w UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
O “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

EFEITO DA APLICACAO DE FITORREGULADORES EM RIZOBACTERIAS
ISOLADAS DE DIFERENTES VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.),
NO MUNICIPIO DE ARARAS-SP

SILVANA PERISSATTO MENEGHIN

Marcgo - 2008



AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
A

av “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

EFEITO DA APLICAGAO DE FITORREGULADORES EM RIZOBACTERIAS
ISOLADAS DE DIFERENTES VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.),
NO MUNICIPIO DE ARARAS-SP

SILVANA PERISSATTO MENEGHIN

Orientadora: Dra. SAMIA MARIA TAUK-TORNISIELO (CEA — UNESP/Rio Claro-SP)

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia Aplicada).

Marco - 2008



Dedico

este trabalho as pessoas que mais amo, meus pais Cecilia e Waldomiro, e

aos meus queridos Eduardo e Guto. Sem vocés nada faz sentido...



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Sdo Carlos pelo amparo institucional, e ao
Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Actcar (UFSCar) pelo suporte
financeiro que possibilitou a obten¢do do titulo.

A minha orientadora, Profa. Dra. Sdmia Maria Tauk-Tornisielo, pela
amizade, confianga e orienta¢do durante estes anos.

A colega, amiga e irmd, Profa. Dra. Sandra Regina Ceccato Antonini
(UFSCar), pelo apoio, incentivo e também pelas oportunidades de enriquecimento
profissional que me proporcionou.

A Licia Terezinha Picollo Silva, técnica do LAMAM (UFSCar), 4 minha
orientada Fernanda Domingues, e ao Claudio José Mendes, técnico do DBV (UFSCar),
pela amizade e auxilio no desenvolvimento do trabalho.

A Marcia Maria Rosa, minha aluna, orientada, colega do curso de poés-
graduagdo em Microbiologia Aplicada e hoje minha afilhada, pelos bons momentos e
dificuldades compartilhados durante estes anos.

Aos alunos e amigos do LAMAM, Fabricia, Monica, Thiago, Simoni, Cérol,
Viviane, Babi, Cristina, Afra, Paula, Heloisa, Emanuele, Guilherme, Pedro, Vanda, Ana
Paula, Greice, Vanessa, Valéria, Diogo e Christiann, que torceram pela conclusdo deste
trabalho.

Ao diretor do Centro de Ciéncias Agrarias (UFSCar), Prof. Dr. Norberto
Antonio Lavorenti, e a Profa. Dra. Maria Lucia Scatenna, pelo auxilio nas andlises

estatisticas.



Aos amigos Dr. Sizuo Matsuoka (Canavialis) e Profa. Dra. Regina Tereza
Rosim Monteiro (CENA-USP), pelas corregdes e sugestdes.

A Sara Cristina Galvio (CEA-UNESP), pela colaboragdo em todas as horas.

A Deus, por colocar estas pessoas maravilhosas no meu caminho.....Muito

obrigada!



INDICE
INDICE DE FIGURAS. ...ttt ettt ne e il
INDICE DE TABELAS E QUADROS ... \%
RESUMO ...ttt ettt et sttt ettt et et et e b enees vii
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et e st e bt e e sae e bt et e eneesneenees ix
1. INTRODUGAO. ...t 01
2. REVISAO DA LITERATURA. ..ot 04
2.1, RIZODACTETIAS. ..cuviiuiiiieiieieeiiet ettt ettt st 04
2.2.  Fitorregulador ou regulador vegetal............cccoeviierieeiieiiiciieeecieeeeee 08
3. MATERIAL E METODOS.........ooimieieieeeeeeeeeeee e eeee e 14
3.1.  Fitorreguladores utilizados...........cccoueeiiieniiiiiiiiiieiee e 14
3.2.  Variedades de cana-de-agUCar...........c.ccccvueeeeurieeiiieeeiieeciee et 14
3.3, Meios de cultura € SOIUGOES. ......eeeeveieeiieeciie ettt 15

3.4. Efeito da adicdo de fitorreguladores sobre a comunidade microbiana do

0] (o T TSRS 18
3.5.  Experimentos em casa-de-Vegetacao........ccoevierireriieriieniieiiieie et 19
3.5.1.  Caracterizac@0 d0 SOl0.........ccoeieeviiiiiiiecieeeee e 19
3.5.2.  Preparo das mudas.........cceccueeeiiieeniie e 20

3.5.3. Avalia¢do do efeito residual em mudas de cana-de-ag¢tcar dos
fitorreguladores Ethrel e Moddus...........coccveeviieniiiiiiniiiiieee, 20

3.5.4. Avaliagdo da aplicacdo via solo dos fitorreguladores Ethrel e
Moddus no desenvolvimento de cana-de-agucar.......................... 22

3.6. Isolamento de rizobactérias de trés variedades de cana-de-agucar tratadas
com fItOITeZUIAAOTES. ... .eeievieeiie e e e 23
3.7.  Antagonismo in vitro entre fungos fitopatogénicos e rizobactérias............ 24

3.8. Teste de promocdo de crescimento de plantas de cana-de-aglicar em
CASA-AE-VEZELACAO. .. .ieuveeeieeiieeiie et eetee ettt ettt eebe et e etreeteeeaseesbeessaeenseas 25

3.9. Antagonismo in vivo de isolados de rizobactérias contra Thielaviopsis
PAFAUOXA. ....c.veeveeeeeeriete ettt ettt ettt ettt et et e et e eaeeeae et e eaeeeaeeaseeaeeanas 26

3.10. Estudo dos mecanismos de acdo de bactérias promotoras de
CTESCIMEIITO. 1.ttt ettt ettt ettt e bt e s bt e bt e st e bt e saaeeaees 27

3.10.1. Selecdo de bactérias produtoras de acido indol acético (AIA)..... 27



il

3.10.2. Selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico.......... 27
3.10.3. Selecdo de bactérias produtoras de acido cianidrico (HCN)........ 27
RESULTADOS E DISCUSSAO........cotiiiririineiieeireriesisesessessessesssesssessssssseees 29

4.1.  Efeito da adig@o de fitorreguladores sobre a comunidade microbiana do
10) [0 OO P R PUTUPRRTSIUPRRPO 29

4.2.  Avaliagdo do efeito de fitorreguladores em cana-de-agtcar, em casa-de-
VEZETACAO. ¢ttt 37

4.2.1. Efeito residual da aplicacio de fitorreguladores via
FOLIAT .. 37
4.2.2.  Aplicacdo de fitorreguladores via s0l0........ccccueervieercrieeriieeienne 45

4.3. Isolamento de rizobactérias de trés variedades de cana-de-agucar tratadas
com fItOrregUIAdOTES. ... .eeiiieiieiiieieeee e e 51
4.4.  Antagonismo in vitro entre fungos fitopatogénicos e rizobactérias............ 55

4.5. Teste de promogdo de crescimento de plantas de cana-de-agucar em
CASA-AE-VEZELACAO . ....eeutieiieeiiieiie ettt ettt ettt et e ettt e st e e eseeeeeeas 62

4.6.  Antagonismo in Vvivo de isolados de rizobactérias contra Thielaviopsis

PAFAUOXA. ....c.vieeveeeieetieteeite et eete et te et e eteesbeeseeteebeessaeseeseessesseeseessesseennas 66
CONSIDERACOES FINAIS. ...ttt 68
CONCLUSOES . ..o e e e r e 72

LITERATURA CITADA. ...ttt 74



il

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Efeito da adi¢@o dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o niimero
de fungos do solo (UFC. g"' solo seco). Letras distintas indicam médias com
diferencas estatisticas a 5% de SIgNIfICANCIA.......c.coeverviiriinieiiinieeeececeeeene 30

Figura 2. Efeito da adi¢@o dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o niimero
de fungos do solo, em meio de Martin, incubagdo a 28 °C, por 48
OTAS. ..ttt et e e e e et b e e e et e e eabeeeeaaeeeaaeeeaneeas 31

Figura 3. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero
de bactérias do solo (UFC. g solo seco). Letras distintas indicam médias com
diferencas estatisticas a 5% de SIgnifICANCIA.......c.ceevueriuiriinieiiinienecceececeeene 33

Figura 4. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o namero
de bactérias do solo, em meio de Agar Nutriente, incubag¢io a 35 °C, por 24 horas.. 34

Figura 5. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel e Moddus sobre o nimero de
actinomicetos do solo (UFC. g'1 solo). Letras distintas indicam médias com
diferengas estatisticas a 5% de SIgNIfiCANCIA........cc.cevvieriieriieiieiie e 35

Figura 6. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
Pseudomonas do solo (UFC. g'1 solo). Letras distintas indicam médias com
diferengas estatisticas a 5% de SIgNIfiCANCIA........cceeevveeriieriieiieieeieeeee e 36

Figura 7. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o ntimero
de Pseudomonas spp. no meio de B de King, incubag¢do a 35 °C, por 24
DOT@S .ttt et sttt ettt e 37

Figura 8. Matéria seca de raizes das variedades RB72454, RB835486 e
RB855156 de cana-de-agticar com aplicagdo prévia dos fitorreguladores Ethrel e
Moddus via foliar na muda. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a
1% de significancia, sendo as letras mintsculas para comparacdo dentro do
tratamento, € maiusculas entre 0S tratameENtOS. .........oovvvvuveiiiereeeiiieeeiieereeeee e e eeeaaeees 42

Figura 9. Matéria seca de raizes (g) das variedades RB72454, RB835486 ¢
RB855156 de cana-de-acucar cultivadas em solo sem tratamento (SST) e tratado
(ST). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia,
sendo as letras minusculas para comparacdo dentro do tratamento, e maiusculas
ENLTE OS trALAIMEINTOS. . eeiuutieiuiiieiiiie ettt ettt ettt et e et e sttt e st e e sbe e e st e enabeeenaaeas 43

Figura 10. Matéria seca de raizes (g) das variedades RB72454, RB835486 ¢
RB855156 cultivadas em solo sem tratamento (SST), com tratamento (ST) e com
a aplicagdo prévia dos fitorreguladores Ethrel e Moddus via foliar na muda.
Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia, sendo
as letras minusculas para comparagdo dentro do tratamento, € maiusculas entre os
ELALAIMEIITOS. ...ttt ettt ettt e st et e sb e et e e sat e et esbaeenee 44



Figura 11. Altura (cm) das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156 de
cana-de-agucar cultivadas em solo sem tratamento (A) e tratado (B), com
aplicacdo dos fitorreguladores Moddus e Ethrel via solo ........cccccoceviiiiiiiniinennene.

Figura 12. Matéria seca de raizes (g) para as variedades RB72454, RB855156 ¢
RB835486 de cana-de-agucar, cultivadas em solo sem tratamento (A) e tratado
(B), com aplica¢do dos fitorreguladores Moddus e Ethrel via solo.............ccccceenneee.

Figura 13. Numero de rizobactérias (UFC.g" solo) isoladas de trés variedades de
cana-de-agucar tratadas com fitorreguladores aplicados via solo. (A) Solo sem
tratamento; (B) S0lo tratado.........cocueiiiiiiiiiiie e

Figura 14. Numero de rizobactérias (UFC.g'1 solo) isoladas de trés variedades de
cana-de-agucar tratadas com fitorreguladores aplicados via foliar. (A) Solo sem
tratamento; (B) Solo tratado..........ocueeiiiiiiiiii e

Figura 15. Colonias de rizobactérias isoladas da variedade RB855156, em meio B
de King. Legenda: (A) solo tratado sem aplicagdo de fitorreguladores, (B) solo
tratado com aplicagdo de Ethrel via foliar e (C) solo tratado com aplica¢do de
MOdAUs Via fOAT........oiuiiiiiieiie e

Figura 16. Antagonismo in vitro entre isolados de rizobactérias e o fungo
Fusarium spp., em meio de cultura B de King............cccoeovieiiiieiiiiiiciciceceeeee

Figura 17. Antagonismo in vitro entre o isolado Ps1632 e o fungo Fusarium spp,
em meio de cultura BDA..... ..o

Figura 18. Antagonismo in Vitro entre rizobactérias e os isolados Ps1631, Ps109 e
Ps86 e o fungo Thielaviopsis paradoXa...........ccccveveeierieeriiiiesieieeeeee e

Figura 19. Antagonismo in vitro entre o isolado Ps1635 e o fungo Thielaviopsis
paradoxa, em meio B de King.........cccoooiiiuiiiiiiiiiiiieeieeeece et

Figura 20. Crescimento de rizobactéria, isolado Ps1635, e Thielaviopis paradoxa
em meio B de King suplementado com 0, 20, 50 ¢ 100 uM de FeCls. ......................

Figura 21. Isolados de rizobactérias ndo produtoras de acido cianidrico (papel de
cor amarela) e produtoras de acido cianidrico (papel de cor laranja).........................

Figura 22. A) Membrana de nitrocelulose corada com reagente de Salkowski
evidenciando producdo de acido indol acético pelo isolado Ps1635. B) Halo de
solubilizacdo de fosfato inorganico produzido pelo isolado Ps1634 em meio
BDY A Suplementado.........cc.ceoiieiiiiiiieiieeie ettt

v

49

50

52

53

55

57

58

59

60

61

62



INDICE DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do solo utilizado nos
experimentos em €asa-de-VeZEtaCa0.......ccoueriiriiriiriiniieieee sttt

Quadro 1. Discriminagdo dos fatores componentes dos 18 tratamentos
CSTUAAAOS. ... e e e et e et e e e araeas

Tabela 2. Analise de variéncia para o nimero de UFC de fungos.g™ solo seco em
funcdo de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus................

Tabela 3. Analise de variancia para o nimero de UFC de bactérias.g” solo seco
em funcdo de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e

Tabela 4. Analise de varidncia para o niimero de UFC de actinomicetos.g” solo
seco em fung¢do de diferentes concentracdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus..

Tabela 5. Analise de varidncia para o niimero de UFC de Pseudomonas.g” solo
seco em fung¢do de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus..

Tabela 6. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotacdo para 0 fator variedades............eccueeriiiiiieiiiieieeee e

Tabela 7. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotagcdo para 0 fatOr SOL0........ccuiiiiieiieiie ettt e

Tabela 8. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotagdo para o fator fitorreguladores..........cccueeevieriiiiiieiiieiee e

Tabela 9. Analise de variancia para altura (cm) de trés variedades de cana-de-
acucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem aplicacdo de
fitorreguladores Via fOlIAT........ccuiieiiieeiie e

Tabela 10. Altura (cm) das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156 de
cana-de-agucar cultivadas em solo sem tratamento (SST) e tratado com brometo
e MEIA (STt e ree e e eaae e e ear e e eaaeeeaaeas

Tabela 11. Altura de planta (cm) de variedades de cana-de-ag¢tcar que tiveram
prévia aplicagdo de fitorreguladores via foliar...........ccocuvevieeciieniiciienie e,

Tabela 12. Analise de variancia para matéria seca de raizes (g) de trés variedades
de cana-de-agucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com ¢ sem
aplicacdo prévia de fitorreguladores via foliar na muda............ccoocceeiiiiiiininiien.

20

22

30

32

34

35

38

38

38

39

40

40



Vi

Tabela 13. Utiliza¢do do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotacdo para 0 fator variedades............cccuieriiiiiieiiiiiiee e 46

Tabela 14. Utiliza¢do do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotacdo para 0 fator variedades............eccueeriiriieiiiieieee e 46

Tabela 15. Utiliza¢do do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de
brotacdo para o fator fitorreguladores..........cccueevvieriieiiieriiieiieeeee e 46

Tabela 16. Analise de varidncia para altura (cm) de trés variedades de cana-de-
agucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem aplicacdo de
fitorreguladores Via SO10.......iiiiiie e 47

Tabela 17. Altura (cm) de variedades de cana-de-agucar cultivadas em solo sem
tratamento (SST) e tratado com brometo de metila (ST)......ccceeevvieeiiiieiiieiieeeiee 47

Tabela 18. Analise de variancia para matéria seca de raizes (g) de plantas de trés
variedades de cana-de-agtucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e
sem aplicacdo de fitorreguladores via SOl0.........cccueeiieriiiiiieniieiecie e 49

Tabela 19. Antagonismo in Vitro entre rizobactérias e fungos fitopatogénicos nos
meios de cultura BDA e B de King, conforme escala classificatoria de Martins et
al.(2004), MOITICAAO ... oot e e, 56

Tabela 20. Influéncia de rizobactérias no desenvolvimento de plantulas da
variedade RB72454 de cana-de-aglicar, em casa-de-vegetacao.........ccceervueeruveennennne 63

Tabela 21. Eficiéncia de isolados de rizobactérias no controle da doenga podridao
abacaxi, causada por Thielaviopis paradoxa, em toletes de cana-de-agtcar,
variedade RB72454.........oo et 67



vii

EFEITO DA APLICACAO DE FITORREGULADORES EM RIZOBACTERIAS
ISOLADAS DE DIFERENTES VARIEDADES DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharum spp.), NO MUNICIPIO DE ARARAS-SP

Autora: SILVANA PERISSATTO MENEGHIN
Orientadora: Dra. SAMIA MARIA TAUK-TORNISIELO

RESUMO

Nas usinas, no inicio da safra, a obtencdo de matéria-prima de boa qualidade ¢
maximizada com a aplicag@o de fitorreguladores, os quais aumentam o teor de sacarose
da cana-de-agucar. Em dareas onde eles s3o aplicados, tem se observado melhor
desenvolvimento e perfilhamento das plantas. Avaliou-se aqui o efeito da aplicagdo dos
fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o crescimento da cana-de-agticar, de forma
direta e indiretamente, através da modificacdo da microbiota rizosférica. Além disso,
objetivou-se também avaliar o uso de rizobactérias, isoladas dos experimentos com
fitorreguladores, para o biocontrole de doengas e seus possiveis mecanismos de agdo.
Os efeitos dos fitorreguladores sobre os microrganismos do solo foram avaliados em
meios de cultura acrescidos de Ethrel e Moddus em concentragdes de 0 a 1000 ppm.
Estes fitorreguladores foram aplicados via foliar e via solo para analise do
desenvolvimento da cana-de-actcar (variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156) em
casa-de-vegetagdo, utilizando-se solo sem tratamento e tratado com brometo de metila.
Apos dez meses, foram avaliadas a brotagdo, altura e matéria seca da parte aérea e das
raizes das plantas cultivadas. Rizobactérias foram isoladas dos solos contidos nos vasos
¢ avaliadas in vitro quanto a capacidade de controle de fungos fitopatogénicos
(Thielaviopsis paradoxa, Fusarium spp. ¢ Hendersonina sacchari), e in vivo, quanto a
capacidade de promogdo de crescimento de plantulas de cana-de-agtcar. Alguns
mecanismos de acdo das rizobactérias foram também estudados, como producdo de
acido indol acético, acido cianidrico, sideroforos e solubilizacdo de fosfato inorganico.
Constatou-se que as populacdes de fungos foram mais sensiveis a adicdo dos

fitorreguladores do que outros grupos de microrganismos, com reducdo no numero de
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unidades formadoras de colonias (UFC) a partir da menor concentragdo testada (0,1
ppm), a semelhanga do observado para o nimero de actinomicetos. As bactérias
Pseudomonas fluorescentes apresentaram reducdo no numero de colonias e menor
numero de coldnias com caracteristicas morfologicas diferentes na presenca de Ethrel e
Moddus, observando-se predominio de coldnias amarelo-esverdeadas produtoras de
pigmentos liberados no meio de cultura. As bactérias mostraram-se mais tolerantes a
acdo dos fitorreguladores. As trés variedades de cana-de-agucar aqui estudadas
responderam diferentemente ao Ethrel e Moddus, e também quanto a forma de
aplica¢do dos mesmos, verificando-se beneficios na utilizagdo, expressos em aumento
da altura e da matéria seca de raizes das plantas. Os efeitos da aplicacdo dos
fitorreguladores mostraram ser diretos e indiretos, pois a aplicagdo modificou a
microbiota do solo, sendo selecionados isolados de rizobactérias que em testes in vitro
mostraram ser capazes de inibir o crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium
spp., Hendersonina sacchari e Thielaviopsis paradoxa, e in vivo de promover o
crescimento de plantulas, além de controlar a doenga podriddao abacaxi, causada por T.
paradoxa em cana-de-agticar variedade RB72454. O isolado Ps1635 destacou-se como
o mais efetivo, utilizando como mecanismos de acdo a produgdo de siderdforos, acido

cianidrico e acido indol acético.

