359aA 33,0bA 0,33bA 028cA 036aA 0,25cB
P5 143bA 142aA 235cA 233bA 314bA 314bA 032bA 035bA 0,31bB 0,39aA
P6 13,7¢cB  150aA 2,34cA 2,18bA 284bA 31,7bA 029bA 031cA 0,28bA 0,32aA
P7 152bA 143aA 238cA 222bA 313bA 31,3bA 036aA 029cB 0,33bA 0,25cB
P8 143bA 150aA 237cA 252aA 344aA 31,0bA 034aA 0,36bA 0,31bA 0,34aA
P9 145bA 138bA 247bA 229bB 344aA 31,7bA 033bA 0,31cA 0,32bA 0,30 bA
P10 13,7¢cB  153aA 235cA 250aA 319bA 37,1aA 030bB 0,36bA 0,30bA 0,37 aA
P11 146bB 157aA 234cB 257aA 36,2aA 351aA 034aA 037bA 0,33bA 0,36 aA
P12 151bA 152aA 242cA 225bA 414aA 357aB 0,37aA 0,31cB 0,29bA 0,30 bA
P13 145bA 13, 1bA 239cA 238bA 322bA 273bA 031bA 0,27cA 0,31bA 0,30 bA
P14 149bA 153aA 2,70aA 2,59aA 34,7aA 324bA 038aA 036bA 041aA 0,38aA
P15 146bB 157aA 241cA 246aA 296bA 349aA 033bA 0,38bA 0,34bA 0,37aA
Ps51A 124dB 152aA 2,19¢cB 253aA 27,0bB 354aA 027bB 0,36bA 0,26bB 0,34 aA
Ps45A 140cB 155aA 253bA 26l1aA 312bB 398aA 036aB 0,43aA 0,38aA 0,42aA

Ccv 55 6,7 11,6 11,9 22,6

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si, pelo teste Scott-
knott (p<0,05). Interacdo entre as cultivares ndo apresentadas.
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EIncremento em relacio ao controle WDecréscimo em relacio ao controle

50% 50%

47% 47% 47%
41% 41% 41%

41% 41%
A5%
20% 29%

Didmetro |Area foliar MMSPA Altura

Cledpatra Swingle

Figura 1 - Porcentagem do total de isolados bacterianos provavelemente do género
Pseudomonas que influenciou o crescimento de plantas da tangerina ‘Cledpatra’ e do

citrumelo ‘Swingle’, com e sem adi¢do de Ferro ao subtrato.

No tratamento Fe -, o isolado P2 proporcionou melhores resultados na tangerina
‘Cledpatra’ para quatro das cinco variaveis analisadas (Tabela 6), enquanto que no citrumelo
‘Swingle’, o isolado Ps51A causou maiores incrementos nas cinco varidveis, seguido pelo
isolado Ps45A que apresentou incremento em trés varidveis (Tabela 7). FREITAS &
VILDOSO (2004), observaram que o isolado Ps45A havia promovido crescimento na raiz do
limdo ‘Cravo’, porém as respostas ndo se repetiram em um segundo experimento,
evidenciando a instabilidade no comportamento, quanto a capacidade de promocdo do
crescimento, dos isolados de Pseudomonas do grupo fluorescente.

Algumas bactérias também causaram decréscimo em relacdo ao controle para todas as
variaveis de crescimento, sendo que 29% dos isolados causaram reducdo no didmetro para
tangerina ‘Cledpatra’ e em altura para citrumelo ‘Swingle’. Ja no tratamento Fe + houve o
maior nimero de isolados de bactérias que causaram efeito negativo no crescimento das
plantas. Assim, com maior disponibilidade de Fe a bactéria ndo produz sideréforo e pode
haver competicdo com a planta por nutrientes. Ja em condicdo de baixa concentracdo de Fe,
as bactérias podem produzir sideroforos e outros metabdlitos que podem resultar na promocao
de crescimento da planta. VOSS & THOMAS (1998) observaram a competicao das bacterias
com plantas de trigo, pelo Cu e Mn, no qual foi relatada a diminuicdo em 70% e 35%,
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respectivamente, do teor dos nutrientes na parte aérea da planta por processos de sorcao
desses metais, especialmente pela adsor¢édo a parede bacteriana.

Os isolados Ple P14 para o citrumelo ‘Swingle’, no Fe +, e os isolados P10, P15, Ps45A
e Ps51A para citrumelo ‘Swingle’ e P12, P14, P15 e Ps51A para tangerina ‘Cledpatra’, no
Fe -, revelaram-se os isolados mais promissores, pois promoveram incremento em quatro das
cinco variaveis analisadas relacionadas ao crescimento das plantas. J& os isolados P2 e P10,
no Fe +, causaram decréscimo em quatro das cinco varidveis analisadas (Tabelas 5 e 6). Os
isolados P1, P12, Ps45A e Ps51A néo produziram substancias indélicas in vitro e os isolados
P14 e P15 foram os Unicos que tiveram resposta negativa no teste de antagonismo in vitro
(Tabela 2).

Apenas os isolados P3, P11, P14 e Ps45A (23,5%) ndo apresentaram resultados
positivos em relacdo ao controle, quanto ao teor de nutrientes na parte aérea, em nenhum dos
PEs (Tabela 8 e 9). O isolado P2, que apresentou bons resultados de crescimento no
tratamento Fe -, para a tangerina ‘Cledpatra’, influenciou negativamente a planta quanto ao
teor dos nutrientes, mesmo tendo apresentado o melhor resultado quanto a solubilizacdo de
fosfato (Tabela 4). Isso indica a influencia do ambiente sob os isolados e sua variabilidade nas
respostas (FREITAS & VILDOSO, 2004; COELHO et al., 2007).
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Tabela 8 - Teor de Fe, N, P ¢ Mn na parte aérea de tangerina ‘Cledpatra’, na presenga de

isolados de Pseudomonas, com e sem adicéao de ferro ao substrato.

Fe N P Mn
Isolado mg kg™ g kg™ g kg™ mg kg™
Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -
Controle 157,5dB  336,9aA 20,2 bB 21,1 aA 1,6 bB 1,8 bA 47,3 cA 50,9 bA
P1 585,8aA 272,9bB 18,4 cB 21,9 aA 1,3dA 1,3eA 38,0 dA 34,5dA
P2 130,9dA 137,9dA 23,4 aA 18,1 bB 1,4cB 1,6 cA 37,1dA 36,5 dA
P3 136,8dB  280,0 bA 19,7 cA 18,1 bA 1,6 bA 1,6 cA 38,2 dB 49,4 bA
P4 122,6 dA 121,8dA 19,3 cA 16,1 bB 1,6 bB 1,7 bA 46,4 cA 50,0 bA
P5 87,9 eA 83,7 eA 17,9 cA 18,6 bA 15cA 1,6 cA 35,0 dA 34,7 dA
P6 82,1eA 93,3 eA 19,1 cA 17,6 bA 1,6 bB 1,8 bA 37,6 dB 46,4 bA
P7 247,0bA  85,1eB 179 cA 19,6 bA 1,6 bA 1,6 bA 47,1 cA 36,9 cB
P8 73,8 eB 199,8 cA 17,0 cA 19,2 bA 1,7bB 19aA 33,7dB 41,7 cA
P9 2879bA 116,3dB 22,6 aA 18,0 bB 2,0 aA 2,0 aA 62,4 aA 58,2 aA
P10 2444bA  81,7eB 20,9 bA 19,8 aA 19aA 1,3eB 47,4 cA 32,5dB
P11 85,5eB 184,7 cA 20,2 bA 16,7 bB 1,4 cA 1,4 dA 35,6 dA 38,6 CA
P12 2716 bA 113,8dB  21,3bA 192bA  14dA  14dA  46,3cA 46,5 bA
P13 66,9 eA 64,2e A 20,1 bA 22,1 aA 15cA 1,4dA 41,9 dA 38,5 cA
P14 1586 dA  75,5eB 18,9 cA 19,2 bA 1,3dA 1,2eA 38,9 dA 41,4 cA
P15 197,9 cA 93,9eB 20,9 bA 20,3 aA 1,6 bA 1,6 bA 45,5 cA 49,3 bA
Ps51A 99,3 eA 55,7 eA 20,7 bA 18,3 bA 1,4 cA 15cA 54,5 bA 32,8dB
Ps45A 8l4eA 108,7dA  18,7cA 18,8bA  1,4dA 1,3eA 39,0 dA 41,1 cA
Ccv 23,4 8,1 5,6 12,0

Meédias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e mailscula na linha e ndo diferem entre si, pelo teste
Scott-knott (p<0,05). Interacdo entre as cultivares ndo apresentadas.
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Tabela 9 - Teor de Fe, N, P e Mn na parte aérea de citrumelo ‘Swingle’, na presenca de

isolados de Pseudomonas, com e sem adicéao de ferro ao substrato.

Isolado Fe N P Mn
mg kg™ g kg™ gkg' mg kg™
Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -
Controle 1350 bA  140,4bA 20,4 bA 17,4 bB 1,5bA 1,4cB 17,4 bA 22,3 aA
P1 200,5aB  332,1aA 23,1 aA 19,2 aB 1,8 aA 1,7aA 27,1aA 24,6 aA
P2 72,3 cA 88,9 cA 176 cA  193aA 1,4 cA 14cA 208bA 17,0bA
P3 57,9 cA 58,5 cA 16,7cA  155cA 1,2dA 1,2dA  156bA  150DbA
P4 117,1 cA 73,0 cA 17,0 cB 21,1 aA 1,3dB 16aA 216bA 25,5 aA
P5 77,8 cA 94,6 cA 18,9 bA 17,9 bA 1,6 bA 1,7aA 22,7aA 19,0 bA
P6 1936 aA  150,2bA 20,8 bA 17,3bB 1,8 aA 1,7aA  20,1bA 24,8 aA
P7 66,4 cA 69,9 cA 22,2 aA 20,8 aA 1,6 bB 18aA 22,1aA 21,7 aA
P8 61,6 cA 69,9 cA 19,5bA 19,3 aA 1,5bA 15bA 23,7aA 18,1bA
P9 73,8 cA 699cA  191bA 17,1bA 16bA 15bA 279aA 31l4aA
P10 98,6 cA 699cA  153cA 154cA 15bA 14cA 223aA 224aA
P11 83,9cA 69,9 cA 16,6 cA 14,5 cA 1,5bA 14cA 21,0bA 19,9bA
P12 202,2 aA 69,9 cA 15,0cB 17,9 bA 14 cA 15bA 252aA 21,5 aA
P13 66,0 cA 61,9 cA 18,3 cA 18,5 bA 1,4 cA 14cA 285aA 25,8 aA
P14 58,8 cA 52,8 cA 16,9 cA 16,8 bA 1,2dA 12dA 190bA 18,6 bA
P15 149,0 bA 99,0 cB 15,7 cA 129cB 1,1dA 1,1dA 164bA 16,8bA
Ps51A 231,8 aA 76,8 cB 18,1 cA 19,1 aA 1,4cB 15bA 249aA 23,6 aA
Ps45A 93,2 cA 781cA  174cA 145cB  14cA 14cA 154bA  18,8bA
Cv 23,4 8,1 5,6 12,0

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si, pelo teste Scott-
knott (p<0,05). Interacdo entre as cultivares ndo apresentadas.

Na tangerina ‘Cledpatra’, a inoculacdo dos isolados P3, P4, P5, P6, P11, P13, P14 e

Ps45A ndo causaram alteracdo significativa no teor de Fe, N, P e Mn na parte aérea, em

nenhum dos dois tratamentos (Fe + e Fe -). O teor desses nutrientes na parte aérea das plantas

com inoculagdo dos isolados P5 e Ps45A foi inferior ao controle. Pode-se observar que a

inoculagdo do isolado P9 aumentou o teor desses nutrientes na parte aérea, no Fe +.

O citrumelo ‘Swingle’ foi mais beneficiado pela inoculagdo das bactérias, quanto ao

teor de nutrientes, sendo que apenas cinco isolados (29,4%) ndo causaram aumento

significativo no teor de nutrientes na parte aérea. Esses isolados foram P3, P11, P14, P15 e

Ps45A, sendo que com a inoculagéo dos isolados P3 e P15, no Fe -, os teores foram menores
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que o controle. A inoculacdo do isolado P1 aumentou os teores de todos os nutrientes no Fe +,
e em trés nutrientes analisados, no Fe -.

Na parte aérea do citrumelo ‘Swingle’ o teor de P, no tratamento Fe -, e 0 de Mn, no
Fe +, foram mais favorecidos pela inoculacdo das bactérias, no qual 53% das bactérias

mostraram efeito no teor de nutrientes na planta (Figura 2).

BIncremento emrelacio ao controle B Decréscimo em relacio ao controle

100%

5305 53% 53% 47%

Cledpatra

Figura 2 - Porcentagem do total de isolados bacterianos provavelmente do género
Pseudomonas que influenciou os teores de N, P, Fe e Mn na parte aérea de plantas da

tangerina ‘Cleopatra’ e do citrumelo ‘Swingle’, com e sem adi¢do de Ferro ao subtrato.

Na tangerina ‘Cle0patra’, no Fe +, houve aumento no teor de Fe da parte aérea causado
por 35,3% das bactérias inoculadas. J& no Fe -, a inoculacdo de todas as bactérias causou
resposta negativa em relacdo a planta controle, ou seja, os teores foram menores, 0 que
também foi observado no citrumelo ‘Swingle’. 1sso demonstra que, ou houve competicao pelo
elemento, visto que uma das caracteristicas de alguns géneros de Pseudomonas ¢ a producéo
de sideréforos, ou indica que a planta, sem a inoculacdo de bactérias, tem seus préprios meios
para absorcdo de Fe, como producdo de fitosider6foros ou mudancas no pH rizosférico, e que
a presenca de bactérias na rizosfera pode influenciar negativamente os mecanismos da planta
para absorcéo de Fe. CESCO et al. (2006) fez um estudo com fitosideréforos excretados por
gramineas, quando deficientes em Fe, para suprir a deficiéncia de Fe em plantas citricas. O

experimento foi realizado com o citrumelo ‘Swingle’, que ¢ uma planta sensivel a deficiéncia
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de Fe, e o Citrus aurantium que € uma planta tolerante a deficiéncia de Fe. O citrumelo
‘Swingle’ apresentou uma resposta positiva na presenga de cevada, pois esta produz os
fitosider6foros. J& o Citrus aurantium foi capaz de ativar uma resposta fisioldgica na
deficiéncia de Fe, acidificando a solucdo, conseguindo captar o hidréxido de Fe*" pela
diminuicao do pH para 6.

A maior absorgéo de P pelas plantas no tratamento Fe - pode ser explicada ou por um
efeito direto das bactérias ou devido a baixa disponibilidade do Fe resultando em menor
interacdo P-Fe (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1985). Em trabalhos com solos alagados,
verifica-se que quando ha solubilizagdo do Fe na forma reduzida, Fe**, ou no caso do presente
trabalho, a presenca das bactérias, aumenta a complexacdo do Fe pelos sider6foros, deixando
o Fe indisponivel para interagdes, ocorrendo assim, um aumento na quantidade de P
disponivel em solucdo, pois esse passa a ser liberado dos complexos que forma com o Fe
(HERNANDEZ & MEURER, 1998; MELLO et al., 1999; SILVA & RANNO, 2005).

Apesar de serem poucas as bactérias que promoveram algum incremento no teor dos
nutrientes, algumas causaram incrementos bastante significativos em relagdo a planta
controle. A inoculacdo do isolado P1 causou um incremento de 271,8% no teor de Fe, sendo
que houve uma variagdo de 25,6 a 271,8%, no Fe +, na tangerina ‘CleOpatra’. O mesmo
isolado no citrumelo Swingle’, no Fe -, apresentou um incremento de 136,6% para 0 mesmo
elemento. No Fe +, a inoculacdo dos isolados causou incremento que variou de 43,4 a 71,7%
sendo que o teor de Fe apresentou maior percentagem de incremento comparado com 0s
outros elementos. A inoculacdo do isolado P1 também promoveu incrementos nos teores de N
e P, sendo de 13,3% e 23,4% respectivamente, para a tangerina ‘Swingle’, com Fe +. O
mesmo isolado também promoveu incrementos significativo na altura, AF e MMSPA em
ambos os PEs (Tabelas 6 e 7).