Palavras-chave: rizobactérias, biocontrole, fungos fitopatogénicos, cana-de-acucar,

fitorreguladores,
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EFFECT OF PLANT REGULATORS ON RHIZOBACTERIA ISOLATED
FROM DIFFERENT SUGAR CANE VARIETIES (Saccharum spp.), IN ARARAS
(SAO PAULO STATE)

Author: SILVANA PERISSATTO MENEGHIN
Adviser: Dr. SAMIA MARIA TAUK-TORNISIELO

ABSTRACT

For sugar and alcohol industries, at the start of harvesting, to obtain good quality raw
material is potentially possible with the application of plant regulators, which have a
role in natural sugar cane maturation, increasing sucrose content. In areas where they
have been applied, better plant development and shooting have been observed. The aim
here was to evaluate the application of plant regulators Ethrel and Moddus on sugar
cane growth, not only in a direct way, but also indirectly, through the modification of
rhizosphere microorganisms. Besides, this work also aimed the evaluation of
rhizobacteria isolated from the experiments using plant regulators upon the disease
biocontrol and their action mechanisms in this respect. The effects of plant regulators
upon the soil microorganisms were verified in culture media where Ethrel and Moddus
were added in concentrations ranging from 0 to 1000 ppm, while the effects of these
substances (applied in leaves and in soil) upon the sugar cane development (varieties
RB72454, RB835486 and RB855156) were surveyed in greenhouse, using soil without
treatment and treated with methyl bromide. After a ten-month period, the experiments
were finished, and sprouting, height and aerial part and root dry matter were analyzed.
Soil samples were taken from the pots for rhizobacteria isolation, which were evaluated
initially in vitro regarding their ability to control plant pathogenic fungi (Thielaviopsis
paradoxa, Fusarium spp. and Hendersonina sacchari), and in vivo, regarding their
ability to promote sugar cane growth. Some action mechanisms were also studied, as
indol acetic acid, cyanide acid and siderophore production and inorganic phosphate
solubilization. It was verified that the fungi populations were more sensitive to the
addition of plant regulators than other microorganisms, reducing their colony-forming

unit (CFU) numbers from the lowest concentration (0.1 ppm), similarly to the results



observed for actinomycetes. Fluorescent bacteria from Pseudomonas genus were also
affected by Ethrel and Moddus, resulting in a decrease in CFU number and lower
colony number with different morphological characteristics, with predominance of
greenish-yellow colonies producing pigments released into the culture media. The
bacteria were more tolerant to the action of plant regulators. The three sugar cane
varieties responded differently to Ethrel and Moddus and to the application way, with
benefits (increased numbers) to the height and root dry matter. Direct and indirect
effects of the plant regulators were observed, once their applications modified the
microbial communities. Isolates of rhizobacteria were shown to be capable to inhibit the
growth of pathogenic fungi in in vitro tests and also to promote the growth of sugar
cane plants as well as to biocontrol the pineapple disease, caused by T. paradoxa, in the
variety RB72454. The isolate Ps1635 was the most effective, using siderophore,

cyanide and indol acetic acid production as action mechanisms.

Key-words: growth-promoting rhizobacteria, biocontrol, sugar cane, plant regulators,

plant pathogenic fungi



1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-ag¢tcar, com previsdo para a
industrializagdo, na safra 2007/2008, de 547,2 milhdes de toneladas de cana-de-agucar
utilizadas na producdo de 30 milhdes de toneladas de agucar e 21,3 bilhdes de litros de
alcool (Companhia Nacional de Abastecimento, 2007).

O periodo de colheita e industrializacdo da cana-de-actcar inicia-se em abril
e se estende até novembro na regido Sudeste. Durante esses meses, a industria de
processamento de cana-de-agucar precisa receber matéria-prima de boa qualidade, para
que a relacdo custo/beneficio da recuperagdo do actcar ou de sua transformagdo em
alcool seja viavel (HUMBERT, 1968). O processo de maturacdo da cana-de-agucar
ocorre naturalmente a partir de abril/maio, atingindo seu climax no més de setembro.
Esse fendomeno ocorre em virtude das condigdes climdticas, de gradativa queda da
temperatura ¢ diminuicdo das precipitagdes até a seca total no meio do ano. Nesse
periodo, a planta tem seu crescimento finalizado, mas com a continuidade da
fotossintese, seus produtos sdo deslocados rapidamente e armazenados nos tecidos de
reserva do colmo (DEUBER, 1988).

Existem locais onde as condi¢cOes edafoclimaticas niao favorecem a
maturacdo natural, como também empresas que nao dispdem de variedades de cana que
amadurecam precocemente e que possam abastecer a industria no inicio da safra. Neste
caso, uma solucdo alternativa € o uso de fitorreguladores.

Existem no mercado varios produtos funcionando como reguladores de
crescimento ou restritivos de crescimento das regides terminais; em ambos 0s casos,

eles atuam sobre os fotossintatos produzidos, favorecendo seu acumulo nos tecidos de



reserva do colmo e proporcionando um incremento de sacarose (MUTTON, 1998). Nos
locais onde esses produtos sdo aplicados, observa-se, apos o corte, uma tendéncia para
brotacdo mais rapida da soqueira, maior perfilhamento, colmos mais pesados e maior
desenvolvimento do sistema radicular (PAGGIARO et al, 1995). Como essas
caracteristicas sdo desejaveis, ja que resultam em ganhos significativos na
produtividade, passou-se a testar a aplicagdo dos fitorreguladores diretamente no sulco
de plantio. Em alguns casos houve grandes ganhos na produtividade e em outros, pouco
ou nenhum beneficio, ndo tendo sido encontrada explica¢do para tais constatacdes
(CAMPANHAO, 1995).

No entanto, ha de se considerar o papel da microbiota do solo,
especialmente a rizosférica, nos agrossistemas. Os microrganismos do solo podem
responder rapidamente as mudancgas acarretadas por alteracdes no ambiente, como por
exemplo, a utilizagdo de fertilizantes organicos e minerais e/ou de pesticidas (HALE et
al., 1978; VANCURA e KUNC, 1988; BOLTON JUNIOR et al., 1992, SILVA et al.,
2004). Além disso, a comunidade microbiana pode ser modificada quando qualquer
substancia ¢ aplicada as folhas das plantas, e por elas absorvida, ocasionando
modifica¢des no metabolismo dessas, afetando os exsudados radiculares, ¢ desta forma
também os fatores abioticos e bidticos presentes na rizosfera (SMITH, 1976).

Ha predominéncia de bactérias gram-negativas ndo esporulantes na rizosfera
e nas superficies das raizes das plantas, com um nlUmero bastante elevado de
Pseudomonas (ALEXANDER, 1977; VANCURA e KUNC, 1988; FREITAS, 1994).
Segundo Bowen e Rovira (1999), esses organismos sdo freqiientemente colonizadores
de rizosfera porque estdo associados a matéria organica, constituindo um grupo
nutricionalmente diverso e com réapida taxa de crescimento. Desta forma, estes tém
capacidade bastante elevada de competir por energia e nutrientes, produzindo vitaminas
e compostos analogos aos hormdnios vegetais, que podem ser absorvidos e translocados
pela planta, proporcionando-lhe um melhor desenvolvimento (VANCURA e KUNC,
1988).

Estas consideragdes suscitam duvidas quanto ao papel dos fitorreguladores
no desenvolvimento vegetal, se de forma direta ou indireta, agindo sobre a microbiota
rizosférica, além da forma como ocorre a promog¢do de crescimento vegetal, por

exemplo, em fun¢do do biocontrole de patdgenos.



Desta forma, considerando-se os pontos acima expostos, 0s objetivos

deste presente estudo sdo:

a. verificar o efeito da aplicagdo de fitorreguladores no desenvolvimento de trés
variedades de cana-de-agucar;

b. observar as possiveis alteracdes do nimero de microrganismos do solo cultivado com
cana-de-agucar e com aplicacdo de fitorreguladores;

c. isolar e avaliar a atividade das rizobactérias como promotoras de crescimento de
plantas e como agentes de biocontrole;

d. identificar os mecanismos de a¢ado das rizobactérias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rizobactérias

Rizobactérias sdo definidas como bactérias que vivem na rizosfera de
plantas, ou seja, regido de influéncia das raizes, sendo estimuladas pelos seus exsudatos.
Os exsudatos radiculares consistem de compostos de baixo peso molecular, como
agucares, polissacarideos simples, aminoacidos, dcidos organicos, compostos fenolicos,
nucleotideos e enzimas (ROVIRA, 1969; VANCURA e KUNG, 1988; BERTIN et al.,
2003). Estes compostos sdo liberados parcialmente pelas raizes no solo rizosférico,
servindo de fonte de alimento, ou em alguns casos como sinais moleculares para a
associacdo de plantas com os microrganismos (DE LA FUENTE et al., 2007). O efeito
da rizosfera sobre os microrganismos ¢ mais favorecida nas bactérias (ALEXANDER,
1977), mas ndo ¢ especifico, favorecendo a presenga de varios grupos morfoldgicos e
fisiologicos, e dentre estes, as bactérias gram-negativas do género Pseudomonas, com o
maior numero de espécies dentro do grupo das fluorescentes (ZAGO et al., 2000;
BOTELHO et al., 2006). Isto se deve a sua alta taxa de crescimento, a pronta resposta a
adicdo de aminoacidos e aglicares soluveis, capacidade de crescer em ambientes muito
variados, e produ¢do de uma grande variedade de antibioticos, sideréforos e hormonios
de crescimento (MELO, 1998).

As rizobactérias interagem com as plantas de varias maneiras, podendo
promover o crescimento destas, sendo, portanto, chamadas de rizobactérias promotoras
de crescimento das plantas (RPCPs), atuando de forma direta através da produgdo de
reguladores de crescimento, aumentando a permeabilidade das raizes, estimulando a
formacdo de pelos radiculares, solubilizando fosfato e outros nutrientes ¢ desta forma,

estimulando a absor¢do dos mesmos (CATTELAN e HARTEL, 2000). Podem atuar



também de forma indireta pelo controle bioldgico de patdogenos ou de microrganismos
deletérios através da producdo de metabodlitos que agem diretamente sobre o patdégeno
(sideroforo, 4cido cianidrico, antibidticos e enzimas que degradam a parede celular) ou
ainda através de indugdo de resisténcia sist€émica (KLOEPER, 1993). Como agentes de
biocontrole, antagonizam patdgenos principalmente através da antibiose, que ¢ definida
como interag¢do, onde um ou mais metabolito produzidos por um organismo té€m efeito
danoso sobre o outro. A espécie Pseudomonas fluorescens ¢ um exemplo de
microrganismo onde a acdo antagonica depende principalmente da antibiose (KREMER
e GROSSMANN, 1994 citado por STADNIK e BETTIOL, 2000).

Os antibidticos sdo compostos de baixo peso molecular que, em pequenas
concentragdes, sdo deletérios ao crescimento ou as atividades metabodlicas de outros
organismos (FRAVEL, 1988). Existe uma grande diversidade de antibioticos
produzidos por diferentes linhagens de Pseudomonas, como fenazinas, pirrolnitrinas,
pioluteorinas, tropolonas, piocianinas ¢ 2,4 diacetillfloroglucinol. Embora pouco se
conhega sobre o papel dos antibidticos na ecologia e fisiologia dos microrganismos,
estudos moleculares e genéticos comprovaram que a supressdo de algumas doengas de
raizes ¢ mediada quando estes sdo produzidos pelas rizobactérias (MELO, 1998; ZAGO
et al., 2000). Howell e Stipanovic (1979) apresentaram provas diretas do envolvimento
do antibiotico pioluteorinas na inibigdo in vitro e in vivo do crescimento de Pythium
ultimum, agente causal do “damping-off” de algoddo, enquanto que a pirrolnitrina foi
mais eficiente contra Rhizoctonia solani. Os fluoroglucinois sdo muito eficientes contra
Gaeumannomyces gramins var. tritici, e entre eles, o 2-4 diacetillfloroglucinol ¢ o
melhor estudado em virtude de ser o principal metabdlito associado a supressdo de
varias doencas (KEEL et al., 1996), entre elas a podriddo negra do tabaco e a podridao
do pé do trigo, e é também o metabolito responsavel pela supressividade natural de
alguns solos a certos patogenos (WELLER et al., 2007). Mazzola et al. (1992), citados
por Zago et al. (2000), mostraram que a sintese de fenazina ndo estd apenas associada a
inibicdo de doengas radiculares, mas também a capacidade adaptativa do organismo ao
ambiente.

O 4cido cianidrico também tem sido apontado como um metabdlito de
Pseudomonas spp. fluorescente capaz de inibir bactérias e fungos fitopatogénicos

(NEHL et al., 1996). Outros autores relataram que este acido pode inibir o crescimento



de plantas (BAKKER e SCHIPPERS, 1987) ou mesmo em alguns casos, estimular o
desenvolvimento de pelos radiculares (LUZ, 1996).

A resisténcia induzida € outro mecanismo de supressdo de doenca, na qual a
propria planta ativa suas defesas quimicas e fisicas na presen¢a de um indutor, que pode
ser uma substidncia quimica ou um patdgeno, levando ao controle deste ultimo
(KLOEPPER et al., 1992). O agente indutor pode ser um ativador quimico, como 0s
derivados benxotiadiazolicos e outros compostos, extratos de células de organismos
vivos, ou microrganismos vivos. Neste ultimo caso, quase sempre os agentes sio
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e diz-se que o mecanismo é a
indugdo de resisténcia sist€émica mediada por RPCPs.

Os mecanismos utilizados pelas rizobactérias para promover o crescimento
das plantas ndo estdo totalmente esclarecidos, tendo como provaveis modos de agdo a
produgdo de substincias promotoras de crescimento de plantas (BAREA et al., 1983), a
fixagdo de nitrogénio (BURR e CAESAR, 1985), a mineralizacdo de fosfatos e/ou
outros nutrientes do solo (MEYER e LINDERMAN, 1986), a exclusdo de nicho
(BAKKER e SCHIPPERS, 1987) e o antagonismo contra patdogenos ou outros
microrganismos deletérios (SIMEONI et al., 1987).

O crescimento das plantas também pode ser promovido indiretamente
através da producdo de sideroforos, que sdo substancias capazes de formar complexos
com o Fe™, sendo produzidos por microrganismos em condi¢cdes de baixa
disponibilidade do elemento. O ferro é um elemento abundante nos solos, mas sua
disponibilidade ¢ limitada em ambientes aerdbios e com pH na faixa da neutralidade.
Trata-se de um elemento essencial para todo tipo de organismo vivo, porque participa
como componente de muitas enzimas vitais, dos citocromos da cadeia transportadora de
elétrons e em um grande numero de fungdes biologicas. As bactérias Pseudomonas do
solo produzem siderdforos verde-amarelados, fluorescentes, soluveis em agua, também
chamados de pioverdinas ou pseudobactinas (MEYER e ABDALLAH, 1978).

A producdo de pigmentos fluorescentes € caracteristica de um grupo intra-
genérico de Pseudomonas, geneticamente homologo, cujas espécies sdo P. aeruginosa,
P. putida e P. fluorescens. Segundo a literatura, RPCPs produtoras de sideroforos
promovem o crescimento vegetal pelo controle bioldgico de fitopatdogenos, privando de

ferro a microbiota nativa. De acordo com tal hipdtese, as RPCPs inoculadas



colonizariam rapidamente a rizosfera com pouco ferro disponivel no rizoplano. As
bactérias produziriam sideroforos que complexariam o nutriente € o tornaria
indisponivel para outros microrganismos, inibindo assim o crescimento deles
(KLOEPPER et al., 1980). Sua concentragio na solugdo do solo esta relacionada com os
niveis de pH, de forma que a medida que o pH do solo abaixa, a disponibilidade de
ferro aumenta e os sider6foros se tornam menos efetivos. Em geral, os patogenos do
solo sdo bastante sensiveis a acdo dos siderdforos produzidos pelos antagonistas, em
virtude de ndo o produzirem, ou quando produzidos, estes terem menor afinidade pelo
ferro (MELO, 1998).