Para a tangerina ‘CleOpatra’, a inoculagdo do isolado P9 promoveu 0s maiores
incrementos nos teores de P e Mn, com Fe + e Fe -, com 30,9%, 15,6%, 32% e 14,2%
respectivamente. O mesmo isolado, P9, promoveu incremento de 41,3% no teor de Mn na
parte aérea de citrumelo ‘Swingle’, no Fe -. A inoculagdo do isolado P6 incrementou em
19,2% o teor de N, do P7, em 30,6% o teor de P, no Fe -, na parte aérea de citrumelo ‘Swingle
e do P6, em 63,4% o teor de Mn, no tratamento Fe +.

Verificou-se efeito diluicdo na concentracdo dos elementos minerais na parte aérea das
plantas, uma vez que apenas seis isolados promoveram maiores acimulos de nutrientes em

relagdo ao controle. No citrumelo ‘Swingle’, a inoculagdo dos isolados P1, P9, P10, P12 ¢
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Ps51A, enquanto na tangerina ‘Cledpatra’, os isolados P1, P9, P12, P13 e Ps51A (Tabelas 10

e 11).

Tabela 10 - Quantidade total acumulada de Fe, N, P e Mn na parte aérea de tangerina

‘Cleopatra’, na presenca de isolados de Pseudomonas, com e sem adicdo de ferro ao substrato.

Isolado Fe N P Mn
g planta™ mg planta™ mg planta™ g planta™
Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -

Controle 77,1 cB 163,9 aA 9,9 aA 10,3 aA 0,76 bA 0,86 aA 23,1bA 24,8 DbA
P1 211,7aA 104,5bB 6,6 cB 8,4 bA 0,47 cA 0,51 dA 13,8dA 13,2cA
P2 49,2 dA 70,3 cA 8,7 bA 9,2 aA 0,52 cB 0,81 bA 13,9dB  18,5bA
P3 47,6 dB 81,5CcA 6,9 CA 52 cB 0,56 cA 0,45 dA 13,4dA 14,3cA
P4 49,1 dA 39,7 eA 7,7 bA 53cB 0,64bA  057cA 185cA 16,4 bA
P5 28,8 eA 32,2 eA 59cA 7,1 bA 0,48 cB 0,59 cA 11,5dA 13,4cA
P6 28,4 eA 42,1 eA 6,6 CA 7,9 bA 0,57 cB 0,82 bA 129dB  20,9bA
pP7 75,6 CA 35,4 eB 55cB 8,1 bA 0,50 cB 0,68 bA 145dA 15,3 bA
P8 28,5eB 71,0 cA 6,6 CA 6,8 bA 0,67bA 0,70 bA 13,1dA 14,8cA
P9 99,8 bA 53,7 dB 7,9 bA 8,3 bA 0,72bB 0,94aA 22,0bB 26,7 aA
P10 114,0bA 32,8€eB 9,7 aA 7,9 bB 0,89 aA 0,51dB 220bA 129cB
P11 29,5eB 54,3 dA 6,9 CA 49 cB 0,49 cA 0,41 dA 123dA 11,3cA
P12 109,8 bA 46,8eB 8,6 bA 7,8 bA 0,54 cA 0,58 cA 18,7cA 18,9 bA
P13 28,8 eA 29,1 eA 8,6 bA 10,0 aA 0,65bA  0,63cA 18,0cA 17,4bA
P14 55,5 dA 28,7 eB 6,5 cA 7,3 bA 0,44 cA 0,47 dA 13,3dA 15,7bA
P15 78,3 cA 36,0 eB 8,3 bA 7,8 aA 0,64bA  0,63cA 179cA 18,9bA
Ps51A 48,4 dA 215eB 10,1 aA 7,1 bB 0,69bA 0,57cB 26,5aA 12,7cB
Ps45A 35,4 eA 48,6 eA 8,1 bA 8,3 bA 0,59 cA 0,56 cA 16,9dA 18,2 bA

cv 235 13,2 12,4 16,5

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si, pelo teste Scott-
knott (p<0,05). Interacdo entre as cultivares ndo apresentadas.
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Tabela 11 — Quantidade total acumulada de Fe, N, P e Mn na parte aérea de citrumelo

‘Swingle’, na presenga de isolados de Pseudomonas, com e sem adicdo de ferro ao substrato.

Isolado Fe N P Mn
ug planta™ mg planta™ mg planta™ ug planta™

Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe - Fe + Fe -

Controle 57,9bA 505bA 87aA 63aB 064aA 049aB 75bA 80aA
P1 59,8bB 109,9aA 69bA 64aA 055aA 057aA 81aA 82aA
P2 186 cA 30,2cA 46cB 66aA 037cB 048aA 54bA 58DbA
P3 153cA 194cA 44cA 51bA 032cA 040bA 41bA 49DbA
P4 378cA 213cA 54cA 62aA 042cA 048aA 69bA 74aA
P5 19,4cA 308cA 47cA 58aA 041cB 054aA 57bA 62bA
P6 62,2bA 483bA 6,7bA 56aA 058aA 054aA 64bA 79aA
P7 198cA 20,2cA 66bA 59aA 047bA 052aA 6,6bA 62bA
P8 181cA 30,3cA 57cA 66aA 044cA 052aA 69bA 6,2bA
P9 26,8cA 293cA 71bA 60aA 057aA 053aA 10,1aA 11,2aA
P10 32,7cA 343bA 50cA 49bA 050bA 046aA 7,4bA 72bA
P11 283cA 155cA 56cA 37bB 051bA 036bB 7,1bA 50DbA
P12 72,3aA 36,3bB 54cA 59aA 051bA 049aA 90aA 7,1bA
P13 210cA 239cA 58cA 7,2aA 046DbA 054aA 91aA 99aA
P14 144cA 148cA 41cA 47bA 030cA 035bA 47bA 52DbA
P15 514bA 36,1bA 54cA 47bA 038cA 040bA 56DbA 6,2bA

Ps51A  825aA 261cB 64bA 66aA 049bA 053aA 89aA 82aA
Ps45A  340cA 210cA 64bA 39bB 050bA 037bB 56bA 51bA

Ccv 23,5 13,2 12,4 16,5

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste Scott-
knott (p<0,05). Interacdo entre as cultivares ndo apresentadas.

A inoculacédo do isolado P1, que havia se mostrado eficiente em aumentar os teores de
todos os nutrientes analisados, somente incrementou o acumulo de Fe, em 176%, em relacédo a
planta controle, no tratamento Fe +. JA no Fe -, as plantas com inoculacdo de P1 tiveram
acumulo de Fe inferior ao controle. A inoculacdo do isolado P10 também manteve seu efeito
positivo no acumulo de P e os isolados Ps45A e P9, no de Mn, nos tratamentos Fe + e Fe -,

apresentando incremento de 14,7% e 7,8% respectivamente.
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No citrumelo ‘Swingle’, a inocula¢do dos isolados Ps51A e P1 causou incremento no
acumulo de Fe de 42,5% e 117,5%, com Fe + e Fe -, respectivamente. O acimulo de Mn
apresentou um incremento de 35,7% com a inoculagdo do isolado P9. O acimulo dos demais
nutrientes na parte area das plantas ndo apresentou diferenca significativa entre o controle e o0s
isolados inoculados.

A inoculagdo dos diferentes isolados de Pseudomonas incrementou os acimulos de Fe e
Mn na parte area das plantas, em 23,5% e 29,4%, respectivamente. O acumulo de N ndo
aumentou com a inoculacdo das bactérias, o que sugere que nenhuma das bactérias foi

eficiente na obtencéo de N, seja por FBN ou outro mecanismo (Figura 3).

B Incremento em relagdo ao controle B Decrescimo em relagdo ao controle
1009% 100%
94%
88%
820% B29% 820%
T1% 1% T71%
6504
5904
41%
35%
290429%
24%
12%
6 6 6% ]
Fe+ Fe-|Fe+ Fe-|Fe+ Fe-|Fet+ Fe- Fe+ Fe-|Fe+ Fe-|Fe+ Fe-|Fet+ Fe-
Fe N P Mn Fe N P Mn
Cleopatra Swingle

Figura 3 - Porcentagem do total de isolados bacterianos provavelmente do género
Pseudomonas que influenciou os acimulos de N, P, Fe e Mn na parte aérea de plantas de

tangerina ‘Cleopatra’ e de citrumelo ‘Swingle’, com e sem adi¢ao de Ferro ao subtrato.