Muitos reguladores de crescimento vegetal sdo produzidos por
microrganismos do solo e da rizosfera. Barea et al. (1983) obtiveram 50 isolados de
bactérias, predominantemente Bacillus e Pseudomonas, das rizosferas de diversas
culturas de importancia econdmica, sendo que destas, 43% produziram substancias
semelhantes a cinetina; 43% produziram auxinas; 24% produziram giberelinas; e 20%
sintetizaram os trés tipos de substincias de crescimento. Estas podem atuar sobre a
planta inteira, raizes ou parte aérea (BURR et al., 1978; SUSLOW e SCHROTH, 1982).
As auxinas podem promover o crescimento radicular, aumentar a produgdo de raizes
laterais estimulando o crescimento e o alongamento das células e atuando na
permeabilidade celular, e as giberelinas podem estimular o alongamento dos caules.

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar substincias a partir de
componentes ou compostos presentes nos exsudatos radiculares, como por exemplo,
sintetizar 4acido indolacético (IAA) a partir do triptofano (SIQUEIRA, 1993).
Frankenberger Junior e¢ Poth (1987) demonstraram a habilidade da rizobactéria
Pseudomonas fluorescens, isolada de graminea, em converter L-triptofano em acido
indol acético pela supressdo do ferro. Azotobacter chroococcum, Pseudomonas
fluorescens e Pseudomonas putida também tém sido relatadas como eficientes na
produgdo de citocininas, utilizando a adenina presente nos exsudatos radiculares como

precursora para a transformacdo (NIETO e FRANKENBERGER JUNIOR, 1989).



2.2. Fitorregulador ou Regulador Vegetal

Fitorregulador ¢ um termo empregado para designar substincias vegetais
que, aplicadas exogenamente, possuem agdes similares aos hormoénios vegetais, como
citocininas, giberelinas, &acido indol acético e etileno (LAC-BUENDIA, 1989;
ALLEONI et al., 2000; VIEIRA e CASTRO, 2002; DOURADO NETO et al., 2004).
Segundo TAIZ e ZEIGER (2003), na pratica, os fitorreguladores podem ser aplicados
em diferentes partes das plantas como peciolos, folhas, frutos e sementes, atuando no
proprio local ou serem translocados, atuando entdo em outras partes da planta e
interferindo nos diversos processos como germinagdo, enraizamento, floragdo,
frutificagdo, maturagao e senescéncia.

Na agricultura, o uso de fitorreguladores tem-se tornado uma pratica
comum, que contribui para a solu¢do dos problemas dos sistemas de produgdo,
melhorando qualitativa e quantitativamente a produtividade de diferentes culturas, como
a cana-de-agtiicar (LUCHESI et al., 1979; ALMEIDA et al., 2005); enraizamento para
viabilizacdo de mudas por meio de estaquia (FANCHIELO et al., 1995, NORBERTO et
al., 2001); crescimento e produtividade em amendoinzeiro (CASTRO e
APPEZZATTO-DA-GLORIA, 1993); emergéncia e crescimento de mudas de
maracujazeiro-doce (LEONEL e PREDOSO, 2005); crescimento de plantas de milho
(DOURADO NETO et al., 2004, PRADO NETO et al., 2007) e desenvolvimento inicial
do sistema radicular em algoddo (NAGASHIMA et al., 2005, VIEIRA ¢ SANTOS,
2005, LAMAS, 2001), mamona (ALBUQUERQUE et al., 2004), soja (CAMPOS et al.,
2007), feijao (ALLEONI et al., 2000) e plantas medicinais (STEFANINI et al., 2002).
Sua utilizagdo na agricultura traz beneficios como incrementos na porcentagem de
germinagdo, na altura das plantas, no nimero de folhas, flores e frutos, na qualidade
destes ultimos e no desenvolvimento do sistema radicular, entre outros.

Diversos produtos estdo registrados no Brasil como fitorreguladores para a
cultura da cana-de-agucar, entre eles, o glifosato, paraquate, fluazifop-p-butil, etil-
trinexapac e ethephon (ALMEIDA et al.,, 2005), todos eles visando basicamente
antecipar a maturagdo e aumentar os teores de sacarose no caldo (RODRIGUES, 1995;
ALMEIDA et al., 2005), a germina¢do e o perfilhamento de toletes (LUCHESI et al.,
1979).



Durante seu ciclo de vida, a cana-de-agucar passa por dois periodos
distintos, o primeiro denominado vegetativo, onde ocorre o crescimento e
desenvolvimento da planta sob condi¢des 6timas de temperatura e umidade; no segundo
periodo, ocorre o acimulo de sacarose, em virtude da diminuicdo da temperatura
atmosférica e da precipitagdo pluviométrica. Na regido Sudeste (Sao Paulo), este ultimo
ocorre entre os meses de maio a setembro. Segundo Vieira (1988), a sacarose ¢
produzida nas folhas, a partir de glicose e frutose, com a participagdo da enzima
invertase. Apds sua biossintese nas folhas, segue pelas nervuras secundarias, nervura
central e bainha, alcangando o colmo, onde ¢ distribuida para as demais partes da planta
(raizes, apice, folhas e internddios jovens) para o crescimento de paredes celulares e do
protoplasma.

A sacarose nas células de armazenamento do colmo sofre uma série de
transformagdes e acumula-se nos vactolos armazenadores, onde sofre a agdo da
invertase acida vacuolar, fornecendo hexoses que sao utilizadas nos processos de sintese
protéica e respiracdo. Com o desenvolvimento do colmo, a atividade da invertase 4cida
vacuolar comec¢a a diminuir, aumentando simultaneamente a atividade da invertase
neutra, o que indica a maturidade do tecido para a acumulagdo da sacarose (MADAN et
al., 1980).

Existem locais sem condi¢des edafoclimaticas propicias para que a
maturagdo natural ocorra como também empresas que ndo dispdem de variedades que
amaduregam precocemente € que possam abastecer a industria no inicio da safra. A
aplicagdo de fitorreguladores ¢ uma técnica alternativa que proporciona a antecipagao
do corte e 0 aumento do percentual de sacarose (RODRIGUES, 1995, MUTTON, 1998;
ALMEIDA et al., 2005).

Um produto utilizado amplamente como regulador vegetal e desenvolvido
para ser utilizado como maturador da cultura e estimulante do aumento de contetudo de
sacarose nos colmos ¢ o Etil-trinexapac, que pertence ao grupo quimico do ciclohexano,
derivado do acido carboxilico e cujo nome quimico € 4 (ciclopropil-a-hidroxi-metileno-
3,5-dioxociclohexano carbocilico acido etil éster), conhecido comercialmente como
Moddus. Quando aplicado, este ¢ absorvido pelas gemas apicais e folhas das plantas,
passando a atuar na sintese de giberelina, reduzindo sua concentragio ativa, induzindo a

planta a uma inibicdo temporaria ou redu¢do do ritmo de crescimento, sem afetar o
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processo de fotossintese e a integridade da gema apical (RODRIGUES, 1995,
SYNGENTA, 2008)

Outro fitorregulador bastante conhecido e utilizado em cana-de-agtcar € o
ethephon, conhecido pelo nome comercial de Ethrel, concentrado emulsionavel
contendo 480 gramas por litro de ingrediente ativo de 4acido 2-cloroetil fosfonico, que é
usado como estimulante da maturagdo da cana-de-agucar (BAYER, 2008)

O 4cido 2-cloroetil fosfonico, em solugdo aquosa, degrada-se lentamente,
originando etileno, ions cloro e 4cido fosférico (SMITH, 1973). Este produto, quando
pulverizado sobre as plantas, aumenta os teores internos de etileno, bloqueando a
producdo de auxinas e reduzindo a produgdo de giberelina ativa, resultando na redugao
do crescimento do entrend em formagdo durante a pulverizagdo, sem provocar a morte
parcial ou total do 4pice da planta, o que resulta em menor crescimento dos colmos e
aumento dos conteudos de sacarose (CASTRO, 1992; RODRIGUES, 1995, CASTRO et
al.,, 2001,; MUTTON, 1998). A aplicagdo de etileno exdégeno ou o aumento de sua
sintese, ocasionada por aplicagcdes de reguladores vegetais, estimula a atividade da
enzima PAL (fenilalanina amonioliase), que leva a planta a aumentar a sintese de
compostos fenolicos. A utilizagdo de ethephon como maturador vegetal tem sido
utilizado no Brasil e em varias regides do mundo, como Havai, Africa do Sul,
Louisiana-EUA (RODRIGUES, 1995).

A utilizagdo do 4cido 2-cloroetil fosfonico traz inimeros beneficios para a
cultura da cana-de-agticar, resultando em diminui¢do do numero de gemas utilizadas no
plantio por metro linear, aumento na velocidade de emergéncia das gemas (CAMPOS,
1963; MELLOTO et al., 1987; PAGGIARO, 1992), aumento na altura das plantas
(PAGGIARO et al., 1995, CASTRO, 1993), aumento no numero de perfilhos por metro
(CAMPOS, 1963; CASTRO, 1993), precocidade de maturacdo (CASTRO, 1992;
MORGAN et al., 2001), antecipacdo do corte (CASTRO, 1999), aumento no numero de
colmos industrializaveis (LUCHESI et al., 1979), aumento da quantidade de cana
colhida por hectare (CAMPOS, 1963), incremento nos teores de actcar e alcool
(CALCA et al., 1984; CASTRO, 1993), aumento da taxa de macronutrientes das
plantas tratadas (GONCALVES, 1984) e reducdo do florescimento e isoporizagdo
(CAMPOS, 1963; CASTRO, 1993; 1999).
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Embora a maioria dos estudos com Ethrel em cana-de-agucar estejam
relacionados aos aspectos de maturacdo, outros trabalhos relatam os beneficios de sua
utilizagdo como estimuladores de germinacdo, crescimento e desenvolvimento, assim
como no controle de doengas causados por fungos e bactérias (MACEDO e AZEVEDO,
1990, NASCIMENTO, 1999).

O etileno, assim como os geradores de etileno (por exemplo, o ethephon)
podem elicitar a producdo de fitoalexinas, compostos que combatem fungos e bactérias
em plantas. O tratamento de plantas com gas etileno ou com o ethephon reduziu a
freqtiéncia de ocorréncia de varias doengas (LOCKHART et al., 1968; HISLOP et al.,
1973; STAHMANN et al., 1966 citado por FRANKENBERGER JUNIOR et al., 1995).

Pegg (1981) citado por Pascholati (1995) demonstrou que as plantas tratadas
com etileno apresentaram diminui¢do de infec¢do ou sintomas de doengas. O etileno
induz trocas nas enzimas associadas com a resisténcia e estimula a biossintese de
conhecidos antifingicos utilizados para promover o crescimento de raizes,
desenvolvimento de caules, maturacdo, floragdo e na incidéncia de doengas. Na cultura
da soja, além de antecipar sua maturacdo, diminuiu a incidéncia de fungos em suas
sementes (ABNEY, 1991).

O etileno também pode estimular doengas (aparentemente pela indugdo do
desenvolvimento da hifa de infeccdo que penetra no tecido) ou inibir o desenvolvimento
micelial e estimular a esporulagdo de fungos, mas pode induzir resisténcia em frutas
verdes, quando sua aplicacdo antecede a inoculagdo do fungo (BROWN ¢ BARMORE,
1977). Segundo esses mesmos autores, o etileno pode tanto aumentar como reduzir a
incidéncia de doencas, dependendo do tempo de exposicdo e da concentracdo utilizada.

Nos vegetais, o etileno ¢ produzido endogenamente por todos os 6rgidos
(raizes, colmos, folhas, gemas, bulbos, flores e sementes) em doses variaveis,
dependendo do estadio de desenvolvimento e crescimento da planta. Em geral, a
quantidade ¢ elevada em tecidos jovens, mais baixa em tecidos adultos, aumentando em
tecidos senescentes (KENDE e BAUMGARTNER, 1974).

No solo, além das raizes das plantas e das reacdes enzimdticas que liberam
etileno, os maiores produtores destes sdo os microrganismos (BABIKER e PEPER,
1984). A quantidade de etileno produzida por eles ¢ suficiente para afetar outros

microrganismos ¢ também o crescimento das plantas, dependendo da sua concentragdo
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e também da suscetibilidade das raizes das plantas a acdo do etileno. Este, quando
liberado pela aplicagdo exdgena de ethephon via solo, também ird compor a atmosfera
do solo, e seu efeito sobre a planta e microrganismos dependerd da concentragdo
existente nas raizes (KONINGS, 1975 apud VANCURA e KUNC, 1988).

O acumulo de etileno no solo tem efeito no crescimento e desenvolvimento
das plantas (ROVIRA e VENDRELL, 1972), podendo favorecer seu crescimento
(SMITH e RESTALL, 1971) ou causar injarias nas raizes (SMITH e ROBERTSON,
1971). Em geral, baixas concentragdes estimulam o crescimento de raizes, enquanto que
concentragdes mais elevadas o inibem. O acimulo de ctileno tem efeito também sobre
os microrganismos do solo, em especial sobre os fungos, pela indugdo da fungistase, e
também em condi¢des de nutricdo limitada pela lise das suas hifas (SMITH, 1973;
VANCURA e KUNC, 1988). Smith (1973) ressaltou que, ndo apenas o etileno ¢
responsavel pelo controle das populagdes microbianas no solo, mas também os
compostos nos quais ele se transforma. Como ¢ capaz de provocar modificagdes na
microbiota do solo, terd implicacdes importantes nos processos de decomposicdo da
matéria organica.

Actinomicetos, bactérias e alguns nematodides também sdo inibidos pelo
etileno (SMITH e COOK, 1974), sendo as bactérias mais tolerantes que os
actinomicetos, e estes mais que os fungos (SMITH, 1976). As bactérias podem
proliferar em solos onde a quantidade de etileno € elevada, porque aparentemente esses
microrganismos ndo sdo afetados pelo gas ou seus subprodutos. O etileno podera
indiretamente limitar a atividade das bactérias aerdbias, pela diminui¢do do crescimento
dos fungos e actinomicetos (FRANKENBERGER JUNIOR e ARSHAD, 1995).

E dificil determinar a quantidade necessaria de etileno para que a fungistase
ocorra no solo. Muitos experimentos tém mostrado claramente que concentragdes/tracos
de etileno inibem efetivamente a atividade de muitos fungos. Solos ricos em matéria
organica produzem altas concentracdes de etileno, mas por outro lado requerem mais
altas concentracdes desse elemento para inibir a germinagao de propagulos de fungos. O
balango entre esses fatores determina quando um solo € fungistatico e por quanto tempo
(SMITH, 1973).

Os beneficios citados, associados ao fato de que estes produtos nio

interferem nos processos fermentativos e propiciam um retorno econdémico médio por
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hectare, comprovam as vantagens do uso de fitorreguladores na cultura da cana-de-

acucar (MUTTON, 1998).



14

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Agricola e
Molecular (LAMAM) e em casa-de-vegetacdo, pertencentes ao Departamento de
Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar), campus de Araras.

3.1. Fitorreguladores utilizados

Foram utilizados os seguintes fitorreguladores:

- Ethrel® 48 SL, fabricado pela Bayer CropScience S.A., registro S.A.G n°
4013, classificado como regulador vegetal. Possui como ingrediente ativo Ethephon,
cujo nome quimico € acido-2-cloroetil-fosfonico, derivado do grupo do 4cido fosfoérico,
e comercializado na concentragdo de 480 g L™ de concentrado solivel.

- Moddus®, fabricado pela Syngenta, classificado como regulador de
crescimento, cujo ingrediente ativo é o Etil-tinexapac, com nome quimico de 4
(ciclopropil-&-hidroxi-metileno-3,5-dioxociclohexanocarbo-cilico 4cido etil éster),
derivado do grupo da ciclohexadiona, comercializado na concentragio de 250 g L™ do

concentrado emulsificavel (EC).

3.2. Variedades de cana-de-acUcar

As variedades utilizadas (PMGCA, 2008) foram:
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-RB72454, obtida pelo Instituto do Aglicar e Alcool /Programa Nacional de
Melhoramento da Cana-de-ag¢ticar, com as seguintes caracteristicas botanicas e
industriais: touceiramento médio, com colmos eretos, empalhados, de didmetro médio, e
de cor verde clara, com manchas de cera escurecidas; entrends médios, alinhados em
leve ziguezague; com folhas dispostas em forma contorcida, de largura e comprimento
médios, € com pouco jogal; alta produtividade; baixa exigéncia em solo; boa brotacdo

de soqueira; alto teor de sacarose; e de maturacdo médio-tardia.

-RB835486, obtida pela equipe do Programa de Melhoramento Genético de
Cana-de-agucar (PMGCA) da Universidade Federal de Sdo Carlos, Centro de Ciéncias
Agrarias, campus Araras. Apresenta touceiras ralas, colmos medianamente empalhados,
de facil despalha, didmetro médio a grosso e de elevado peso, cor arroxeada, com
abundante cera; entren6s médios e bainha sem jogal; alta produtividade; baixa exigéncia
de solo; boa brotagdo de soqueira; teor de sacarose altissimo; e maturagdo precoce-

tardia.

-RB855156, obtida pela equipe do Programa de Melhoramento Genético de
Cana-de-agucar (PMGCA) da Universidade Federal de Sao Carlos, Centro de Ciéncias
Agrérias, campus Araras. Com elevado touceiramento, principalmente na soca, colmos
eretos mas decumbentes na fase adulta, empalhados, didmetro fino a médio, cor verde
clara, com pouca cera, e bastante rachadura; entrenés médios, bainha com abundante
jocal; produtividade alta; exigéncia média de solo; dificil brotacdo de soqueira, bom

perfilhamento; teor de sacarose alto; e de maturag@o precoce.

3.3. Meios de cultura e solugdes

Os meios de cultura e solugdes foram esterilizados em autoclave, a 120 °C, 1

atm, por 15 minutos.
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- Meio B de King para producéo de pigmentos fluorescentes

Proteose peptona n° 3
Glicerol

K,HPO, anidro
MgSO,. 7TH,0

Bacto Agar

Agua destilada

pH

200 g
10,0 g
I,5¢g
I5¢g
150¢g
1000 mL
7,2

Para meio de cultura liquido, ndo foi adicionado o Bacto Agar.

- Meio de Martin seletivo para fungos e leveduras

KH,P04
MgSO,4.7H,0
Peptona
Dextrose

Rosa Bengala
Bacto Agar
Agua destilada

Estreptomicina*

10g
0,5¢g
50¢g
10,0 g
0,03 g
20,0 g
1000 mL
0,1g

* Adicionar a estreptomicina ao meio apds a esterilizagdo, dissolvida em 10

mL da agua esterilizada.

Conservar o meio em frasco escuro.

- Meio de Agar Nutriente seletivo para bactérias

Agar Nutriente
Agua destilada

Nistatina*

230¢g
1000 mL
0,042 g

* Adicionar a nistatina ao meio de cultura apos a esterilizacdo, dissolvida em

10 mL da 4gua esterilizada.



- Meio de Agar-Agua Alcalinizado seletivo para actinomicetos

Agar 20,0 g
Agua destilada 1000 mL
pH 10,5

Ajustar o pH do meio de cultura antes da esterilizacdo com NaOH 1N.

- Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA)
Batata Dextrose Agar 39,0 g
Agua destilada 1000 mL
pH 6,0

- Meio de BDYA suplementado com fosfato inorganico
Batata Dextrose Agar 39,0 g
Extrato de levedura 5,0g

Agua destilada 1000 mL
K,HPO, 10% estéril’. 50 mL
CaCl, 10% estéril” 10 mL

* . . y oqe ~
Adicionar apos esterilizacdo

- Meio Luria-Bertani Agar suplementado

Bacto-triptona 10,0 g
Extrato de levedura 50g
NaCl 50¢g
L-triptofano 1,02 g
Glicerol 10,0 g
Dodecil sulfato de sédio 0,6 g
Agua destilada 1000 mL

pH 7,0-7,5



- Meio Tryptic Soy Agar suplementado

Tryptic Soy Agar 40,0 g
Glicina 44 ¢
Agua destilada 1000 mL

- Solucéo salina
NaCl 85¢g
Agua destilada 1000 mL

Conservar na geladeira apds esterilizagao.

- Solugéo de Tween 80
Tween 80 0,05 mL
Agua destilada 99,95 mL

Conservar na geladeira apos esterilizagao.

- Solucéo de &cido picrico

Acido picrico 25¢g
N32C03 12,5 g
Agua destilada 1000 mL

- Reagente de Salkowski

FeCl10,5M" 2mL
Acido perclérico 35% 98 mL

*
Armazenar em frasco escuro

3.4. Efeito da adicao de fitorreguladores sobre a comunidade microbiana do solo

18

O efeito dos fitorreguladores Moddus e Ethrel sobre a comunidade

microbiana do solo foi avaliado in vitro, utilizando-se os meios de cultura Agar

Nutriente, Martin (MARTIN,1950), Agar-Agua Alcalinizado ¢ B de King (KING et al.,
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1954), para a quantificacdo de bactérias, fungos, actinomicetos e Pseudomonas spp.,
respectivamente. Os fitorreguladores, apos esteriliza¢do em filtro Millipore® (membrana
de 0,22 pum) foram diluidos em 4agua esterilizada e adicionados aos meios de cultura
para obten¢do das concentragdes finais de 0,1; 1; 10; 100 e 1000 ppm. Amostras de
solo aderido as raizes da variedade de cana-de-agucar RB72454 foram cuidadosamente
coletadas, armazenadas em sacos plasticos e transportadas até o laboratorio,
procedendo-se em seguida a separagdo das raizes e o peneiramento do solo. Sub-
amostras de 10 g foram transferidas para frascos Erlenmeyers contendo 90 mL de
solucdo salina e agitados por 15 minutos. A partir destas suspensdes foram realizadas
diluicdes seriadas, semeando-se aliquotas de 0,1 mL, em duplicata, nos meios de cultura
suplementados com os fitorreguladores. As placas foram incubadas a 28 °C para o
desenvolvimento de colonias de fungos e Pseudomonas e a 35 °C para as bactérias. As
avaliacdes foram realizadas apos 24 horas para bactérias, 48 horas para fungos e para
Pseudomonas, ¢ apos sete dias para actinomicetos, determinando-se o numero de
unidades formadoras de colonias (UFC g'1 solo).

Os dados de cada ensaio foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), aplicando-se o teste F ao nivel de 5% de probabilidade e, posteriormente, as
comparacdes das médias pelo teste de Tukey. As andlises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do programa estatistico Statistica 6,0 (LEWICKI e HILL, 2005).

3.5. Experimentos em casa-de-vegetacao
3.5.1. Caracterizacdo do solo

Como substrato para os experimentos de casa-de-vegetacdo utilizou-se
amostras de solo coletado na camada de 0 - 20 cm de profundidade da quadra n° 11 do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/Araras), classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico tipico, LV4r. Amostras de solo foram enviadas ao Laboratorio de Quimica
e Fertilidade do Solo, CCA/UFSCar, para a realizacdo das andlises fisicas e fisico-

quimicas, cujos resultados estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas da amostra do solo utilizado nos
experimentos em casa-de-vegetacio

pH  MO.  Pguw Al HtAl K Ca Mg S SB CTC  V

(CaCl) (g.dm ) (mg.dm ) (mmolc. dm ) (%)

5,7 30 8 28 0,3 1,3 41 17 16 59 87,3 68

Legenda: M.O. — matéria orgénica; P resina; H+Al - acidez potencial; SB - soma de bases (soma dos

teores de K+Ca+Mg); CTC - capacidade de troca de catidnica; V% - saturagio por bases; mmolc.dm = —

milimol de carga por decimetro ctibico.

3.5.2. Preparo das mudas

Para o plantio de cana-de-agicar foram utilizados colmos tratados
previamente com os fitorreguladores Ethrel e Moddus, nas concentracdes indicadas por
seus fabricantes, ou seja, 0,67 L ha'e 0,8 L ha, respectivamente. Ambos os produtos
foram aplicados nas variedades de cana-de-agiicar RB72454, RB835486 ¢ RB855156
quando estas contavam com 10 meses de idade. Os produtos foram diluidos em agua
ndo clorada e, foram aplicados sobre as plantas utilizando um pulverizador costal. Apos
40 dias da data da aplicag@o, os colmos foram cortados em mini-toletes contendo apenas
uma gema, os quais foram utilizados nos experimentos posteriores de avaliagdo do

efeito residual dos produtos no desenvolvimento das variedades de cana-de-agucar.

3.5.3. Avaliacéo do efeito residual em mudas de cana-de-agUcar dos fitorreguladores
Ethrel e Moddus

A amostra do solo coletado foi destorroado e peneirado (malha de 4 mm) e
dividida em duas partes iguais. Uma delas foi tratada com brometo de metila,
colocando-se as amostras do solo sobre o piso e, apds a abertura da lata contendo o gas,
cobrindo-se com filme plastico impermeavel por 48 horas. Apds este periodo, o solo foi
descoberto e revolvido vérias vezes para a eliminacdo dos gases toxicos e designado

aqui como solo tratado (ST). A outra parte ndo recebeu nenhum tratamento e foi
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designada como solo sem tratamento (SST). As correcdes no solo foram realizadas
seguindo-se as recomendagdes técnicas fornecidas pelo Laboratorio de Quimica e
Fertilidade do Solo, CCA/UFSCar.

Os solos foram acondicionados em sacos plasticos pretos de polietileno com
35 cm de didmetro por 40 cm de altura. Em cada saco foi depositado um mini-tolete
(pequeno pedago do colmo da cana-de-agucar contendo apenas uma gema). Em seguida,
os toletes foram cobertos com uma fina camada de solo, suficiente apenas para cobrir as
gemas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
18 tratamentos e quatro repetigdes por tratamento (Quadro 1), num esquema fatorial
2x3x3x1, envolvendo dois tratamentos para cada amostra do solo (SST e ST), trés tipos
de solugdes para pulverizagdo das plantas (solugcdo de Ethrel, Moddus e agua), trés
variedades de cana-de-agucar (RB72454, RB855156 ¢ RB835486) ¢ uma tnica forma
de aplicacdo, via foliar. Os mini-toletes foram regados com agua suficiente para manter
a umidade proxima a capacidade de campo, e vinte dias apos a data do plantio, foi
avaliada a brotacdo (numero de gemas brotadas em relagdo ao nimero de gemas
plantadas).

Apos dez meses da data de plantio, o experimento foi encerrado e realizadas
as avaliagdes, sendo os sacos plasticos abertos com auxilio de uma tesoura e as raizes
cuidadosamente lavadas com agua, visando a eliminag¢do total do solo do sistema
radicular. Procedeu-se a medicdo da altura das plantas, considerando-se a distincia
compreendida entre a regido da unido do tolete com o colmo e a ligula da ultima folha
desenvolvida; e a matéria seca do sistema radicular apds a transferéncia do mesmo para
sacos de papel e sua secagem em estufa a 80 °C, onde permaneceram até a obten¢do de
peso constante.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), aplicando-se
o teste F, ao nivel de 1 ¢ 5% de probabilidade, e posteriormente as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio
do programa estatistico SANEST (MACHADO e ZONTA, 1991).

Para a andlise estatistica dos resultados de brotag¢do das gemas foi utilizado

o teste do Qui-Quadrado baseado em 1 ou 2 graus de liberdade, dependendo do fator a
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ser analisado e utilizando o nivel de 5% de probabilidade como nivel critico para a

rejei¢do da hipotese inicial (CAMPOS, 1983).

Quadro 1. Discriminagdo dos fatores componentes dos 18 tratamentos estudados

Tratamentos Fatores componentes
1 RB72454 em solo sem tratamento (SST)
2 RB72454 em solo tratado (ST)
3 RB72454 em solo sem tratamento com aplicacdo de Ethrel (SST/E)
4 RB72454 em solo tratado com aplicagdo de Ethrel (ST/E)
5 RB72454 em solo sem tratamento com aplicagdo de Moddus (SST/M)
6 RB72454 em solo tratado com aplicagdo de Moddus (ST/M)
7 RB85156 em solo sem tratamento (SST)
8 RB85156 em solo tratado (ST)
9 RB85156 em solo sem tratamento com aplica¢do de Ethrel (SST/E)
10 RB85156 em solo tratamento com aplicagdo de Ethrel (ST/E)
11 RB85156 em solo sem tratamento com aplicagdo de Moddus (SST/M)
12 RB85156 em solo tratado com aplicagao de Moddus (ST/M)
13 RB835486 em solo sem tratamento (SST)
14 RB835486 em solo tratado (ST)
15 RB835486 em solo sem tratamento com aplicacdo de Ethrel (SST/E)
16 RB835486 em solo tratado com aplicacdo de Ethrel (ST/E)
17 RB835486 em solo sem tratamento com aplicacdo de Moddus (SST/M)
18 RB835486 em solo tratado com aplicacdo de Moddus (ST/M)

3.5.4. Avaliacdo da aplicacdo via solo dos fitorreguladores Ethrel e Moddus no

desenvolvimento de cana-de-acgucar

Um segundo experimento foi instalado utilizando-se a mesma metodologia

descrita anteriormente, diferindo apenas na forma de aplicagdo e concentracdo dos
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produtos, ou seja, os fitorreguladores foram aplicados sobre os mini-toletes, no
momento do plantio, e utilizando-se metade da dose empregada no estudo anterior. Da
mesma forma j& descrita no item 3.5.3, apds o tratamento do substrato, os mini-toletes
(um por saco) contendo uma Unica gema foram cobertos com substrato e umedecidos
com agua.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
18 tratamentos e quatro repeticdes por tratamento. Os tratamentos seguiram um
esquema fatorial 2x3x3x1, envolvendo dois tratamentos para o solo (SST e ST), trés
tipos de solugdes para pulverizagdo dos mini-toletes (solu¢do de Ethrel, Moddus e
agua), trés variedades de cana-de-acticar (RB72454, RB855156 ¢ RB 835486) ¢ uma
unica forma de aplicacdo, via solo. Os mini-toletes foram regados com agua suficiente
para manter o solo sempre umido, e quinze dias apds a data do plantio, foi avaliada a
brotagdo (nimero de gemas brotadas em relagdo ao nimero de gemas plantadas). Dez
meses apos o plantio, o experimento foi encerrado e realizadas as mesmas avaliagdes e

testes estatisticos descritos no item 3.5.3.

3.6. Isolamento de rizobactérias de trés variedades de cana-de-agucar tratadas com

fitorreguladores

Dos experimentos descritos nos itens 3.5.3 e 3.5.4 foram coletadas raizes
juntamente com o solo aderido, acondicionados em sacos plasticos e transportados para
o laboratorio onde foram processados imediatamente. Para a selegdo Pseudomonas
fluorescentes, 10 g de solo foram colocadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL com 90
mL de solugdo salina e agitado durante 15 minutos a 160 rpm para homogeneizacio da
suspensdo de solo (MARIANO et al., 2000). A partir destas suspensdes, foram
realizadas dilui¢des seriadas e aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas no meio de cultura
B de King (KING, 1954), sendo as placas incubadas a 28 °C por 48 horas. A seguir, as
colonias de bactérias foram estimadas pela contagem das unidades formadoras de
colonias (UFC), e aquelas que apresentavam maior fluorescéncia sob luz com
comprimento de onda proximo ao violeta, foram isoladas e transferidas posteriormente

para tubos inclinados, sendo estes armazenados a 8 °C.
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3.7. Antagonismo in vitro entre fungos fitopatogénicos e rizobactérias

Os isolados bacterianos obtidos da rizosfera de cana-de-acticar tratada ou
ndo com fitorreguladores e posteriormente cultivada em solo sem tratamento e com
tratamento, apos selecdo (conforme item 3.6), foram avaliados quanto ao potencial de
controle da podriddo abacaxi, causada por Thielaviopsis paradoxa; podriddo de
Fusarium, causada por Fusarium spp.; e podriddo do colo, causada por Hendersonina
sacchari. As duas primeiras culturas foram gentilmente cedidas pelo Prof. José¢ Abramo
Filho e pertencem a colegcdo de culturas do Departamento de Biotecnologia Vegetal,
CCA/UFSCar. A linhagem utilizada do fungo Hendersonina sacchari foi a primeira
isolada no Brasil (MENEGHIN, 1997) e estd depositada na Fundagdo André Tosello
sob codigo CCT4755. Estes fungos foram cultivados em meio BDA a 28 °C, por cinco
dias e as bactérias em meio B de King na mesma temperatura, por dois dias. O
antagonismo foi avaliado em placas de Petri, contendo os mesmos meios de cultura,
sendo fungo e bactéria inoculados simultaneamente. Um disco de 5 mm de diametro,
com crescimento ativo do fungo, foi colocado no centro da placa e a bactéria inoculada
em quatro pontos da placa (FREITAS e PIZZINATTO, 1991). As placas foram
mantidas a 28 °C, na auséncia de luz, por sete dias.

Nos testes de antagonismo realizados em meio B de King e em BDA, o
delincamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
constituidos por isolados, com duas repeticdes, considerando-se cada placa uma
repeticdo.

A avaliagdo do antagonismo foi realizada utilizando-se uma escala
classificatdria de 1 a 5, conforme Martins et al. (2003), modificado, da seguinte forma:

1. Forte antagonismo entre o fungo e a bactéria, com pequeno
desenvolvimento do fungo;

2. Forte antagonismo entre o fungo e a bactéria, com grande halo de inibicdo

em torno da coldnia bacteriana;
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3. Fraco antagonismo, com pequeno halo de inibi¢do ou com o fungo apenas
evitando crescer sobre a coldnia bacteriana;

4. Nenhum antagonismo, com crescimento fungico sobre a colonia
bacteriana;

5. Antagonismo, com crescimento da bactéria sobre a colonia do fungo, o
qual ndo se desenvolve.

Como controles, foram utilizadas placas de Petri com ambos os meios,
sendo que apenas o fungo foi colocado para crescimento, a 28° C, na auséncia de luz,

por sete dias.

3.8. Teste de promocédo de crescimento de plantas de cana-de-agUucar em casa-de-

vegetacao

Alguns isolados selecionados no teste de antagonismo in vitro foram
avaliados quanto aos seus efeitos sobre o desenvolvimento de plantas de cana-de-
acucar. Os isolados selecionados foram cultivados em meio B de King liquido com
agitacdo de 160 rpm a 28 °C, por 48 horas. Para as inoculagdes, as concentragdes das
suspensdes bacterianas foram determinadas pela comparagdo com a escala de
McFarland e ajustadas para aproximadamente 10° células/mL. A cada suspensdo, foi
adicionada solucdo de Tween 80 (MARIANO et al., 2000).

Colmos de cana-de-agucar da variedade RB72454 com dez meses de idade
foram partidos em mini-toletes contendo uma gema. Apds lavagem superficial em agua,
os mesmos foram imersos em meio B de King liquido contendo culturas (puras) dos
isolados bacterianos, por cinco minutos. Foi também preparada uma amostra
testemunha, a qual foi imersa em meio King B liquido (sem crescimento bacteriano),
também por cinco minutos.

A seguir, os colmos foram plantados em vasos plasticos com capacidade
para 2 litros de solo, esterilizados previamente em autoclave (por tindalizag¢do), a 120 °C
por duas horas, trés dias consecutivos. Noventa dias apds a data do plantio, o

experimento foi encerrado.
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A avaliagdo do crescimento das plantas em presenca das bactérias foi
baseada na brotacdo, na altura das plantas e no peso da matéria seca do sistema radicular
e parte aérea, conforme descritos anteriormente. A partir dos dados obtidos calculou-se
o indice de aumento (IA) para todas as varidveis analisadas, através da formula proposta
por Edginton et al. (1997) apud Santos et al. (2005):

IA (%) = (Tr-Test)/Test x 100, onde,

Tr = valor obtido para o tratamento, e

Test = valor obtido para a testemunha.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete
tratamentos, constituido por seis isolados (Ps86, Ps109, Ps1632, Ps1634, Ps1635 e

Ps1691) e o controle, sem bacterizacdo, todos com dez repetigdes.

3.9. Antagonismo in vivo de isolados de rizobactérias contra Thielaviopsis

paradoxa

Os isolados Ps1575, Ps1631, Ps1632, Ps1635 ¢ Ps109 de rizobactérias
foram cultivados em meio B de King liquido, com agitacdo de 160 rpm a 28 °C, por 48
horas. Em seguida, as concentragdes bacterianas foram ajustadas para 10° células/mL
utilizando-se a escala de McFarland. As suspensdes bacterianas foram depositadas em
bandejas plasticas onde adicionou-se solugao de Tween 80. Toletes contendo trés gemas
da variedade RB72454 de cana-de-aglcar, considerada suscetivel a Thielaviopsis
paradoxa, apds passarem por uma lavagem superficial em agua, foram imersos nessas
suspensoes, por 30 minutos. Em seguida, foram secos por 12 horas sobre folhas de
papel e inoculados com o fungo.