FREITAS & VILDOSO (2004) concluiram que Pseudomonas do grupo fluorescente
tem seu desenvolvimento influenciado por fatores como o tipo de substrato e o ambiente, bem
como pela rizosfera, apresentando resposta variavel quanto a promoc¢do do crescimento de
plantas citricas. COELHO et al., (2007) concluiram que o desenvolvimento de Pseudomonas
spp. do grupo fluorescente é influenciado pelo tipo de planta. O mesmo foi observado no

presente trabalho, no qual a inoculacdo de um mesmo isolado responde de maneira diferente
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em relacdo ao PE e nos diferentes tratamentos Fe + e Fe -. Os resultados mostraram que as
bactérias do género Pseudomonas expressam melhor seu potencial em promover crescimento

onde o Fe é um fator limitante.

4.3 Interacao de BPCPs e FMA em PEs Citricos

O efeito da interagdo de BPCPs e FMA nos dois PEs foi avaliado em dois experimentos
distintos, alterando-se o nivel de P e Mn na solucdo nutritiva.

No experimento com e sem adi¢ao de P, nas plantas de tangerina ‘Cledpatra’, no
tratamento sem adicdo de P (P -), a inoculacdo de FMA (M) e da inoculacdo conjunta de
M+R, M+E e M+R+E causaram incrementos em todas as variaveis analisadas, exceto na raiz,
cerca de 18% na altura, 38% na AF e 37% na MMSPA, diferindo significativamente das
plantas controle (Tabela 12). No tratamento com adi¢cdo de P (P +), os tratamentos
microbianos M, M+R e M+R+E também causaram incrementos de cerca de 14% na altura,
34% na AF e 23% na MMSPA, diferindo significativamente das plantas controle. A
inoculacdo da mistura de bactérias endofiticas (E) causou um aumento de 63% na massa
radicular, diferindo significativamente do controle. Entretanto, MMFR diminuiu
significativamente quando houve a inoculagdo de micorrizas (M, M+E, M+R e M+R+E), com
decréscimo de cerca de 33% no tratamento P — e de 56%, no tratamento P +.
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Tabela 12 — Altura, area foliar, massa da matéria seca parte aérea e matéria fresca de raiz de
plantas de tangerina de ‘Cledpatra’ e citrumelo ‘Swingle’, na presenga de microrganismo

benéficos, com adi¢do de solugdo nutritiva com e sem P.

. , Altura Area foliar MMSPA MMFR
Cleopatra
P- P+ P- P+ P- P+ P- P+
cm cm’planta™ g planta™
Controle 246bcA 243bcA 56, 1bA 549cA 0,61bcA 0,62bcdA 0,84 abA 1,00 bA

Endofitica 23,0cB 25,5abA* 522bB  60,4bcA 054cA 0,62bcdA 1,00aB 1,64 aA*
Rizobactéria 24,6 bcA* 22,7bcB 57,4bA  51,3cA  0,62bcA 0,49dB 1,06 aA 0,73 bcdB

R+E 244bcA* 220cB  53,7bA  526cA 059bcA 054cdA 0,65bB 0,88 bcA
Micorriza 26,9 abA* 27,7aA* 732aA* 738aA* 0,72abA* 0,77aA 056 bA 0,59 cdA
M+E 29,0aA* 249bB* 77,2aA* 579bcB 0,83aA* 058cdB  0,62bA 0,50 dA
M+R 26,7 abA* 25,5abA* 67,9aA* 67,3abA 0,70abA 0,66 abcA 0,71 abA 0,45dB
M+R+E 26,9 abA* 27, 7aA* 71,3aA* 70,8aA* 0,80aA* 0,76 abA* 0,62bA 0,69 bcdA
‘Swingle’

controle 235aA 239abA 57,2abA 63,5abA* 0,73aA* 0,73 abA* 1,38 abB* 1,66 aA*

Endofitica 21,3aB  235abA 546bB 66,0aA 0,60abB 0,72 abA* 1,42aA* 0,97 cdB
Rizobactéria 22,0aB 24,6 aA* 59,2abA 64,4 abA* 0,65abA 0,71 abA* 1,39 abA* 1,27 bcA*

R+E 22,5aA 22,8abcA 63,6 abA* 56,9abB 0,71 abA* 0,71 abA* 1,07 bcB* 1,36 abA*
Micorriza 21,6 aA 23,2abA 60,6abA 66,8aA 0,62abB 0,75aA 0,78cA 0,88 dA*
M+E 232aA 212bcB 665aA 595abB 0,70abA 0,60bcB 0,86 cA* 0,71dA
M+R 22,6 aA 22,4 abcA 553abA 63,0abA 0,64abA 0,68abcA 091cA  0,75dA*
M+R+E 21,8aA 20,0cA 535bA 552bA  060abA 055cA  0,97cA* 0,80dA
CV % 6,0 8,4 10,7 19,4

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra mindscula — compara
entre tratamentos microbianos; mailscula — entre adi¢do ou ndo de P e asterisco * — entre 0s porta-enxertos. R —
Rizobacteéria; E- Endofitica; M — Micorriza.

Nas plantas do citrumelo ‘Swingle’ a inoculagdo de micro-organismos ndo aumentou o
crescimento das plantas, independentemente da adicdo ou ndo de P (Tabela 12). No
tratamento P -, a MMSPA e altura das plantas ndo diferiram significativamente em relacdo ao
controle e nem entre os tratamentos microbianos. Entretanto, a MMFR decresceu nas plantas
dos tratamentos R+E, M, M+E, M+R e M+R+E, ou seja, em todas as plantas micorrizadas,
em cerca de 40%. Em P + observou-se uma diminuicdo de até 16% na altura e 25% na
MMSPA pela inoculagéo conjunta de M+E e M+R+E. A massa radicular também foi reduzida
significativamente nas plantas quando foi inoculada a mistura de bactérias endofiticas (E), em
42%, de rizobacteérias (R), em 24%, e nas plantas micorrizadas (M, M+E, M+R e M+R+E) em
até 57%.
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A tangerina ‘Cledpatra’ respondeu melhor, em altura, MMSPA e AF, a inoculacédo de
microrganismos ao substrato quando comparada ao citrumelo ‘Swingle’ (Tabela 12). A
tangerina ‘Cledpatra’ requer mais P que o citrumelo ‘Swingle’ (MATTOS JUNIOR et al.,
2006), mas ¢ menos eficiente que o citrumelo ‘Swingle’ na aquisicdo ¢ uso do P
(ZAMBROZI et al., 2012), o que pode explicar as melhores repostas desse PE principalmente
na presenca do FMA. Mesmo com doses adequadas de P, houve promocéo de crescimento nas
plantas micorrizadas, como também foi relatado por MELLONI & CARDOSO (1999b) em
plantas citricas, obtidas com altas doses de P, que observaram um aumento na altura, diametro
e MMSPA, contudo uma diminuicdo na colonizacdo micorrizica. Segundo os autores
ocorreria um efeito depressivo no crescimento vegetativo com doses maiores de P. Como
observado por SENA et al. (2004), que realizaram um trabalho com mudas de tangerina
‘Cledpatra’ ¢ FMA e doses altas de P, as plantas micorrizadas apresentaram reducdo na
altura, na MMSPA e na AF, sugerindo que o FMA tornou-se um dreno de carboidratos na
raiz. Ja no trabalho realizado por CHIQUITO-CONTRERAS et al. (2012), a mistura de
rizobactérias promoveu incremento na MMS da planta no PE Citrus volkameriana e houve
um decréscimo na presenca apenas do FMA.

Os melhores resultados foram observados no tratamento M+E com P -, na tangerina
‘Cleopatra’, indicando o que ja foi sugerido por LI & STRZELCZYK (2000), FREY-KLETT
et al. (2005) e SALA et al. (2007), que a colonizacdo do FMA, que é favorecida em baixos
teores de P, favorece, também, a entrada das bactérias endofiticas, por utilizarem a mesma
porta de entrada, evidenciando um efeito sinérgico entre esses micro-organismos e a planta.