Para a obten¢do do indculo, o fungo foi cultivado em placas de Petri
contendo meio de BDA a 28 °C, por sete dias. Adicionou-se dgua destilada esterilizada
e com auxilio de uma ldmina de vidro raspou-se a superficie do meio. Filtrou-se a
suspensdo obtida em gaze, sendo os conidios contados em um hemacitometro,
ajustando-se para uma concentragio final de 10° conidios por mL (SCALOPPI et al.,

2003).
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O indculo foi acondicionado em um borrifador de 4agua doméstico, e
procedeu-se a inoculagdo de ambas as extremidades dos toletes. Estes foram
acondicionados em sacos plasticos e mantidos em incubadora a 25 °C. O delineamento
empregado foi de blocos ao acaso com seis tratamentos (cinco isolados e uma
testemunha) e oito repetigdes.

O controle da doenga (podriddao abacaxi) foi avaliado quinze dias apds a
data de inocula¢do, quando cada colmo foi seccionado longitudinalmente, para
avaliacdo dos sintomas internos. O percentual de controle da doenga foi interpretado
como a quantidade de tecido afetado pelo fungo (cm), em relacdo a quantidade total de
tecido vegetal inoculado (cm). Foi também realizado um tratamento testemunha, isto &,

o tolete ndo foi tratado com a rizobactéria e foi inoculado com o fitopatégeno.

3.10. Estudo dos mecanismos de acéo de bactérias promotoras de crescimento

3.10.1. Selecdo de bactérias produtoras de acido indol acético (AlA)

A produgdo de acido indol acético (AIA) foi determinada utilizando-se a
técnica descrita por Bric et al. (1991). As bactérias foram inoculadas em placas de Petri
em meio Luria-Bertani Agar suplementado. As placas, apds inoculagdo das bactérias,
foram cobertas com papel de filtro Whatman n° 1 e incubadas a 28 °C, por 24 horas. Em
seguida, o papel foi removido e tratado com 10 mL do reagente de Salkowski
(GORDON e WEBER, 1951). A rea¢do foi mantida a temperatura ambiente (+/- 28 °C)
por 10 minutos e a produgdo de AIA foi identificada pela formacao de halo vermelho na

membrana imediatamente ao redor da coldnia.

3.10.2. Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgénico

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato foi realizada em meio

de BDYA acrescido de fosfato inorganico (SPERBER, 1958). As bactérias foram
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inoculadas no meio de cultura e as placas incubadas a 28 °C, por 48 horas, sendo a

formacdo de uma zona clara ao redor da coldonia indicativo de solubilizag¢do de fosfato.

3.10.3. Selecéo de bactérias produtoras de acido cianidrico (HCN)

A selecdo de bactérias produtoras de &cido cianidrico (HCN) foi
realizada em meio de Tryptic Soy Agar suplementado (WEI et al., 1991). As bactérias
foram inoculadas no meio de cultura, sendo colocadas tiras de papel de filtro
impregnado com solugdo de acido picrico na tampa das placas de Petri. As placas foram
seladas com Parafilm e incubadas a 28 °C, por quatro dias. A producdo de HCN foi
evidenciada pela mudanca de coloracdo do papel de filtro, de amarelo citrico para

laranja ou marrom.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da adicéo de fitorreguladores sobre a comunidade microbiana do solo

Os resultados acerca do efeito dos fitorreguladores Ethrel e Moddus sobre a
comunidade microbiana do solo estdo apresentados nas Figuras de 1 a 8 ¢ Tabelas 2 a
5. Foi avaliado o niimero de unidades formadoras de colonias (UFC g ' de solo seco) de
fungos, bactérias, actinomicetos e Pseudomonas spp., a partir de dilui¢des em série e
plaqueamentos nos meios de cultura Martin, Agar Nutriente Agar, Agar Alcalinizado e
B de King respectivamente, acrescidos dos fitorreguladores em concentracdes variando
de 0 a 1000 ppm.

Para a populacdo de fungos, os resultados da andlise de varidncia,
mostraram que héa diferenga estatisticamente significativa entre as concentracdes dos
fitorreguladores, porém nao significativa entre os fitorreguladores Ethrel e Moddus
(Tabela 2, Figura 1).

Nao foram encontrados estudos acerca dos efeitos do fitorregulador Moddus
e poucos trabalhos sobre Ethrel na comunidade microbiana do solo, entretanto, muitos
estudos relataram que o uso de herbicidas (TUFFI SANTOS et al., 2005, CASTRO
JUNIOR et al., 2006; FERREIRA et al., 2006), fungicidas (SILVA et al. 2005) e
pesticidas (SANTOS e MONTEIRO, 1994) causa aumento ou decréscimo no niimero,
da diversidade e da atividade de microrganismos, modificando o equilibrio bioldgico do

solo e provocando o aparecimento de doengas ou eliminando as jé existentes.
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Tabela 2. Analise de varidncia para o numero de UFC de fungos.g” solo seco em
funcdo de diferentes concentracdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus.

Fontes de Variagao Valor de F
Concentragdes 5.682,1 **
Fitorreguladores 447"
Concentra¢des X Fitorreguladores 2,009 **

Coeficiente de Variacdo (%) = 5,98

** * significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo Teste F; n.s. ndo
significativo.
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Figura 1. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
fungos do solo (UFC. g solo seco). Letras distintas indicam médias com diferengas
estatisticas a 5% de significancia.

Observou-se que, tanto a adi¢do de Ethrel quanto de Moddus diminuiu o
numero de fungos do solo, quando comparado com o tratamento controle (O ppm), ndo
sendo detectadas diferengas entre os produtos. Constatou-se que os produtos t€m efeito
negativo sobre os fungos, com inibi¢do até mesmo na concentragdo mais baixa (0,1
ppm), ¢ que de 1 até 1000 ppm, os nimeros de UFC g' solo nido diferiram
estatisticamente entre si (Figura 1). Os dados sdo concordantes com os relatados por
Santos e Monteiro (1994), que apds revisdo da literatura, relataram que, de um modo
geral, os fungos sdo mais sensiveis a ag¢do de pesticidas que outros grupos de

microrganismos, sendo o seu numero drasticamente reduzido apds a aplicacdo destas
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substancias. Em relacdo ao Ethrel, alguns trabalhos tém demonstrado sua agdo
fungistatica no solo (SMITH, 1980), onde baixas concentragdes tém inibido o
crescimento de fungos (MACEDO E CHIBA, 1985; MACEDO E AZEVEDO, 1990),
inclusive de muitos patogé€nicos como Alternaria tenuis, Cladosporium lignicolum,
Trichoderma lignorum e Fusarium culmorum para raizes de plantas de trigo
(MICHNIEWICZ e CZERWINSKA, 1991), ¢ Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium,
Colletotrichum e Verticillium patdégenos causadores de varias doengas em algoddo
(MILLIKAN E FIELDS, 1964; MACEDO et al., 1984).

Estudos in vitro relataram que muitos herbicidas, entre eles Trifluralina,
Diuron e Metolachlor foram eficientes em diminuir o desenvolvimento dos patogenos,
tais como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum gossipi e
Verticillium albo-atrum (MACEDO et al., 1984; MACEDO ¢ CHIBA, 1985; MACEDO
e AZEVEDO, 1990). Em campo, a aplicacio de Diuron reduziu a incidéncia e
severidade da podriddo de raizes caudada por Cercosporella herpotrichoides (HUBER
et al. 1966) .

No presente estudo ndo foram realizadas técnicas para identificacdo dos
principais géneros, porém ndo foram constatadas diferencas morfoldgicas das coldnias
entre os diferentes tratamentos (Figura 2). Santos e Monteiro (1994), estudando o efeito
da aplicagdo dos pesticidas Aldicarbe (nematicida) e Endosulfan (inseticida)
constataram que, embora ndo tenham ocorrido diferengcas quantitativamente
significativas nos fungos, ocorreram mudancas qualitativas, com predominio de

Penicillium e Trichoderma, dados que também foram observados por Parr (1981).

Testemunha Ethrel (0,1 ppm) Moddus (0,1 ppm)

Figura 2. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
fungos do solo, em meio de Martin, incubagdo a 28 °C, por 48 horas.
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Hé indicacdes de que os herbicidas também estimulam a comunidade de
organismos antagonicos, diminuindo a de patogenos, conforme constatado por Curl et
al. (1968) citado por Macedo ¢ Azevedo (1990), onde Sclerotium rolfsii sofreu inibigao
devido ao seu antagonico Trichoderma viride ter sido estimulado pelo tratamento do
solo com Simazina.

A aplicagdo de Ethrel libera etileno, o qual funciona como hormonio de
crescimento exdgeno, que por sua vez age como indutor de defesa em diferentes
espécies vegetais (BLECKER e DENDE, 2000). O tratamento de plantas de oliveira
com Ethrel reduziu a postura de ovos da praga Prays oleae (RAMOS e RAMOS, 1989),
ndo afetando seus inimigos naturais, podendo desta forma substituir os inseticidas
utilizados para a cultura (ROSALES et al., 2006).

Com relagdo a comunidade bacteriana, os resultados da analise de variancia
mostraram diferencas estatisticas significativas entre as concentragdes, entre o0s

fitorreguladores e para a interacdo entre eles (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise de variancia para o numero de UFC de bactérias por g solo seco em
funcdo de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus.

Fontes de Variagao Valor de F
Concentragdes 32,96 **
Fitorreguladores 122,25 **
ConcentragaoX Fitorreguladores 13,20 **

Coeficiente de Variacdo (%) = 18,23

** significativo a 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo Teste F.

Pode-se ver na Figura 3 que o nimero de UFC de bactérias por g de solo
nao foi afetado pela adi¢do de Moddus, diferentemente do resultado obtido com Ethrel,
onde os valores tiveram aumentos estatisticamente significativos nas concentracdes de
0,1 a 100 ppm, comparando-se com os resultados observados no controle. Na dose de
1000 ppm, porém, os numeros foram significativamente inferiores aqueles do
tratamento controle e das demais doses empregadas, com inibi¢do igual tanto para
Moddus quanto para Ethrel (Figura 3).

Para Moddus, os valores de UFC de bactérias por g solo para o tratamento

controle ndo diferiram estatisticamente dos demais até a concentragdo de 100 ppm. A
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1000 ppm, entretanto, houve uma reducdo significativa, como anteriormente ja

mencionada (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o numero de
bactérias do solo (UFC.g" solo seco). Letras distintas indicam médias com diferencas
estatisticas a 5% de significancia.

Com o fitorregulador Ethrel, houve aumento estatisticamente significativo
no nimero de bactérias nas concentragdes de 0,1 até 100 ppm, mostrando que esse
grupo de microrganismos provavelmente utilizou o Ethrel como fonte de nutrientes e
energia (Figuras 3 e 4). O mesmo efeito foi observado por Moretini (2000) e Monkiedje
et al. (2002) citados por Silva et al. (2005), onde a aplicagdo do fungicida Metalaxil
aumentou o nimero de bacterias do solo, por tratar-se de fonte de carbono para alguns
dos seus grupos, ou por causar a libera¢do de outras formas de nutrientes. No entanto o
efeito benéfico de Moddus foi dependente da concentragdo, pois na maior dose, de 1000
ppm, houve significativa reducdo do nimero de coldnias (Figuras 3 e 4).

Embora ndo se tenha feito identificagdo das bactérias, notou-se que as
colonias apresentavam caracteristicas morfologicas semelhantes em todos os
tratamentos, sugerindo nido haver espécies predominantes em nenhum dos produtos

utilizados (Figura 4).
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Testemunha Ethrel (0,1 ppm) Moddus (0,1 ppm)

Figura 4. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
bactérias do solo, em meio de Agar Nutriente, incubacgdo a 35 °C, por 24 horas.

Viérios estudos tém demonstrado que as bactérias podem resistir (DROBY e
COFFEY, 1991) e até proliferar na presenga de agrotdéxicos (MORETINI, 2000),
mesmo em concentragdes elevadas (MARTEESSON, 1992). Porém, Santos ¢ Monteiro
(1994), estudando o efeito de dois inseticidas sobre a microbiota do solo, nematicida e
acaricida Aldicarbe e o acaricida Endosulfan verificaram que a aplica¢do de Endosulfan
resultou em mudancas significativas no numero de coldnias de bactérias, enquanto o
Aldicarbe ocasionou drastica redug@o nas concentracdes de 2 e 20 ppm de bactérias e
fungos. Malty et al. (2006) estudando o efeito de glifosato sobre estirpes de rizobio in
Vitro, mostraram que o produto era inibitdrio ao crescimento das bactérias; seu efeito
era maior com o aumento da concentragdo aplicada e que as diferentes estirpes
estudadas responderam diferentemente ao produto.

Semelhantemente ao observado para fungos, o numero de actinomicetos
diferiu significativamente entre as concentragdes de fitorreguladores, mas nio entre

fitorreguladores e na interacdo entre concentragdes e fitorreguladores (Tabela 4).

Tabela 4. Anélise de varidncia para o numero de UFC de actinomicetos.g” solo seco
em fun¢do de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus.

Fontes de Variagao Valor de F
Concentragdes 70,48 **
Fitorreguladores 0,24 ™*
Concentra¢des X Fitorreguladores 227 ™
Coeficiente de Variagao (%) 24,85

** significativo a 1% de probabilidade, respectivamente pelo Teste F; n.s. ndo
significativo.
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Pode-se observar na Figura 5 que o nimero de actinomicetos foi reduzido
com a aplica¢do de ambos os produtos e os efeitos foram dependentes da concentragdo
utilizada. Os resultados obtidos ndo estdo de acordo com aqueles encontrados por
Santos e Monteiro (1994) e Aragjo et al, 2003, onde o nimero de actinomicetos foi

estimulado na presenga de pesticidas e herbicidas.
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Figura 5. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
actinomicetos do solo (UFC.g" solo). Letras distintas indicam médias com diferengas
estatisticas a 5% de significancia.

Quanto ao ntimero de Pseudomonas, os resultados de analise de varidncia
mostraram haver diferengas estatisticamente significativas entre as concentragdes, tipo

de fitorreguladores e para interagdo entre eles (Tabela 5).

Tabela 5. Anélise de varidncia para o nimero de UFC de Pseudomonas.g™ solo seco
em fun¢do de diferentes concentragdes dos fitorreguladores Ethrel e Moddus.

Fontes de Variagao Valor de F
Concentragdes 200,212 **
Fitorreguladores 19,181 *
Concentragdes X Fitorreguladores 14,123 **

Coeficiente de Variagdo (%) = 32,3

** * significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente pelo Teste F.
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Como pode ser observado na Figura 6, houve alteracdo do nimero de UFC
de coldnias de Pseudomonas spp. com a aplica¢do dos fitorreguladores. Essa inibigdo
iniciou-se com a adi¢cdo da menor dose (0,1 ppm) ao meio de cultura e a medida que as
concentragdes dos fitorreguladores aumentaram, foram verificados maiores decréscimos
dos numeros de UFC deste género.

Para o Moddus, ndo foi detectada diferenga estatisticamente significativa
entre as doses de 0,1 e 1 ppm, mas ambas diferiram da testemunha e dos tratamentos
com 100 e 1000 ppm. Quanto a morfologia das colonias, notou-se uma sele¢do dos
isolados com o aumento da dosagem. Foram verificadas colonias com uniformidade
morfologica, apresentando-se esféricas, convexas € mucosas € com coloracdo amarelo-
esverdeado. Verificou-se também modificagdo da coloragdo do meio de cultura,

provavelmente pela liberagdo de compostos produzidos pelos microrganismos (Figura

7).
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Figura 6. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o numero de
Pseudomonas do solo (UFC.g" solo). Letras distintas indicam médias com diferencas
estatisticas a 5% de significancia.

Para o Ethrel, o tratamento com 0,1 ppm diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos, as concentracdes de 1, 10 e 100 ppm ndo diferiram entre si, mas diferiram
em relacdo a 1000 ppm, onde se observou reducdo mais acentuada do nimero de
colonias. Quanto a morfologia das coldnias, foi detectada alguma diferenga entre os

1solados obtidos do tratamento testemunha e com Ethrel (Figura 7).
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Moddus (0,1 ppm) Ethrel (0,1 ppm) Testemunha

Figura 7. Efeito da adi¢do dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus sobre o nimero de
Pseudomonas spp. no meio de B de King, incubagdo a 28 °C, por 48 horas.

4.2. Avaliacdo do efeito de fitorreguladores em cana-de-acUcar, em casa-de-
vegetacao

4.2.1. Efeito residual da aplicacéo de fitorreguladores via foliar

Os resultados obtidos para os pardmetros brotagdo de gemas, altura e
matéria seca de raizes encontram-se apresentados nas Tabelas 6 a 12 e Figuras 8 a 10.

Ao analisar o efeito dos fitorreguladores aplicados em trés variedades de
cana-de-agucar 40 dias antes do corte dos colmos para utilizagdo como mudas,
constatou-se para o parametro brotagdo de gemas que ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo as variedades, tratamento do solo e aos produtos utilizados
(Tabelas 6, 7 e 8). Esses resultados ndo estdo de acordo com aqueles apresentados por
Campos (1963), Melloto et al. (1987) e Paggiaro (1992) os quais observaram que a
utilizacdo dos fitorreguladores estimulou a brotagdo das gemas tratadas, quando

comparados com o tratamento controle.
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Tabela 6. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo
para o fator variedades.

Variedades Sem brotacao Com brotacao Totais
RB72454 3 21 24
RB835486 10 14 24
RB855156 2 22 24
Totais 15 57 72

x2(1)=5,39 (n.s); n.s.=nao significativo

Tabela 7. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo
para o fator solo.

Solos Sem brotacdo Com brotagdo Totais
Sem tratamento 9 27 36
Com tratamento 6 30 36
Totais 15 57 72

X2(2)=0,76 (n.s); n.s.=nao significativo

Tabela 8. Utilizagdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo
para o fator fitorreguladores.

Fitorreguladores Sem brotacao Com brotagao Totais
Ethrel 6 18 24
Moddus 2 22 24
Testemunha 7 17 24
Totais 15 57 72

x2(2)=3,53 (n.s); n.s.=nao significativo

Para a varidvel altura das plantas em condigdes de casa-de-vegetacdo
durante um periodo de oito meses, os resultados da analise de varidncia mostraram
haver diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos fitorreguladores,

variedades, solo e para a interacdo (Tabela 9).
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Tabela 9. Analise de variancia para altura (cm) de trés variedades de cana-de-ac¢ticar
cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem aplicag¢do de fitorreguladores
via foliar.

Fontes de variacao GL QM F
Variedades 2 17696,0575 208,37 **
Fitorreguladores 2 720,0270 8,47 **
Solo 1 5959,7975 70,17 **
Varied. X Fitor. 4 79,2875 0,93 ™
Varied X Solo 2 990,5534 11,66 **
Fitor. X Solo 2 100,2124 1,18™
Varied. X Fitor. X Solo 4 34,0929 0,40™

Residuo 36 84,9249

Coeficiente Variacdo (%)= 7,33

** significativo a 1%; Nn.S. ndo significativo

As plantas cultivadas em solo tratado com brometo de metila apresentaram
altura significativamente superior, quando comparada aquela das plantas cultivadas em
solo sem tratamento (Tabela 10). Com o tratamento do solo, os microrganismos sio
destruidos, inclusive alguns patogénicos, tornando o solo mais fértil por algum periodo
de tempo, o que promove o crescimento das plantas. Isso ocorre devido a liberacdo de
nutrientes presentes no protoplasma microbiano que se tornam disponiveis para as
plantas devido a morte dos microrganismos (BURGES, 1960; ROVIRA e DAVEY,
1971; MILLHOUSE ¢ MUNNECKE, 1979). Também se¢ atribui a este maior
desenvolvimento a rdpida recomposi¢do da populacdo microbiana por microrganismos
benéficos, como por exemplo, as bactérias Pseudomonas (GAMLIEL e KATAN, 1991).
Este género e alguns outros isolados da rizosfera de plantas de diversas culturas tém
demonstrado efeito na promocgao de crescimento, devido ao fornecimento de compostos

que atuam como reguladores de crescimento ou que facilitam a absor¢@o de nutrientes.
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Tabela 10. Altura (cm) das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156 de cana-de-
acucar cultivadas em solo sem tratamento (SST) e tratado com brometo de metila (ST).

Variedades SST ST Média Variedade
RB72454 149,00 aB 156,55 aA 152,77 a
RB835486 123,44 bB 142,00 bA 132,72 b
RB855156 72,83 cB 109,75 cA 91,29 ¢

Média Solo 115,09 B 136,10 A

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia, sendo as
minusculas para comparacéo entre variedades e maiusculas entre os tratamentos dos solos.

Independentemente do tratamento do solo, a variedade RB72454 foi a que
apresentou maior altura, seguida pela variedade RB835486 e, por fim, da RB855156, no
mesmo periodo de crescimento. Comparando-se, porém, os valores determinados em
solo sem tratamento e solo tratado, observou-se que a variedade RB855156 foi aquela
mais favorecida com o tratamento do solo, ou seja, apresentando uma altura 50,7%
superior aquela apresentada pelas plantas cultivadas em solo sem tratamento, enquanto
que para as variedades RB835486 ¢ RB72454, estes aumentos foram de 15,0 ¢ 5,0%
respectivamente (Tabela 10). Resultados que serdo apresentados mais adiante,
mostraram maior nimero de UFC de Pseudomonas na rizosfera da variedade RB855156
em solo com tratamento.

A aplicagdo dos fitorreguladores Moddus e Ethrel reduziu a altura das
plantas, comparando-se com aquela verificada nas plantas controle (Tabela 11), sendo o

Moddus o regulador vegetal com maior acdo na redugdo da altura das plantas.

Tabela 11. Altura de planta (cm) de variedades de cana-de-agucar que tiveram prévia
aplicacdo de fitorreguladores via foliar.

Fitorreguladores Altura (cm)

Moddus 120,17 c*
Ethrel 124,07 b
Testemunha 132,54 a

* Letras distintas indicam médias com diferencas estatisticas a 1% de significancia.
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Esses fitorreguladores sdo utilizados em cana-de-agucar, como ja
mencionados anteriormente, para acelerar a maturacdo. O Moddus ¢ um inibidor da
giberelina, que reduz acentuadamente o ritmo de crescimento da planta, fazendo com
que ela acumule mais sacarose, em vez de utilizad-la como fonte de energia para seu
crescimento vegetativo. O Ethrel ndo reduz o ritmo de crescimento da planta, porém
libera etileno promovendo o actimulo de sacarose nos colmos. Os resultados aqui
obtidos estdo de acordo com aqueles observados em soja, onde o ethephon (Ethrel)
inibiu o crescimento das plantas em relagdo a testemunha (CAMPOS et al., 2007) e com
trigo, ambos os experimentos conduzidos no Rio Grande do Sul, onde o Moddus foi o
regulador vegetal com maior a¢do na redugdo da altura das plantas (RODRIGUES et al.,
2003). Cabe salientar que estes valores sdo resultados da aplicagdo direta do produto nas
plantas, enquanto que neste estudo os dados se referem aos efeitos residuais dos
produtos.

Outros reguladores de crescimento tém sido utilizados com sucesso como
retardadores de crescimento. A aplicagdo de Daminozide (4000 ppm) em amendoizeiro
reduziu a altura das plantas (CASTRO ¢ APPEZZATO-DA-GLORIA, 1993) e os
cloretos de Clormequat e de Mepiqua reduziram a altura das plantas de algodoeiro, e
conseqiientemente aumentaram a produtividade da cultura (LAMAS, 2007).

Quanto a matéria seca de raizes, a analise de varidncia mostrou diferencas
significativas em relacdo as variedades, fitorreguladores, solo e interagdes entre
variedades e fitorreguladores, fitorreguladores e solo, e solo e variedades (Tabela 12).
Os efeitos da aplicacdo dos fitorreguladores sobre a matéria seca de raizes estdo
apresentados nas Figuras 8 a 10. Observa-se que as variedades responderam
diferentemente a aplicag@o dos fitorreguladores. Para a variedade RB855156, somente a
aplicacdo de Moddus proporcionou incrementos significativos na massa seca de raizes,
sendo este valor 54,5% superior ao determinado para a testemunha (Figura 8). Para a
variedade RB835486, as aplicagdbes de ambos os fitorreguladores inibiram
significativamente o desenvolvimento do sistema radicular, enquanto que para a
variedade RB72454, Moddus e Ethrel foram eficientes em promover o desenvolvimento
do sistema radicular (Figura 8). Resultados semelhantes foram observados por

Rodrigues (1995), que constatou que varios fatores interferem na eficiéncia dos
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fitorreguladores, sendo a variedade um deles, uma vez que cada variedade apresenta

estimulos naturais de resposta ao fitorregulador, em fun¢@o do seu potencial genético

Tabela 12. Analise de variancia para matéria seca de raizes (g) de trés variedades de
cana-de-agucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem aplicagdo prévia
de fitorreguladores via foliar na muda.

Fontes de variagdo GL QM F
Variedades 2 25,4438 8,05 *
Fitorreguladores 2 10,7488 3,65 *
Solo 1 70,9597 24,12 **
Varied. X Fitor. 4 27,7469 9,43%*
Varied X Solo 2 23,1990 7,88 **
Fitor. X Solo 2 13,5674 4,61 **
Varied. X Fitor. X Solo 4 5,5682 1,89 "

Residuo 36 2,9414

Coeficiente de Variagdo (%)= 7,23

** significativo a 1% e * significativo a 5%; N.s. ndo significativo
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Figura 8. Matéria seca de raizes das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156 de
cana-de-agucar com aplicagdo prévia dos fitorreguladores Ethrel ¢ Moddus via foliar na
muda. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia, sendo as
letras mintsculas para comparagdo dentro do tratamento, e maitusculas entre os
tratamentos.
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A utilizagdo de tratamento para o solo (desinfec¢do e desinfestacdo com
brometo de metila) implicou em significativa diferenca na média geral para matéria seca
do sistema radicular, sendo que para este parametro, o cultivo em solo sem tratamento
apresentou valores significativamente superiores aquele com tratamento (Figura 9).

Em solo sem tratamento, as variedades RB72454 ¢ RB835486 apresentaram
valores de matéria seca de raizes 60% e 32,3% superiores, respectivamente, quando

comparado aqueles obtidos em solo com tratamento (Figura 9).

ORET2454

BRES35486

ORE355156

Figura 9. Matéria seca de raizes (g) das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156
de cana-de-agucar cultivadas em solo sem tratamento (SST) e tratado (ST). Médias
seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia, sendo as letras
minusculas para comparagio dentro do tratamento, e maitisculas entre os tratamentos.

A variedade RB855156 apresentou comportamento diferente das demais, ou
seja, para esta houve incremento significativo na matéria seca de raizes de apenas 1,9%,
em solo tratado. French e Herbert (1980) e Venancio et al. (2006) relataram que o
tratamento do solo com brometo de metila controla todos os organismos vivos,
eliminando insetos, nematodides, bactérias e fungos, tanto os patogénicos quanto os
saprobios. A auséncia desta microbiota do solo tem um efeito sobre as plantas, uma vez
que os microrganismos sao responsaveis pela decomposi¢do e mineralizagdo da matéria

organica, fixa¢do bioldgica de nitrogénio, nitrificagdo, amonificagdo, agregacdo e
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estabilidade de agregados, simbioses com fungos micorrizicos, producdo de enzimas e
vitaminas. As plantas cultivadas em presengca de microrganismos absorvem maiores
quantidades de nutrientes quando comparadas aquelas cultivadas em condicdes estéreis
(BARBER et al., 1975 citados por MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Associada a isto, a aplicacdo de fitorreguladores via foliar modifica o
metabolismo vegetal, ocasionando aumento na quantidade e qualidade de seus
exsudatos. Isto pode favorecer determinados grupos de microrganismos que respondem
mais prontamente a adicdo de aminoacidos, agucares soluveis etc. A utilizagdo de
fitorreguladores em cana-de-agticar objetiva inibir o crescimento vegetativo € como
conseqiiéncia aumentar o acumulo de sacarose nos colmos, mas a sua aplicacdo via
foliar e a utilizagcdo de seus colmos como mudas podera ser utilizada também como uma
alternativa para aumentar a produtividades das plantas, especialmente em ambientes
caracterizados por baixa disponibilidade de agua e nutrientes, onde um sistema radicular
bem desenvolvido € o aspecto fundamental da produtividade.

Considerando os tratamentos de solo, para SST, a aplicacdo de Moddus foi
superior a testemunha, proporcionando incrementos significativos de 13,13%. No solo
tratado, o Ethrel proporcionou incrementos na massa seca de raizes na ordem de 2,25%

em relagdo a testemunha (Figura 10).

OrAoddus
BEthrel

OTestemunha

Figura 10. Matéria seca de raizes (g) das variedades RB72454, RB835486 ¢
RB855156 cultivadas em solo sem tratamento (SST), com tratamento (ST) e com a
aplica¢do prévia dos fitorreguladores Ethrel e Moddus via foliar na muda. Médias
seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significancia, sendo as letras
minusculas para comparagao dentro do tratamento, € maitsculas entre os tratamentos.
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Nas condi¢des em que o experimento foi realizado, os resultados podem ser
resumidos da seguinte forma: os efeitos dos fitorreguladores dependeram
principalmente da variedade de cana-de-agticar, em concordancia ao que ¢ relatado por
Silva et al.(2007) . As plantas que receberam aplicacdo dos fitorreguladores, seja ele
Moddus ou Ethrel, e que foram utilizadas como mudas, apresentaram efeito residual dos
produtos, pois as mesmas apresentaram alturas inferiores quando comparada a altura de
plantas que ndo foram tratadas, sendo o Moddus o produto que mais interferiu neste
parametro.

Para a matéria seca do sistema radicular, as variedades responderam
diferentemente, pois a RB72454 teve seu sistema radicular melhor desenvolvido com a
aplicacdo de ambos os produtos; ja com a RB855156, apenas com a aplicacdo do
Moddus; e para RB835486, nenhum dos produtos proporcionou incremento no sistema

radicular nos diferentes tratamentos aqui utilizados.

4.2.2. Aplicagéo de fitorreguladores via solo

Os resultados obtidos para os parametros brotacdo de gemas, altura e
matéria seca de raizes encontram-se apresentados nas Tabelas 13 a 18 e Figuras 11 e 12.
A andlise estatistica para o parametro brotagdo de gemas revelou diferenca
significativa entre as variedades, ou seja, a porcentagem de brotagdo foi maior para a
variedade RB855156, seguida pela variedade RB72454 e RB835486 (Tabela 13). Para o
tratamento do solo e para a aplicacdo de fitorreguladores, ndo foram observadas

diferencas estatisticas significativas (Tabelas 14 e 15).
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Tabela 13. Utiliza¢do do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo

para o fator variedades.

Variedades Sem brotacao Com brotacao Totais
RB72454 6 18 24
RB835486 15 9 24
RB855156 1 23 24
Totais 22 50 72

x2(2)= 19,82 **; **=gjgnificativo 1%

Tabela 14. Utilizacdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo

para o fator solo.

Solos Sem brotacdo Com brotagdo Totais
Sem tratamento 9 27 36
Com tratamento 13 23 36
Totais 22 50 72

X2(1): 1,14 (n.s); n.s.=nao significativo

Tabela 15. Utilizacdo do teste do Qui-Quadrado para analise de freqiiéncia de brotagdo
para o fator fitorreguladores.

Fitorreguladores Sem brotacao Com brotagao Totais
Ethrel 6 18 24
Moddus 2 22 24
Testemunha 7 17 24
Totais 15 57 72

x2(1)=1,78 (n.s); n.s.=nao significativo

Quanto a altura das plantas, tratamentos como variedades, fitorreguladores e
solo, bem como as interagdes entre variedades e fitorreguladores; variedades e solo; e
variedades, solo e fitorreguladores, influenciaram significativamente as médias de altura

das plantas, como mostra a Tabela 16.
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Tabela 16. Analise de variancia para altura (cm) de trés variedades de cana-de-agticar
cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem aplicag¢do de fitorreguladores
via solo.

Fontes de variacao GL QM F
Variedades 2 10813,7276 72,98%*
Fitorreguladores 2 987,5942 6,66**
Solo 1 5788,7628 39,06**
Varied. X Fitor. 4 437,5308 2,95%
Varied X Solo 2 1140,5551 7,69%*
Fitor. X Solo 2 67,5163 0,45 ™
Varied. X Fitor. X Solo 4 716,2170 4,83%*

Residuo 36

Coeficiente de variagdo (%) =9,71

** significativo a 1%; * significativo 5%; Nn.S. ndo significativo

Na média geral, as plantas cultivadas em solo tratado apresentaram maiores
desenvolvimentos em altura (16,5% em média) quando comparados com os valores
obtidos no solo sem tratamento (Tabela 17). Houve aumento na altura das plantas de
2,9, 16,9 e 42,5%, respectivamente, para as variedades RB835486, RB72454 e
RB855156, quando o solo foi tratado com brometo de metila (Tabela 17).

Independentemente do tratamento do solo, observou-se que houve diferenca
significativa em altura entre as variedades estudadas, sendo a RB72454 a variedade

mais alta, seguida pela RB835486 e, finalmente RB855156 (Tabela 17).

Tabela 17. Altura (cm) de variedades de cana-de-agtcar cultivadas em solo sem
tratamento (SST) e tratado com brometo de metila (ST).

Solo Variedades Altura(cm) Média (cm)
SST RB72454 137,57 aB
RB835486 124,77 bB 114,99 B
RB855156 82,63 cB
ST RB72454 160,83 aA
RB835486 128,44 bA 134,03 A
RB855156 117,83 cA

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de significincia, sendo as

minusculas para comparagdo entre variedades e maiusculas entre os solos.
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Em solo sem tratamento (Figura 11), ocorreram diferencas significativas
entre as médias das alturas nos tratamentos com fitorreguladores para uma mesma
variedade. Para RB72454, a utilizagdo de Moddus proporcionou maior altura das
plantas, e com Ethrel, a altura foi inferior aquela da testemunha (Figura 11). Para a
variedade RB855156, a altura média das plantas tratadas com fitorreguladores foi
superior aquela obtida com a testemunha, sendo que entre os fitorreguladores, o
Moddus foi mais eficiente para promover crescimento.

Para a variedade RB835486, a semelhanca do que ocorreu com a
RB855156, a aplicagdo de fitorreguladores proporcionou incrementos na altura das
plantas, sendo o Ethrel ainda mais eficiente do que o Moddus. Em solo tratado (Figura
11), observou-se diferenca significativa em altura entre as variedades estudadas.

Dentro do tratamento testemunha, a variedade RB72454 foi a mais alta,
seguida pela RB855156 e pela RB835486, esta ultima a mais baixa. As variedades
responderam diferentemente a aplicacdo dos fitorreguladores, sendo que para a
variedade RB72454, tanto Ethrel quanto Moddus proporcionaram incrementos na altura
das plantas em 11,64% e 14,88 %, respectivamente, em relagdo a testemunha (Figura
11).

Para a variedade RB855156, a altura média das plantas tratadas foi superior
apenas com Moddus. Valores intermediarios foram obtidos no tratamento testemunha, e
as menores médias para as plantas tratadas com Ethrel. Para a variedade RB835486, a
semelhanca do que ocorreu com a variedade RB72454, a aplicagdo dos fitorreguladores
proporcionou incrementos na altura das plantas tratadas, quando comparada com as
testemunhas, sendo o Moddus mais eficiente do que o Ethrel, ou seja, com incrementos
de 27,5% e 25,3% respectivamente (Figura 11).

Fatores como variedades e fitorreguladores e as interagdes entre variedades
e fitorreguladores; variedades e solo; fitorreguladores e solo; e variedades, solo e
fitorreguladores influenciaram significativamente as médias de massa seca de raizes das

plantas, como mostra a Tabela 18.
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Figura 11. Altura (cm) das variedades RB72454, RB835486 ¢ RB855156 de cana-de-
agucar cultivadas em solo sem tramento (A) e tratado (B), com aplicagdo dos
fitorreguladores Moddus e Ethrel, via solo.