O maior incremento na MMFR foi de 63% na presenca de bactérias endofiticas, no
tratamento com P +, enquanto que com P -, foi de 19%. A inoculacdo de rizobactérias causou
um incremento de 26% na MMFR, visto que no experimento anterior, as bactérias B6, B16 e
Ps45A causaram crescimento na raiz (Tabela 5) e, das bactérias inoculadas, apenas o isolado
B6 apresentou resposta positiva para o teste de producdo de substancias inddlicas (Tabela 3).
SALA et al. (2007) observaram que os FMAs isoladamente ndo influenciaram a MMFR, em
compara¢do com ao controle, porém, nos tratamentos que continham somente bactérias
diazotroficas, obteve-se o dobro da MMFR.

A inoculagdo das bactérias resultou em menores incrementos no crescimento das
plantas, com exce¢do da MMFR, enquanto que os tratamentos com FMA causaram maiores
aumentos. Isso pode ser explicado pelo fato de que a micorriza € uma extensao da raiz, devido
ao crescimento do micélio externo do fungo, aumentando a area de contato com o substrato,

importante, principalmente nas plantas citricas que possuem poucos pelos radiculares e séo
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muito dependentes da micorrizacdo (CARDOSO et al., 1986). O estabelecimento de uma
associacao micorrizica eficiente promove maior crescimento da planta devido a absor¢édo de
agua e nutrientes do solo, podendo haver maior crescimento da parte &rea e menor
desenvolvimento radicular da planta. Ja os mecanismos de acdo das bactérias promotoras de
crescimento de plantas, endofiticas ou rizosféricas, podem ser maior solubilizacdo de
nutrientes, produgdo de hormonios, que pode favorecer o crescimento da raiz, e outros (REIS
et al., 2000; KUSS et al., 2007; BASHAN et al., 2004; FREITAS, 1994).

A inoculacédo de rizobactérias causou aumento no sistema radicular das plantas sem ter
ocorrido, entretanto, proporcional crescimento na parte aérea. Como houve a inoculacdo de
mais de uma estirpe de bactéria, pode ter ocorrido competi¢do por espago ou nutriente entre as
bactérias e com a planta, o que pode ter afetado as plantas e ndo ter ocorrido 0s mesmos
resultados positivos obtidos no experimento anterior (item 4.2). Esse resultado pode indicar
gue a inoculacdo de diferentes RPCPs, com diferentes caracteristicas promotoras de
crescimentos, ao invés de promover um efeito sinérgico pode aumentar a competi¢cdo nao
trazendo resultados benéficos para a planta. CHIQUITO-CONTRERAS et al. (2012)
observaram, entretanto, que a mistura de rizobactérias promoveu incremento na producao de
massa de plantas citricas, empregando 3 estirpes da mesma espécie de bactéria, Pseudomonas
putida, provavelmente, o que n&o causou competicao.

Mesmo com um maior incremento na massa radicular, no tratamento com rizobactérias,
houve um decréscimo nos outros atributos, indicando que talvez o maior crescimento da raiz
ndo seja um mecanismo da promocao de crescimento influenciada pela bactéria, mas sim,
uma resposta da planta causada pela competicdo de nutrientes na rizosfera. Existem varias
estratégias das plantas para suprir o fornecimento de nutrientes com baixa mobilidade no solo,
como P e micronutrientes, e em solos com deficiéncia de P é relatado um prolongamento do
sistema radicular , como estratégia de absorcdo de P (SATTELMACHER et al. 1994) Como
0 observado por FAGERIA (1998), o comprimento méaximo das raizes de feijdo ocorreu no
nivel minimo de P e diminuiu com o aumento do nivel de P no solo, significando que em
solos deficientes em P, as raizes crescem mais para explorar o0 maior volume de solo e para
satisfazer a necessidade nutricional da planta.

A auséncia do P na solugdo nutritiva influenciou o efeito da inoculagdo dos micro-
organismos, ou seja, houve efeito da interacdo P x microbiota benéfica no crescimento da
planta. Ressalta-se que de todos os resultados analisados, 13% mostraram valores inferiores

com a adicéo de P, quando comparados com os valores apresentados sem a adi¢do de P. Em
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contrapartida, apenas 6% dos resultados foram menores no tratamento P -, quando
comparados com os resultados dos tratamentos P +.

Os tratamentos microbianos ndo promoveram aumento no crescimento do citrumelo
‘Swingle’, ocorrendo, ao contrario, diminui¢do em algumas variaveis de crescimento,
independentemente da adicdo ou ndo de P (Tabela 12). Somente houve incremento na AF,
com a inoculagdo de M+E (16%) e R+E (11%), no tratamento P -. Os maiores decréscimos
foram observados na MMFR, com P +. A cultivar também ndo apresentou grandes diferencas
na comparacdo dos tratamentos P + e P -, sendo que, com P -, 9% dos resultados foram
inferiores em comparacdo ao P +, e 8% dos resultados com P - foram superiores aos com P +,
O citrumelo ‘Swingle’” é pouco responsivo a alteragdes nas doses de P aplicadas (MATTOS
JUNIOR et al., 2006). ZAMBROSI et al. (2012) relatou que o0 ‘Swingle’ foi 0 PE com sistema
radicular menos eficiente na absorcéo de P.

No experimento sem e com adi¢do de Mn, nas plantas de tangerina ‘Cledpatra’, no
tratamento sem adi¢cdo de Mn (Mn -), a inoculagdo de FMA (M) e da inoculagdo conjunta de
M+R+E causaram incrementos de cerca de 11% na altura, 30% na AF e 25% na MMSPA,
diferindo significativamente das plantas controle (Tabela 13). No tratamento com adicdo de
Mn (Mn +), ambos 0s tratamentos microbianos também causaram incrementos de cerca de
14% na altura, 35% na AF e 25% na massa de matéria seca da parte aérea. Entretanto,
independentemente da adigdo ou ndo de Mn, a MMFR diminuiu significativamente em todos

o0s tratamentos que receberam a inoculacdo de FMA, com decréscimos de até 60%.
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Tabela 13 — Altura, area foliar, massa da matéria seca da parte aérea e fresca da raiz de
plantas de tangerina ‘Cledpatra’ e citrumelo ‘Swingle’, na presenga de microrganismo

benéficos, com adigdo de solucdo nutritiva com Mn (Mn +) e sem Mn (Mn -).

. Altura Avrea foliar MMSPA MMFR

‘Cleodpatra’

Mn - Mn + Mn - Mn + Mn - Mn + Mn - Mn +

cm cm? planta™ g planta™

Controle 25,1 bcA* 243bcdA 56,4cdA  549cdA  059cA 0,62 abcdA 0,97abA 1,00 bA
Endofitica 24,4 cA* 25,5 abA* 53,9dB 60,4 bcA 0,60 bcA 0,62 bcdA 0,90abcB 1,64 aA*
Rizobactéria 26,6 abcA* 22,7cdB 61,5 bcdA* 51,3dB 0,69 abcA* 0,49 dB 1,09 aA 0,73 bcdB
R+E 24,0 cA* 22,0dB 58,5 cdA 52,6 cdB 0,56 cA 0,54 cdA 0,71 bcdA 0,88 bcA
Micorriza 27,9 aA*  27,7aA*  74,0aA* 73,8aA* 0,74abA* 0,77 aA 0,76 abcdA 0,57 cdA
M+E 26,1 abcA* 24,9 bcA* 64,7 bcA* 57,9cdB 0,68 abcA* 0,58 cdB 0,39 dA 0,50 dA
M+R 25,9 abcA* 25,5abA* 63,5bcA* 67,3abA  0,65abcA 0,66abcA 056 cdA 0,45 dA
M+R+E 27,4 abA* 27,7 aA* 69,7 abA* 70,8 aA* 0,74 aA* 0,76 abA* 0,47 dA 0,69 bcdA
‘Swingle’
Controle 21,2 aB 23,9 aA 57,1 abB 63,5 abcA* 0,62 aB 0,73 abA* 1,53 aA* 1,66 aA*
Endofitica 19,7 aB 23,5abA  52,1bB 66,0 aA* 0,52 aB 0,72 abA* 1,26 abA* 0,97 cdB
Rizobactéria 20,9 aB 24,6 aA* 54,0 bB 64,4 abA* 0,59 aB 0,71 abA* 1,41 aA* 1,27 bcA*
R+E 20,7 aB 22,8 abA 63,0 aA 56,9 bcA 0,57 aB 0,71 abA* 1,02bcB* 1,36 abA*
Micorriza 20,9 aB 23,2 abA 56,0 abB 66,8 aA 0,61 aB 0,75 aA 0,83 cA 0,88 dA*
M+E 21,1 aA 21,2 bcA 53,4 bB 59,5abcA 0,56 aA 0,60 bcA 0,84 cA* 0,71 dA
M+R 21,1 aA 22,4 abcA 52,3bB 63,0 abcA 0,57 aB 0,68 abcA 0,83 cA* 0,75 dA*
M+R+E 20,1 aA 20,0 cA 56,3abA  552cA 0,61 aA 0,55 cA 0,82cA* 0,80dA
CV% 5.73 7.33 11.57 20.39