Tabela 18. Analise de variancia para matéria seca de raizes (g) de plantas de trés
variedades de cana-de-agucar cultivadas em solo tratado e sem tratamento, com e sem
aplicacdo de fitorreguladores via solo.

Fontes de variagdo GL QM F
Variedades 2 31,0649 7,7372%*
Fitorreguladores 2 44,0505 10,9715%*
Solo 1 5,2265 1,3018™
Varied. X Fitor. 4 18,3472 4,5697*%*
Varied X Solo 2 13,2105 3,2903*
Fitor. X Solo 2 23,2372 5,7876**
Varied. X Fitor. X Solo 4 58,3577 14,5349%*

Residuo 36

Coeficiente de variagdo (%) =9,71

** significativo a 1%; * significativo a 5%; n.s. ndo significativo
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Em solo sem tratamento (Figura 12), observou-se que a matéria seca de raizes
também apresentou diferengas, sendo maior para a variedade RB835486, seguida pela
RB72454 e RB855156, esta ultima a menor. Para o tratamento fitorreguladores, houve
aumento na matéria seca de raizes da variedade RB855156, tanto para Ethrel quanto
para Moddus, havendo um incremento da ordem de 80,32% e 14,75% respectivamente.
Para as duas outras variedades, o tratamento com fitorreguladores inibiu o
desenvolvimento do sistema radicular (Figura 12).

Em solo tratado, as variedades RB72454 e RB835486 responderam
positivamente a aplicagdo de Ethrel, com aumento na matéria seca de raizes. Ao
contrario, aplicacdo de Moddus para as mesmas variedades inibiu o desenvolvimento do
sistema radicular, o qual apresentou valor inferior ao do tratamento testemunha. Para a

variedade RB855156, a matéria seca de raizes do tratamento testemunha foi superior

aos tratamentos com os fitorreguladores (Figura 12).
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Figura 12. Matéria seca de raizes (g) para as variedades RB72454, RB855156 ¢
RB835486 de cana-de-agucar, cultivadas em solo sem tratamento (A) e tratado (B) com
aplicacdo dos fitorreguladores Moddus e Ethrel, via solo.



51

Os efeitos da aplicagdo de fitorreguladores no solo antes do plantio das trés
variedades de cana-de-agucar variaram principalmente em decorréncia do tratamento do
solo. Em solo sem tratamento com brometo de metila, ambos os produtos utilizados
estimularam o desenvolvimento da parte aérea das variedades RB855156 ¢ RB835486,
mas apenas para a primeira foi observado um aumento na matéria seca de raizes. Em
solo tratado, as variedades RB72454 ¢ RB835486 foram favorecidas com a utilizacao de
ambos os produtos no desenvolvimento da parte aérea, enquanto que apenas o Ethrel
estimulou o desenvolvimento da matéria seca do sistema radicular. Portanto, observou-
se que a aplicacdo dos fitorreguladores pode ter efeito sobre toda a planta ou parte dela,

dependendo da variedade e do produto utilizado.

4.3. Isolamento de rizobactérias de trés variedades de cana-de-acUcar tratadas com

fitorreguladores

O efeito dos fitorreguladores Moddus e Ethrel foi avaliado ao final do
experimento em casa-de-vegetagdo, através da determinacdo do nimero de coldnias que
cresceram em meio de cultura B de King. Na Figura 13, estdo apresentados os
resultados das contagens do nimero de colonias isoladas das amostras do solo, dos
tratamentos onde os produtos foram aplicados no solo antes do plantio. Foram
observadas diferengas no niumero de UFC em decorréncia da variedade de cana, do
tratamento do solo e do tipo de fitorregulador utilizado.

Na variedade RB835486, a aplicacdo de Moddus aumentou o nimero de
rizobactérias, quando aplicado no solo no momento do plantio. Quando em solo tratado,
ambos os produtos proporcionaram aumento semelhante ao nimero de UFC.g™' do solo
seco. Para a variedade RB855156, as aplicagdes dos fitorreguladores proporcionaram

aumento de UFC.g ' do solo sem tratamento (Figura 13).
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Figura 13. Ntmero de rizobactérias (UFC.g™' solo) isoladas de trés variedades de cana-
de-agucar tratadas com fitorreguladores aplicados via solo. (A) Solo sem tratamento;
(B) Solo tratado.

J& em solo tratado, para ambos os produtos utilizados, o numero de
rizobactérias foi inferior ou similar aquele verificado no controle (Figura 13). Para
RB72454, a semelhanca do que ocorreu com a RB835456, somente quando os
fitorreguladores foram aplicados em solo tratado houve incremento do numero de
rizobactérias. Em solo sem tratamento, os nimeros de bactérias em solo aplicado com
fitorreguladores foram inferiores aquele determinado no controle. Comparando-se os
resultados obtidos nestes experimentos com os pardmetros biométricos determinados
anteriormente, quanto a altura das plantas e massa seca do sistema radicular, os

resultados aqui obtidos demonstraram que a variedade RB855156 foi a mais favorecida
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com a aplicagdo dos fitorreguladores, onde também foram isolados os maiores nimeros
de UFC de rizobactérias. Os mesmos resultados foram observados para as variedades
BR835486 e RB72454 quando em solo tratado (Figura 13). Para a variedade
RB855156, os maiores valores para altura e massa seca do sistema radicular foram
também obtidos no tratamento com Moddus, coincidindo com o0s maiores nameros de
rizobactérias isoladas no tratamento, especialmente Pseudomonas.

Os resultados obtidos quanto aos isolamentos de rizobactérias dos
tratamentos desenvolvidos em casa-de-vegetagdo, com aplicacdo dos fitorreguladores

via foliar encontram-se na Figura 14.
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Figura 14. Ntimero de rizobactérias (UFC.g™' solo) isoladas de trés variedades de cana-
de-agucar tratadas com fitorreguladores aplicados via foliar. (A) Solo sem tratamento;
(B) Solo tratado.
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Verificou-se que para a variedade RB835486, os fitorreguladores
contribuiram para o decréscimo do UFC.g"' das rizobactérias, tanto para solo tratado ou
nio com brometo de metila. Para a variedade RB72454, o nimero de coldnias de
rizobactérias diminuiu em solo sem tratamento com a aplicacdo de fitorreguladores.
Para solo tratado, apenas a aplicacdo de Moddus proporcionou incrementos no numero
de rizobactérias (Figura 14). Resultados diferentes foram observados quanto a variedade
RB855156, onde o numero desses microrganismos aumentou no solo sem tratamento e
com o uso dos dois fitorreguladores. Em solo tratado, somente o uso de Moddus
acarretou este mesmo efeito.

Na Figura 15, pode ser verificado que, apesar das diferencas dos efeitos das
aplica¢des e dos tratamentos de solo quanto ao niimero de rizobactérias, observa-se que
os fitorreguladores contribuiram para modificar a diversidade destes microrganismos na
variedade RB855156. Os isolados dos solos tratados e aplicados com fitorreguladores
apresentaram colonias com crescimento rapido, de coloragdo que variou de creme a
marrom, com aspecto mucoso, ¢ que liberaram no meio de cultura compostos que
tornaram o meio de coloracdo amarelo-esverdeada, sendo que alguns isolados
apresentaram fluorescéncia. Estas sdo algumas das caracteristicas morfologicas de
bactérias Pseudomonas. Dos experimentos com solo tratado e aplicadados
fitorreguladores, foi possivel selecionar oito isolados do tratamento com Ethrel e
dezenove do tratamento com Moddus. Do solo sem tratamento, também foram
selecionados seis isolados da testemunha e quatro de Ethrel aplicado via foliar para a
mesma variedade. Nao foi obtido nenhum isolado da variedade RB72454 e apenas trés
da variedade RB835486.

Embora as bactérias Pseudomonas demonstrassem ser altamente sensiveis
aos distintos tratamentos utilizados para cana-de-agucar, elas apresentaram uma rapida
recoloniza¢do nos solos tratados, devido provavelmente aos possiveis antagonistas
terem sido destruidos, a sua maior taxa de multiplicagdo, sua capacidade de colonizag¢do
das raizes, de produzir vdrias substidncias inibidoras em relagdo a outros
microrganismos, tanto os patogénicos quanto os deletérios, e por serem capazes de
utilizar como fonte de carbono e energia a maioria dos compostos liberados pelas

plantas na forma de exsudatos radiculares. Riedge (1976), Gamliel e Katan (1991),
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Gamiel e Stapleton (1993) e Freitas (2001) mostraram que o tratamento do solo com
brometo de metila ou com solarizagdo reduziu significativamente a populacdo de
Pseudomonas fluorescens, mas que apos o plantio, a bactéria rapidamente coloniza a
rizosfera e as raizes das plantas, mencionando que em alguns casos o aumento

observado foi de 10 até 130 vezes maior.

A B C
Figura 15. Colonias de rizobactérias isoladas da variedade RB855156, em meio B de
King. Legenda: (A) solo tratado sem aplicagdo de fitorreguladores, (B) solo tratado
com aplicagdo de Ethrel via foliar e (C) solo tratado com aplica¢do de Moddus via
foliar.

4.4. Antagonismo in vitro entre fungos fitopatogénicos e rizobactérias

Baseando-se na acentuada produ¢@o de pigmentos fluorescentes em meio B
de King, do total de bactérias obtidas das rizosferas de diferentes variedades de cana-de-
acicar e tratamentos, foram selecionados 37 isolados para verificar possivel
antagonismo in Vvitro contra fungos fitopatogénicos, cujos resultados encontram-se na
Tabela 19. De acordo com o crescimento em placa, o antagonismo foi enquadrado em
uma escala classificatéria de 1 a 5 (MARTINS et al. 2003, modificado), com objetivo
de facilitar a interpretacdo dos resultados, uma vez que foram avaliados 37 isolados de

rizobactérias em relacdo a trés patogenos e em dois meios de cultura, BDA ¢ B de King.
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Tabela 19. Antagonismo in Vitro entre rizobactérias e fungos fitopatogénicos nos meios de
cultura BDA ¢ B de King, conforme escala classificatoria de Martins et al.(2004),modificado’ .

ANTAGONISMO IN VITRO

Rizobactérias Fusarium spp. Thielaviopis paradoxa Hendersonina sacchari
B de King BDA B de King BDA B de King BDA
Psl 5 3 4 4 2 2
Ps2 3 2 3 4 2 2
Ps86 3 3 5 3 3 3
Ps98 3 3 2 4 1 4
Ps109 3 3 2 3 3 3
Ps1411 5 4 3 4 5 3
Ps1412 3 4 3 4 2 4
Ps1413 5 2 4 4 3 4
Ps1571 3 3 2 4 4 4
Ps1572 5 2 2 4 2 3
Ps1573 3 2 2 3 5 3
Ps1574 3 2 3 3 5 3
Ps1575 5 4 1 4 3 4
Ps1631 3 3 3 4 1 3
Ps1632 3 3 5 4 1 4
Ps1633 2 2 2 4 1 4
Ps1634 5 4 1 4 2 4
Ps1635 5 4 1 4 3 4
Ps1636 5 4 1 4 3 4
Ps1637 5 3 1 4 3 4
Ps165 5 4 4 4 2 3
Ps1691 2 4 1 4 1 4
Ps1692 3 3 2 4 3 4
Ps1693 3 3 3 4 2 4
Ps1694 3 3 5 4 2 3
Ps1695 5 3 5 4 3 3
Ps1696 5 3 3 4 2 3
Ps1697 3 3 3 4 3 3
Ps1698 3 3 3 4 3 3
Ps1699 3 2 3 4 2 3
Ps16910 3 2 2 4 2 2
Ps16911 3 2 3 4 2 3
Ps16912 3 2 3 4 1 2
Ps16913 3 2 1 4 3 2
Ps16914 5 4 1 4 2 3
Ps16915 3 3 3 3 1 3
Ps16916 3 3 4 4 2 3

T'1 Forte antagonismo entre o fungo e a bactéria, com pequeno desenvolvimento do fungo
2.Forte antagonismo entre o fungo e a bactéria, com grande halo de inibicdo em torno da coldnia bacteriana
3.Fraco antagonismo, com pequeno halo de inibi¢do ou com o fungo apenas evitando crescer sobre a colonia
bacteriana
4.Nenhum antagonismo, com crescimento fungico sobre a colonia bacteriana
5.Antagonismo, com crescimento da bactéria sobre a coldnia do fungo, o qual nfo se desenvolve
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Dos 37 isolados de rizobactérias, 100% mostraram-se capazes de controlar
Fusarium spp. in vitro, em meio B de King, e ainda 75,6% deles também foram capazes
de inibi-lo em meio BDA. Os dados mostraram que o fungo pode ser inibido tanto pela
producgdo de sider6foro (competicdo por ferro) quanto pela produgdo de antibidticos,
cujos resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Amorim ¢ Melo (2002). No
meio B de King, a maioria dos isolados apresentou fraco antagonismo (classe 3),
verificando-se a formacdo de pequeno halo de inibi¢do, de 1 a 2 mm, conforme pode ser
observado na Tabela 19 e Figura 16. Os isolados Ps1633 e Ps1691 apresentaram no
mesmo meio de cultura um forte antagonismo (classe 2), conforme observado na Tabela
19 e na Figura 16. Cerca de 32,43% dos isolados apresentaram antagonismo do tipo
classe 5 (Tabela 19).

No meio BDA, dos 75,6 % dos isolados que se mostraram antagonicos ao
Fusarium spp., 45,9% apresentaram fraco antagonismo (classe 3) e os outros 29,7%
apresentaram forte antagonismo (classe 2), como mostram os dados apresentados na

Tabela 19 e Figura 17.

Ps1692 Ps1633

Figura 16. Antagonismo in vitro entre isolados de rizobactérias e o fungo Fusarium spp.,
em meio de cultura B de King.
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Figura 17. Antagonismo in vitro entre o isolado Ps1632 e o fungo Fusarium spp, em
meio de cultura BDA.

Melo e Valarini (1995) selecionaram rizobactérias para o controle bioldgico
de Fusarium solani (Mart.) Sacc., agente causal da podriddo radicular de pepino, ¢ de
18 bactérias testadas, apenas trés (16,6%) foram eficientes no controle do crescimento
micelial do patéogeno in vitro. Martins et al. (2003), em trabalho semelhante para
controle da murcha fusariana em feijdo, causada por Fusarium oxysporum phaseoli, de
40 isolados testados, nos meios de cultura B de King e BDA, todos se mostraram
antagdnicos ao patdgeno, porém diferenciaram-se quanto a indug@o de halo de inibicao.
Dois (5%) e um (2,5%) deles mostraram-se altamente eficazes, pois induziram a
formagdo de grandes halos de inibi¢do (maiores que 10 mm), nos meios B de King e
BDA, respectivamente. Os demais isolados mostraram médio (halos entre 5 ¢ 10 mm)
ou baixo antagonismo (halos inferiores a Smm). Os autores, assim como Weller (1988)
e Thomashow et al.(1990), atribuiram a diferenga no grau de antagonismo entre os
meios de cultura a baixa producdo de pigmentos fluorescentes no BDA, pigmentos
estes que teriam em sua composi¢do substancias inibidoras do crescimento de fungos.

Para o fungo Thielaviopis paradoxa, 89,1% e 13,5% dos isolados de
rizobactérias inibiram o patégeno em meio de cultura B de King e BDA,
respectivamente (Tabela 19 e Figura 18). Cerca de 10,8% ndo apresentaram
antagonismo em nenhum dos meios utilizados tais como Psl, Ps1413, Ps165 e Ps16916

(Tabela 19), ou seja a totalidade da superficie da placa foi tomada pelo patdgeno,
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anulando o antagonista. Todos os isolados que inibiram o patégeno em meio BDA
também o fizeram em B de King, como os isolados Ps86, Ps109, Ps1533, Ps1534 e
Ps16915, demonstrando como descrito a seguir, que utilizam pelo menos dois
mecanismos de agdo contra T. paradoxa, o que os torna excelentes candidatos a agentes
de controle bioldgico (STADNIK e BETTIOL, 2000). Na Figura 18, € possivel observar
que em meio BDA, ocorrem duas situagdes distintas, sendo que em uma delas ha
formagdo de pequeno halo de inibi¢do entre a colonia do fungo e da bactéria, indicando
que a interacdo foi resultado de producdo de antibidticos.

Com alguns isolados (Ps1631, Ps109 ¢ Ps86) ndo se observou formagéo de
halo de inibi¢do, mas verificou-se o fungo evitando crescer sobre a colonia bacteriana,
indicando, como forma de interacdo, competi¢do por nutrientes entre as colonias de
microrganismos (Figura 18). Esta ¢ uma das formas de antagonismo também descrita
em outros trabalhos como uma da formas de controle bioldgico de fitopatdogenos

empregando-se rizobactérias (DE BOER et al., 1999, SOTTERO et al., 2006).

Ps1631 em B de King Ps109 em BDA Ps86 em BDA

Figura 18. Antagonismo in Vitro entre rizobactérias e os isolados Ps1631, Ps109 e Ps86 e o
fungo Thielaviopsis paradoxa.
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No meio B de King, pobre em ferro, oito dos isolados (21,6%) inibiram
completamente o crescimento do patdgeno (classe 1), como mostra a Figura 19 e Tabela
19, onde se observa o antagonista ocupando quase que a totalidade da superficie da
placa. Isolados com esta caracteristica sdo considerados de elevado potencial antagénico

(GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).

Figura 19. Antagonismo in vitro entre o isolado Ps1635 o fungo Thielaviopsis
paradoxa, em meio B de King.

A 1inibi¢do do crescimento em meio B de King permitiu identificar outro
possivel mecanismo utilizado pelas rizobactérias para exercerem seu antagonismo
contra T. paradoxa, ou seja, pela producdo de sider6foro. Para comprovar tais
resultados, o patdégeno foi colocado para crescer juntamente com as rizobactérias em
meio B de King liquido, suplementado com diferentes concentragdes de FeCls
(MARIANO et al., 2000). Analisando-se a Figura 20, verifica-se que no meio sem
adi¢do de ferro, ndo houve crescimento do patéogeno, ao contrario dos outros
tratamentos, onde se evidencia o seu crescimento pela coloragdo escura do meio de
cultura. Isto significa que o fungo precisa de ferro para crescimento, € se a rizobactéria ¢
produtora de sider6foro, o qual complexa o nutriente tornando-o indisponivel para o

fungo, este mecanismo pode ser o utilizado para o biocontrole do fungo. Os resultados
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estdo de acordo com os obtidos por Kloepper et al. (1980) onde a atividade do
sider6foro foi determinada pela perda da inibicdo do patdgeno pela adigdo de FeCl; ao

meio de cultura.