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra mindscula — compara
entre tratamentos microbianos; maidscula — entre adigdo ou ndo de Mn e asterisco * — entre os porta-enxertos. R
— Rizobactéria; E- Endofitica; M — Micorriza;

Nas plantas do citrumelo ‘Swingle’, a inoculagdo de micro-organismos ndo aumentou o
crescimento das plantas, mas, ao contrario, alguns tratamentos diminuiram significativamente
em relacdo as plantas do controle, independentemente da adi¢do ou ndo de Mn. No tratamento
Mn -, a massa radicular das plantas foi significativamente menor nos tratamentos R+E, M,
M+E, M+R e M+E+R. J& no tratamento com adi¢do de Mn, todas as variaveis de crescimento
diminuiram com a inoculacdo de M+E e M+E+R, principalmente. Portanto, em ambos o0s
PEs, a micorrizagdo diminuiu a massa radicular.

Os resultados indicam que a interagdo planta — micro-organismo foi dependente
disponibilidade do Mn no substrato. Esse fato é bastante conhecido em relagcdo a associagédo
micorrizica, pois, em condigdo de baixa disponibilidade de P no solo, o estabelecimento e a

eficiéncia da simbiose sdo favorecidos, porém muito pouco estudado em relacdo aos
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micronutrientes, principalmente quanto a sua deficiéncia. No caso de Mn ha relatos, como de
CARDOSO et al. (2003), que concluiu que o fungo micorrizico é eficiente na absor¢do do
Mn, sugerindo que ha uma alteracdo da microbiota rizosférica e micorrizosférica capaz de
solubilizar Mn. No tratamento Mn - houve 13% de respostas positivas dos tratamentos
microbianos em relacdo ao controle e apenas 3% quando Mn +. No presente trabalho foi
observada interagéo (planta, M e Mn-), no qual a inoculagdo da micorriza na auséncia de Mn
na tangerina ‘Cleopatra’, causou promog¢dao de crescimentos em todas as varidveis com
excecdo da MMFR, indicando que a auséncia desse nutriente pode ser benéfico ao FMA.

Os tratamentos microbianos nao resultaram em promocéo de crescimento do citrumelo
‘Swingle’, pois ndo diferiram significativamente do controle (Tabela 13). Observou-se que em
Mn - 28% dos resultados mostraram decréscimo no crescimento das plantas, enquanto com
adicdo de Mn, apenas 3%. Houve interacdo negativa entre 0s micro-organismos, a planta e a
adicdo do nutriente. Entretanto, independentemente do micro-organismo, este porta-enxerto
respondeu & adigdo do Mn ao substrato, visto que € um PE responsivo a micronutrientes
(FERRAREZI et al., 2007).

Quanto a concentracdo de pigmentos fotossintetizantes nas folhas, no experimento com
e sem adicdo de P, ndo ocorreu interacdo dupla entre os tratamentos e somente ocorreu efeito
significativo dos tratamentos nos valores de clorofila a, clorofila b e clorofila total (Tabela
14). Os maiores resultados para clorofila b e total foram observados nas plantas que houve
inoculacio de FMA e no tratamento somente com endofiticos, que diferiram
significativamente da testemunha. 1sso sugere que o teor de clorofila na planta é alterado pela
presenca dos micro-organismos direta ou indiretamente, pela influéncia em fatores externos
como alteragdes nutricionais.

Os teores de clorofila b e total foram maiores no PE citrumelo ‘Swingle’ que na

tangerina ‘Cleopatra’.
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Tabela 14 - Clorofila a, clorofila b e total nos porta-enxertos tangerina ‘Cleopatra’ e
citrumelo ‘Swingle’, submetidos a diferentes tratamentos microbianos, com e sem adi¢éo de P

ao substrato.

Clorofila a Clorofilab Clorofila total

Tratamentos (ug mL de extrato)
POrta-enxertos Clp 0,850 a 14,7 b 15,56 b
Swg 0,744 b 16,8 a 17,54 a
Controle 0,704 a 14,40 c 15,10 ¢
Endofiticos 0,760 a 16,00 ab 16,76 ab
Rizobactérias 0,784 a 15,52 abc 16,30 abc
Micro-organismos RfE _ 0,779 a 14,98 bc 15,76 bc
Micorrizas 0,844 a 16,18 ab 17,02 ab
M+E 0,787 a 16,02 ab 16,81 ab
M+R 0,852 a 16,15 ab 17,00 ab
M+R+E 0,863 a 16,78 a 17,64 a
Doses P- 0,791 a 15,66 a 16,64 a
P+ 0,803 a 15,85a 16,45 a
CV% 19.13 7.25 7.39

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). R — Rizobactéria; E- Endofitica; M
— Micorriza;

No experimento com e sem adicdo de Mn na solucdo nutritiva, principalmente a
inoculacdo do FMA incrementou os teores de clorofila nas plantas (Tabela 15). Os PEs
apresentaram maiores teores de clorofila b e total. O pior resultado foi observado em R+E,
que também apresentou resultados ruins quanto a promoc¢do de crescimento. Também foi
observado que em P - os teores de clorofila foram maiores para clorofila b e total, o que néo
concorda com BULL et al. (1998) que observaram que com o aumento do P também ocorreu

aumento nos niveis de clorofila na planta.
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Tabela 15 - Clorofila a, clorofila b e total nos porta-enxertos tangerina ‘Cleopatra’ e
citrumelo ‘Swingle’, submetidos a diferentes tratamentos microbianos, com e sem adi¢do de

Mn ao substrato.

Clorofilaa Clorofilab  Clorofila total
Tratamentos 1
(Mg mL™ de extrato)
Porta-enxertos Clp 0,871a 14,48 b 15,38 b
Swg 0,746 b 16,75 a 17,49 a
Controle 0,754 a 14,77 bc 15,52 bc
Endofiticos 0,740 a 15,90 ab 16,64 ab
Rizobactérias 0,786 a 15,38 abc 16,17 abc
micro-organismos R+_E _ 0,753 a 14,48 ¢ 15,23 ¢
Micorrizas 0,845 a 15,94 a 16,79 a
M+E 0,819 a 16,28 a 17,10 a
M+R 0,926 a 16,16 a 17,09 a
M+R+E 0,841 a 15,99 a 16,83 a
Doses Mn - 0,814 a 15,57 a 16,38 a
Mn + 0,802 a 15,65 a 16,46 a
CV % 21,98 5,85 5,82

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). R — Rizobactéria; E- Endofitica; M
— Micorriza;

Existem relatos de alteracdo no teor de pigmentos nas folhas por estresse hidrico, pH,
luminosidade, alteracbes enzimaticas, temperatura e aumento do etileno (STREIT et al.,
2005), variacdo na concentracdo de NaCl disponivel (BENITEZ et al., 2010), entre outros. Os
micro-organismos empregados podem estar relacionados devido a alteragdes na atividade de
diversas enzimas e producdo de etileno. FERNANDES (2012) n&o observou diferengas no
teor de clorofila de plantas citricas devido a inoculacdo de bactérias endofiticas, mas sim
devido a adicdo ou ndo de P e N na solucdo nutritiva. Fato este ndo observado neste trabalho,
visto que a presenca de P e Mn ndo alteram a quantidade de clorofila. Em cafeeiro, o emprego
de doses de P acima da recomendada resultou em maiores valores de clorofila, atividade
fotossintética, que causou maior crescimento da planta (SILVA et al., 2010). No presente
trabalho, a presenga do FMA promoveu um maior crescimento da planta, o que pode ter
resultando em maiores teores de clorofila. Portanto, ndo seriam necessariamente os valores de
P que aumentam os teores de clorofila e sim um maior crescimento da planta. Este fato nao

explicaria apenas o valor encontrado pra endofiticos, no entanto, esta alta clorofila ainda
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poderia estar relacionada a uma melhor nutricdo da planta, para melhores conclusdes haveria
necessidade de mais estudos na area.

Em ambos os experimentos, para a atividade da redutase do nitrato (RN), somente
houve efeito de PEs e tratamentos microbianos (Tabelas 16 e 17). Mesmo ndo havendo
diferenca significativa entre alguns tratamentos, o controle apresentou maior atividade no
citrumelo ‘Swingle’, enquanto na tangerina ‘Cledpatra’ ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos. No citrumelo ‘Swingle’, as plantas micorrizadas e as que receberam a
inoculacdo R+E apresentaram significativa reducdo na atividade da enzima, o que pode ter
contribuido para 0 menor crescimento das plantas deste PE, principalmente com a adi¢ao de P
e de Mn. A menor atividade da enzima também pode estar relacionada com a absorcédo de N.
Provavelmente, nas plantas micorrizadas e nas com inoculagdo de bactérias rizosféricas e
endofiticas a forma de N absorvido deve ter sido amoniacal ou obtido pela fixacdo bioldgica,
enguanto que nos demais tratamentos, a forma nitrica foi preferencial, resultando em maior

atividade da enzima.

Tabela 16 - Atividade da Redutase do nitrato nas folhas de tangerina ‘Cledpatra’ e de
citrumelo ‘Swingle’ sob diferentes tratamentos microbianos (experimento com e sem adigédo

de P ao substrato).

Tratamento ‘Swingle’ ‘CleOpatra’

umol NO? g -1 MF h.
Controle 15,77 aA 3,19 aB
Endofiticas 13,89 abA 4,08 aB
Rizobactérias 13,43 abcA 4,88 aB
R+E 8,81 abcdA 2,74 aB
Micorriza 5,68 cdA 2,58 aA
M+E 5,81 cdA 2,92 aA
M+R 5,10 dA 2,73 aA
M+R+E 6,53 bcdA 5,68 aA
Média 9,38 A 3,60 B
CV% 65,9

Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra minGscula — compara
entre tratamentos microbianos; mailscula — entre os porta-enxertos. R — Rizobactéria; E- Endofitica; M —
Micorriza.
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Tabela 17 - Atividade da Redutase do nitrato nas folhas de tangerina ‘Cledpatra’ e de
citrumelo ‘Swingle’ sob diferentes tratamentos microbianos, com e sem adicdo de Mn ao

substrato.

Tratamento ‘Swingle’ ‘Cleopatra’
umol NO? g-l MF h.1

Controle 14,65 aA 3,85aB
Endofiticas 14,92 aA 6,15 aB
Rizobactérias 10,47 abA 3,98 aB
R+E 11,91 abA 3,42 aB
Micorriza 4,62 bA 2,35aB
M+E 5,74 bA 3,22 aB
M+R 4,65 bA 3,06 aA
M+R+E 7,56 abA 2,58 aA
Média 9,32 A 3,57B
CV% 70,5

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05); letra minGscula — compara entre
tratamentos microbianos; maidscula — entre os porta-enxertos. R — Rizobactéria; E- Endofitica; M — Micorriza;

O citrumelo ‘Swingle’ apresentou valores mais elevados de atividade da RN quando
comparado a tangerina ‘Cleopatra’. Essa enzima pode ser uma estratégia de adaptagdo a
condicdes de baixa disponibilidade de N com rapida absorcdo (PIMENTEL, 1998), ou a uma
condicdo de estresse na planta, causada tanto por deficiéncia quanto por toxicidade de
nutrientes (KASTORI e PETROVIC, 1989; METZNER, 2009). Os menores valores da
atividade RN em ambos os experimentos (Mn e P) foram observados principalmente nas
plantas micorrizadas. Como essa enzima € a responsavel pelo processo de reducdo e
assimilacdo de nitrato pelas plantas (PURCINO et al., 1994), seu baixo valor nos resultados
pode indicar que a planta micorrizada absorveu N predominantemente na forma amoniacal,
sendo desnecessaria a producdo da enzima. A maior exploracdo da hifa fangica no solo
acarreta maior absor¢do N na forma amoniacal (NH4") que é menos mével que o nitrato
(NO3), chegando até 50% da absorcdo e tranferéncia de N para a planta (AMES et al. ,1984;
JOHANSEN et al., 1994; PEREIRA et al. (1996); MCFARLAND et al. (2010) e
MIRANSARI, 2011). Neste caso, ou a hifa do fungo tem maior afinidade ao NH,", ou ocorreu

o mecanismo pelo qual a hifa absorve o N mineral (NOs™ ou NH;"), em ambas as formas séo
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assimilados para 0 aminoacido arginina, transportado atraves das hifas e depois transferido na
forma de NH," para a planta (GOVINDARAJULU et al., 2005 e NGWENE et al.,2012).
Quanto a atividade da fosfatase &cida (FA) na raiz, no tratamento sem adicdo de P, na
tangerina ‘Cledpatra’, observou-se que a inoculacdo de rizobactérias, seguido dos tratamentos
R+E, M+E e M+R+E, causou aumento na atividade da enzima (Tabela 18), enquanto que no
citrumelo ‘Swingle’ ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. J&, com adicdo de
P no substrato, na tangerina ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e no
citrumelo ‘Swingle’, a inoculacao de rizobactérias também causou maior atividade na enzima,
fato também observado por NAHAS et al. (1994). Apesar de a FA secretada na raiz ser uma
resposta da planta a baixos teores de P na planta (YUN e KAEPLER, 2001), os teores de P
nas folhas da tangerina ndo diferiram significativamente, mesmo nas plantas que receberam a
inoculacdo de rizobactérias (dados ndo mostrados na dissertacdo). As fosfatases sdo enzimas
adaptativas e a intensificacdo da sua sintese em plantas ou em micro-organismo € determinada

pela necessidade de P para o seu desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 1999).

Tabela 18 — Atividade da fosfatase acida na raiz de tangerina ‘Cledpatra’ ¢ de citrumelo

‘Swingle’ sob diferentes tratamentos microbianos, com e sem adicéo de P ao substrato.

‘Swingle’ ‘Clebpatra’

Tratamento (ug p-NP g h™)

-P +P -P +P
Controle 5,17 aA 4,86 abA 5,33 bA 4,79 aA
Endofitica 5,35 aA 5,39 abA 5,22 bA 5,89 aA
Rizobactéria 541 aA 6,04 aA 7,23 aA* 5,88 aB
R+E 5,46 aA 4,72 abA 5,69 abA 5,85 aA*
Micorriza 5,30 aA 5,57 abA 5,19 bA 5,58 aA
M+E 5,12 aA 4,26 bA 5,80 abA 5,54 aA*
M+R 4,95 aA 5,18 abA 5,14 bA 5,51 aA
M+R+E 6,13 aA 4,68 abB 6,29 abA 5,16 aB
CV% 12,1

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra mindscula — compara
entre tratamentos microbianos; mailscula — entre adigdo ou ndo de P e asterisco * — entre 0s porta-enxertos. R —
Rizobactéria; E- Endofitica; M — Micorriza;

No citrumelo ‘Swingle’, a atividade da enzima néo diferiu entre os tratamentos quando
nédo foi adicionado P ao substrato. ZAMBROSI et al. (2012) relacionaram a atividade da FA
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nas raizes com a eficiéncia na absorcdo de P e concluiram que quando havia baixo P na
solugdo nutritiva, a atividade da FA nas raizes de PEs citricos foi elevada, exceto para o
citrumelo ‘Swingle’.

Nas plantas do citrumelo ‘Swingle’ observou-se maior atividade da FA na presenca de
bactérias rizosféricas, quando o Mn foi adicionado, e com a aplicacdo dos tratamentos R,
R+E, M e M+R quando Mn n&o foi adicionado (Tabela 19). A inoculacéo tripla M+R+E
resultou em menor atividade da enzima, tanto sem como com adi¢cdo de Mn, o que pode

sugerir que as plantas estavam melhor nutridas em P.

Tabela 19 - Atividade da fosfatase acida na raiz de tangerina ‘Cledpatra’ e citrumelo

‘Swingle’ sob diferentes tratamentos microbianos, com e sem adi¢do de P ao substrato.

‘Swingle’ ‘Cleopatra’
Tratamento (ug p-NP g*h™)

- Mn + Mn - Mn + Mn
Controle 5,01 abA 4,86 abA 5,15 abA 4,79 aA
Endofitica 5,34 abA* 5,39 abA 4,46 bB 5,89 aA
Rizobactéria 5,73 aA* 6,04 aA 4,62 bB 5,88 aA
R+E 5,58 aA 4,72 abB 5,02 abA 5,85 aA*
Micorriza 5,81 aA 5,57 abA 5,41 abA 5,58 aA
M+E 5,56 abA 4,26 bB 5,29 abA 5,54 aA*
M+R 6,14 aA* 5,19 abB 5,11 abA 5,51 aA
M+R+E 4,23 bA 4,68 bA 6,24 aA* 5,16 aB
CV% 10,0

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra mindscula — compara
entre tratamentos microbianos; maidscula — entre adigdo ou ndo de Mn e asterisco * — entre os porta-enxertos. R
— Rizobactéria; E- Endofitica; M — Micorriza;

Na tangerina ‘Cleopatra’, a maior atividade da FA foi observada no tratamento Mn -,
mas com a inoculacdo de M+R+E, e as menores com a inoculagdo de endofiticas e
rizobactérias. A diferenciacdo na eficiéncia do uso de P de varias cultivares de feijoeiro,
cultivado na presenca de Al e Mn, pode estar relacionada a atividade de enzimas (OLIVEIRA
e MALAVOLTA, 1982).

A colonizagdo micorrizica ndo diferiu significativamente entre os tratamentos com e
sem adicdo de P e nem com a inoculagcdo dos micro-organismos, na tangerina ‘Cledpatra’

(Figura 4). A auséncia do P na solucdo nutritiva ndo favoreceu a coloniza¢do micorrizica,
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provavelmente porque a concentracdo de P no substrato ja estava adequada. A tangerina
‘Cledpatra’ ¢ um PE dependente da micorrizagdo (CARDOSO et al., 1986; MERLONI &
CARDOSO 1999b; ALTOE et al., 2008), o que refletiu nas respostas positivas de crescimento

da planta, principalmente quando o P néo foi adicionado na solugéo.

100%
95%
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85%

80%

75%

M M+E M+R M+R+E

wP- mP+

Figura 4 - Porcentagem de colonizagdo micorrizica no porta-enxerto tangerina ‘Cledpatra’.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra
minuscula — compara entre tratamentos microbianos; maidscula — entre adicdo ou ndo de P.
(R) Rizobacteria; (E) Endofitica; (M) — Micorriza;

Nos tratamentos com e sem adicdo de Mn, a porcentagem de colonizacdo da raiz da
tangerina ‘Cledpatra’ diferiu entre os tratamentos (Figura 5). A maior porcentagem de
colonizagdo foi observada na presenca de rizobactérias, indicando que a presenca desses
micro-organismos favoreceu a colonizacdo do FMA. BRASIL et al. (2006) e OLIVEIRA et
al. (2010) também relataram maior porcentagem de colonizacdo micorrizica na presenga de
RPCPs, B. thuringiensis e B. pumilus, porém sem uma resposta positiva no crescimento da
planta. Segundo os autores, esse fato pode ter ocorrido devido a estimulos do crescimento

micelial causado pelas rizobactérias.
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Figura 5 - Porcentagem de colonizagdo micorrizica no porta-enxerto tangerina ‘Cleopatra’.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra
minuscula — compara entre tratamentos microbianos; maiuscula — entre adi¢cdo ou ndo de Mn.
(R) Rizobactéria; (E) Endofitica; (M) — Micorriza;

Ja a menor porcentagem de colonizacdo pelo FMA foi observada na presenca das
bactérias endofiticas, que podem ter competitido pelo mesmo espaco na raiz, como foi
observado também por SALA et al. (2007). No entanto, uma maior porcentagem de
colonizagdo ndo € necessariamente uma colonizacdo mais eficiente (BRASIL et al., 2006;
SALA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010). A adicdo ou ndo de Mn n&o interferiu na
colonizacdo pelo fungo, que foi acima de 75%.

No citrumelo ‘Swingle’ houve diferenga significativa na colonizagdo micorrizica das
plantas entre as doses de P, nos tratamentos M+E e M+R+E (Figura 6), sendo que nas
concentragdes mais altas de P houve uma reducdo na porcentagem de colonizacgdo, fato
também observado por MERLONI & CARDOSO (1999b), NOGUEIRA & CARDOSO
(2000) e SENA et al. (2004). Novamente, pode ser observado que a presenca das bactérias
endofiticas reduziu a coloniza¢do micorrizica, principalmente, quando o P foi adicionado,

efeito também observado no tratamento M+R+E.
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Figura 6 - Porcentagem de colonizacdo micorrizica no porta-enxerto citrumelo 'Swingle'.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra
minudscula — compara entre tratamentos microbianos; maiuscula — entre adicdo ou nédo de P.
(R) Rizobacteria; (E) Endofitica; (M) — Micorriza;

A maior porcentagem de colonizagdo ocorreu apenas com a inoculagdo do FMA quando
P ndo foi adicionado, provavelmente, devido a auséncia de competidores e de menor
concentracdo de P no substrato, o que também foi relatado por SALA et al. (2007) e
OLIVEIRA et al. (2010). CHIQUITO-CONTRERAS et al. (2012) observaram que a
colonizacdo micorrizica depende muito da interacdo FMA-planta, sendo que maior
colonizagdo foi observada também com apenas a inoculacdo do FMA (97,7%) em limao
‘Volkameriano’, enquanto no limao ‘Cravo’ a maior colonizagdo ocorreu na presenga de
rizobacterias (63%).

A auséncia do Mn na solucdo nutritiva reduziu a porcentagem de colonizagdo
micorrizica (Figura 7), sendo que todos os tratamentos apresentam uma colonizag&o abaixo de
20%. A adicdo de Mn estimulou a colonizagdo radicular nos tratamentos M e M+R e,
novamente, 0s tratamentos em que havia bactérias endofiticas apresentaram menor

colonizacdo.
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Figura 7 - Porcentagem de colonizagdo micorrizica no porta-enxerto citrumelo 'Swingle'.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); letra
minuscula — compara entre tratamentos microbianos; maidscula — entre adi¢do ou ndo de Mn.
(R) Rizobactéria; (E) Endofitica; (M) — Micorriza;

No geral, constatou-se que a presenca de bactérias endofiticas inibiu a colonizacdo
radicular pelo FMA, enquanto que as bactérias rizosféricas estimularam a micorrizacdo das
plantas citricas.

O efeito de micro-organismos, FMA e bactérias rizosféricas e endofiticas, na promogéo
do crescimento de plantas citricas foi claramente observado, assim como a complexidade de
efeitos na planta advindos da interacdo entre estes micro-organismos. Isso ressalta a
importancia de se conhecer os mecanismos envolvidos nas interagdes planta x micro-
organismos, bem como os fatores que podem influencia-las, o que permitira um manejo mais
eficiente do sistema e a garantia de maior promocdo de crescimento das mudas de plantas

citrica causada pela inoculacéo destes microrganimos benéficos.
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5 CONCLUSOES

Vinte isolados bacterianos apresentaram resposta positiva para producdo de
substancias inddlicas e treze mostraram antagonismo in vitro a Phytophthora
citrophthora.

Dos isolados possivelmente de Bacillus sp, quatro promoveram o crescimento de
plantas de tangerina ‘Cleopatra’.

Dos isolados possivelmente de Pseudomonas sp, 0ito promoveram o crescimento de
plantas da tangerina ‘Cledpatra’ e de citrumelo ‘Swingle’, com e sem adicao de Fe na
solucdo nutritiva.

O porta-enxerto tangerina ‘CleOpatra’ foi o que mais se beneficiou da inoculacdo dos
micro-organismos, sendo que a inoculacdo do fungo micorrizico, sozinho ou junto
com as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), promoveu maior
crescimento das plantas, tanto com quanto sem adi¢do de P e Mn na solugéo nutritiva.

Houve efeito sinérgico da inoculagdo conjunta dos trés tipos de micro-organismos,
fungo micorrizico, bactérias endofiticas e rizosféricas, na promocéo de crescimento da

tangerina ‘Cleopatra’, principalmente sem adicao de P ao substrato.
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