Figura 20. Crescimento da rizobactéria, isolado Ps1635, e Thielaviopis paradoxa em meio
B de King suplementado com 0, 20, 50 e 100 uM de FeCls .

Para os isolados que inibiram totalmente o crescimento de Thielaviopsis
paradoxa, além da produgdo de sideroforos, foi também observada a produgdo de outro

metabolito secundério, o 4cido cianidrico (Figura 21).
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Ps109 Ps1635 Ps 1634
Figura 21. Isolados de rizobactérias ndo produtoras de acido cianidrico (papel de cor
amarela) e produtoras de 4cido cianidrico (papel de cor laranja).

Para o fungo Hendersonina sacchari, 97,2% ¢ 64,9% dos isolados inibiram
o crescimento do patdgeno em meio B de King e BDA, respectivamente. Vinte e quatro
deles (64,8%) foram antagénicos em ambos os meios de cultura e apenas um deles
(2,7%) ndo apresentou antagonismo em nenhum dos meios (Ps1571) aqui utilizados.

Vinte isolados foram antagonicos a Fusarium ssp. e Hendersonina sacchari
nos dois meios de cultura. Seis isolados (Ps1422, Ps1575, Ps1634, Ps1635, Ps1636 ¢
Ps1691) foram antagonicos aos trés patdgenos apenas em meio B de King. Cinco
isolados (Ps 86, Ps109, Ps1573, Ps 1574 e Ps16915) foram antagOnicos aos trés
patogenos e nos dois meios de cultura, caracteristicas que os tornam mais promissores

para estudos subseqiientes de selegdo in vivo.

4.5. Teste de promocao de crescimento de plantas de cana-de-acUcar em casa-de-

vegetacao

Seis isolados de rizobactérias descritos no item anterior (Ps86, Ps109,
Ps1632, Ps1634, Ps1635 e Ps1691) mostraram-se capazes de acelerar a brotacdo das
gemas, quando comparados com a testemunha (Tabela 20). Decorridos 20 dias da data
de plantio dos toletes, 89% das gemas inoculadas com o isolado Ps1635 ja haviam

brotado, assim como 75% das gemas inoculadas com Ps1632, Ps1634 e Ps1691; 50%
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daquelas inoculadas com Ps86 e 39% daquelas inoculadas com Ps109; e apenas 12,5%

para a testemunha (sem inoculagdo com as rizobactérias). Analisando-se estes

resultados, considerou-se que essas rizobactérias tém potencial de acelerar a brotacéo.

Kloepper et al. (1996) citado por Pan et al. (2002), Luz (2001) e Chandra et al. (2007)

mostraram que para canola, soja, trigo ¢ mostarda, as rizobactérias promotoras de

crescimento de plantas aumentavam a emergéncia de sementes e as denominaram de

rizobactérias promotoras de emergéncia. No caso especifico de cana-de-agucar, elas

provavelmente poderiam ser utilizadas em variedades de dificil brotagdo e ainda

naquelas suscetiveis a podriddo abacaxi, onde o fungo comega a exercer influéncia nas

gemas que nao brotam, apds dezesseis dias da data de plantio (BOYD e GALLI, 1966).

Tabela 20. Influéncia de rizobactérias no desenvolvimento de plantulas da variedade
RB72454 de cana-de-agticar, em casa-de-vegetacio.

Rizobactérias Brotagio  Altura’ IAA  MAS' IAMSA  MSR' IAMSR
(%) (cm) (%) () (%) (@) (%)
Testemunha 25 14,0 ¢ 0 10,3 ¢ 0 9,33 a 0
Ps86 50 16,8 bc 17,8 139ab 34,9 10,30 a 10,3
Ps109 39 178 b 250 11,0¢c 6,7 9,84 a 58
Ps1632 75 214 a 52,8 14,1ab 368 11,69 a 252
Ps1634 75 17,1 bc 22,1  125bc 21,3 9,78 a 4,8
Ps1635 89 19,5 ab 392 147ab 42,7 10,25 a 9,8
Ps1691 75 222a 587 155a 50,4 10,91 a 16,9

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 1% de significancia.
Legenda: TAA=indice de aumento da altura; MAS=matéria seca da parte aérea;
IAMSA= indice de aumento da matéria seca da parte aérea; MSR=matéria seca de
raizes; JAMSR= indice de aumento da matéria seca de raizes. Os indices foram
calculados conforme item 3.6.
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As plantulas obtidas de toletes inoculados com rizobactérias apresentaram
diferentes respostas em relagdo as variaveis analisadas, mostrando que os isolados
tiveram influéncia positiva ou neutra sobre a brotacdo das gemas, crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular (Tabela 20). Nao foi verificado efeito deletério da
inoculagdo das bactérias no crescimento das plantas, fato bastante comum quando se
estudam estes microrganismos com este mesmo objetivo (SILVEIRA et al., 2004,
SOTTERO et al., 2006). O tratamento dos toletes com o isolado Ps1634 ndo apresentou
aumento significativo para os pardmetros avaliados, embora os valores determinados,
quando comparados com a testemunha, tenham sido superiores. Para o tratamento com
o isolado Ps86, embora este ndo tenha diferido estatisticamente da testemunha para
altura e matéria seca de raizes, exerceu efeito positivo e estatisticamente significativo
sobre a biomassa da parte aérea, traduzida pelo aumento da matéria seca da parte aérea
(Tabela 20).

Plantulas obtidas de tratamento com os isolados Ps109, Ps1632, Ps1635 e
Ps1691, em relagdo as testemunhas, tiveram aumento na altura estatisticamente
significativo, com indices de aumentos que variaram de 25,0 a 58,7%. Para os mesmos
isolados, esses efeitos positivos da produgcdo de biomassa foram traduzidos pelos
aumentos da matéria seca da parte aérea, com indices de aumentos de 34,9 a 50,4%.
Com relagdo a matéria seca da parte aérea, com exce¢ao dos isolados Ps109 e Ps1634,
todos diferiram estatisticamente da testemunha. A diferenca observada chegou a 50,4%
em plantas inoculadas com o isolado Ps1691; 42,7% com o Ps1635; 36,8% para aquelas
com Ps1632 e 34,9% com o isolado Ps86 (Tabela 20).

Os isolados Ps1691, Ps1635 e Ps1632 foram benéficos, considerando-se
tanto a altura das plantas como a matéria seca da parte aérea. Os resultados com matéria
seca das raizes apresentaram valores que superaram aqueles no tratamento testemunha,
no entanto, estas ndo foram significativas estatisticamente (Tabela 20). Estes resultados
sdo contrarios aos obtidos por Silveira et al. (1995), os quais observaram aumento da
matéria seca de raizes de plantas de feijdo que foram inoculadas com Pseudomonas
spp., mas ndo houve diferencas quanto a matéria seca da parte aérea. Alguns trabalhos
tétm comentado que os beneficios da inoculagdo com rizobactérias podem ser
observados na planta toda ou em parte dela. Freitas e Vildoso (2004) relataram que em

plantas de limoeiro cravo colhidas 260 dias ap6s a inoculacdo com diferentes isolados
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de rizobactérias, os beneficios somente foram observados para matéria seca de raizes.
Chandra et al. (2004) relataram que para mostarda, os beneficios observados foram
sobre todos os parametros avaliados, como altura, peso fresco da parte aérea e de raizes
e o comprimento das raizes. Melo e Valarini (1995) e Silveira et al. (2004) observaram
aumentos significativos para a matéria seca da parte aérea e raizes de pepino.

Para o isolado Ps1635, foi detectada também a produ¢do de acido indol
acético (Figura 22), o que poderia explicar em parte a promogao do crescimento vegetal.
No entanto, para o isolado Ps1634, embora este tenha mostrado ser solubilizador de
fosfato inorganico, ndo foram observadas diferencgas significativas para a promog¢ao do
crescimento de plantas de cana-de-agucar (Tabela 20, Figura 22).

Apesar do numero significativo de pesquisas sobre a utilizagdo de
rizobactérias como promotoras de crescimento de plantas para diversas espécies de

importancia agricola, nenhum trabalho foi realizado com cana-de-agucar.

A. B.

Figura 22. A) Membrana de nitrocelulose corada com reagente de Salkowski
evidenciando produgdo de acido indol acético pelo isolado Ps1635 B) Halo de
solubilizacdo de fosfato inorganico produzido pelo isolado Ps1634 em meio BDYA
suplementado.
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4.6. Antagonismo in vivo de isolados de rizobactérias contra Thielaviopsis paradoxa

Este teste foi realizado com a variedade RB72454 desenvolvida pelo
Programa de Melhoramento da Cana-de-Ac¢tucar (PMGCA), pertencente ao Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Sdo Carlos. Esta variedade foi langada
comercialmente em 1988, tendo excelentes caracteristicas agrondOmicas, como brotagao
regular, bom perfilhamento e fechamento entre linhas e baixa exigéncia em solo. E uma
variedade de maturagdo média-tardia, representando uma das melhores opg¢des para
final de safra. Quanto as doengas, € suscetivel a podriddo abacaxi e estrias vermelhas, e
intermediaria a podriddo de Fusarium. Devido a sua grande produtividade, foi durante
muitos anos a variedade mais plantada na regido Centro-Sul. Atualmente, sua area
cultivada ainda ¢ bastante representativa.

Dentre os isolados que conseguiram inibir o crescimento de Thielaviopsis
paradoxa in vitro, foram escolhidos Ps1575, Ps1631, Ps1632, Ps1635 ¢ Ps109, os quais
apresentaram diferentes graus de antagonismo nos testes in vitro. O isolado Ps109
mostrou antagonismo nos dois meios de cultura; Ps1635 e Ps1575 apresentaram forte
antagonismo em meio B de King, inibindo totalmente o crescimento do fungo; Ps1632
apresentou antagonismo, com a bactéria crescendo sobre a coldnia do fungo, o qual ndo
se desenvolveu; e Ps1631, o qual apresentou fraco antagonismo, com o fungo evitando
crescer sobre a colonia bacteriana (Tabela 19).

Embora em teste in vitro os isolados bacterianos tenham respondido
diferentemente quando confrontados com o patdgeno, nos tratamentos dos toletes, os
isolados bacterianos ndo diferiram entre si quanto a capacidade de controlar a doenga
(Tabela 21), mostrando que os varios mecanismos de acdo foram capazes de reduzir a
doenga. Os isolados apresentaram elevado indice de prote¢@o, constatando-se ao final
do ensaio, de 40,5 a 60,0% de reducdo da doenca.

Os dados aqui apresentados permitiram correlacionar o antagonismo in vitro
¢ in vivo. Dados semelhantes foram encontrados por Lucon e Melo (1999), os quais
observaram que rizobactérias apresentaram agdo antagdnica a Erwinia carotovora in

vitro e in vivo. Diferentemente, outros trabalhos t€m reportado a auséncia de correlagdo

(FREITAS e PIZZINATTO, 1991, 1993; SOTTERO et al., 2006).
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Tabela 21. Eficiéncia de isolados de rizobactérias no controle da doenga podridido
abacaxi, causada por Theielaviopsis paradoxa, em toletes de cana-de-agucar, variedade
RB72454.

Tratamentos Controle da doenca (%)
Testemunha 00b

Ps1575 60,6 a

Ps1631 50,8 a

Ps1632 46,2 a

Ps1635 45,4 a

Ps109 40,5 a

Coeficiente de variagdo (%) = 34

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey, a 1% de significancia.

Muitos trabalhos tém relatado o potencial de espécies de Bacillus e
Pseudomonas no controle bioldgico de patogenos, especialmente espécies de Fusarium
(MELO ¢ VALARINI, 1995; DE BOER et al., 1999; MARTINS et al., 2003) ¢

Thielaviopsis basicola.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de fitorreguladores ¢ uma pratica bastante utilizada no atual
modelo de produgdo agricola, com a finalidade de incrementar a produgdo, melhorar a
qualidade da matéria prima e facilitar a colheita. Os fitorreguladores vegetais fazem
parte de um grupo de substidncias denominadas hormoénios vegetais, onde temos os
grupos das auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e inibidores de crescimento. A
escolha do produto e a forma de aplicagdo estdo associadas aos objetivos a serem
alcangados.

Este trabalho demonstrou que a aplicagdo dos fitorreguladores Ethrel e
Moddus via solo provocou efeitos positivos no desenvolvimento em altura das plantas
de trés variedades de cana-de-agucar (RB72454, RB835486 e RB855156), independente
do solo ter sido previamente tratado com brometo de metila. No entanto, no
desenvolvimento do sistema radicular expresso em matéria seca de raizes, somente
foram verificados efeitos positivos para solo tratado e aplicado com Ethrel. Uma
possivel explicacdo seria que o Ethrel quando aplicado no solo sem tratamento, libera
etileno, aumentando a concentragdo deste na atmosfera do solo, uma vez que os
microrganismos do solo também o produzem. Altas concentracdes deste gas inibem o
desenvolvimento do sistema radicular, como ja citado anteriormente.

Quanto ao Moddus, o fato de que ele seja rapidamente degradado no solo,
pode explicar a auséncia de resposta das variedades em desenvolvimento do sistema
radicular, com a aplicagdo do produto.

Para a variedade RB855156, foram verificados resultados diferentes, sendo
que nenhum dos fitorreguladores promoveu incrementos no sistema radicular em solo

tratado, porém ambos os fitorreguladores tiveram influéncia para o mesmo parametro
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em solo sem tratamento. Partindo do exposto acima, ¢ que a concentragdo de produto
utilizado foi 0 mesma para as trés variedades, podemos supor que para esta variedade a
presenca da microbiota produzindo etileno, juntamente com a quantidade aplicada,
tornaram o volume de gés suficiente para promover o desenvolvimento do sistema
radicular. Estas diferengas podem estar ligadas ao fator variedade, de forma direta e/ou
indireta. As trés variedades apresentam caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas
diferentes, de forma a influir na resposta aos fitorreguladores; ou indiretamente, pelo
resultado da exsudagdo de substancias pelas raizes das plantas, que “caracterizam” a
microbiota rizosférica da variedade.

Uma questdo pode ser levantada para a variedade RB855156: por que em
solo tratado a aplicagdo do Ethrel ndo proporcionou incrementos na matéria seca das
raizes, como aconteceu com as outras variedades? Provavelmente, como ja mencionado
anteriormente, a concentracdo de etileno liberado no solo pelo Ethrel foi insuficiente
para estimular o desenvolvimento do sistema radicular, o que corrobora a afirmagédo
anterior do papel determinante da microbiota rizosférica na resposta da variedade a
aplicacdo dos fitorreguladores.

E como explicar entdo que a aplicacdo dos fitorreguladores em solo sem
tratamento ndo proporcionou aumento no sistema radicular, mas influenciou na altura
das plantas? Os resultados dos plaqueamentos de amostras de solo sem tratamento
mostraram que os fitorreguladores diminuiram significativamente a comunidade de
fungos. A possivel redugdo dos grupos patogé€nicos e/ou deletérios permitiu o
desenvolvimento de um sistema radicular mais sadio e eficiente (ndo necessariamente
maior, como verificado nos resultados), o que resultou em beneficio para o
desenvolvimento da parte aérea da planta.

Outro fator que pode ter colaborado € a sele¢do de grupos bacterianos pela
acdo dos fitorreguladores, possivelmente Pseudomonas, que colonizam rapidamente as
raizes, exercendo efeitos benéficos para as plantas. Os resultados aqui obtidos
mostraram que apesar da redu¢do no numero de unidades formadoras de colonias de
Pseudomonas com aplicacdo dos fitorreguladores, verificou-se um predominio de
colonias com producdo de pigmentos amarelo-esverdeados, caracteristicos deste grupo

bacteriano.
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Diferentemente do observado na aplicagdo dos fitorreguladores via solo,
quando aplicados via foliar, os efeitos deles sobre o sistema radicular, dependeram
principalmente da variedade de cana-de-agucar. J& para a altura das plantas, o
tratamento do solo foi o que ocasionou efeitos mais significativos. Como esperado, as
plantas originadas de gemas tratadas com Ethrel ¢ Moddus apresentaram redugdo na
altura, sendo o Moddus mais eficiente que o Ethrel.

Esta intera¢do entre variedade e fitorreguladores em relagdo ao sistema
radicular, talvez possa ser explicada como sendo modificagdes na microbiota da
rizosfera, induzidas pela aplicagdo foliar de Ethrel ou Moddus, podendo ser resultado de
exsudagdo destas substancias ou de seus metabdlitos pelas raizes das plantas, por seus
efeitos no metabolismo das plantas ou pela participacdo de ambos os processos.

A variedade RB855156 foi a que respondeu melhor aos efeitos dos
fitorreguladores e do tratamento do solo, apresentando maior altura e maior
desenvolvimento do sistema radicular.

Também desta variedade foi isolado o maior numero de rizobactérias com
caracteristicas de emissdo de fluorescéncia, de solo tratado e aplicado com
fitorreguladores. O tratamento do solo com brometo de metila eliminou os
microrganismos patogénicos e/ou deletérios assim como os saprobios, favorecendo a
recoloniza¢do das raizes por bactérias provavelmente do género Pseudomonas. Os
isolados selecionados mostraram-se antagbnicos aos fungos fitopatogénicos
(Thielaviopsis paradoxa, Hendersonina sacchari e Fusarium spp) e alguns deles
promoveram o crescimento de plantulas em casa-de-vegetacao.

Em campo, ja haviam sido constatadas inconsisténcias nos resultados da
aplicacdo de fitorreguladores na cultura da cana-de-actcar, variando as respostas em
fun¢do da variedade, tipo de fitorregulador, tipo de solo, enfim, ndo se observando um
padrdo de resposta unica. Os experimentos laboratoriais e em casa-de-vegetacdo
mostraram o mesmo perfil de resposta, indicando que para cada variedade ha de se
avaliar o tipo de fitorregulador e a concentragdo que possam ser empregados para
obtencdo de beneficios de produtividade.

Dos resultados obtidos, pode-se inferir que além dos efeitos diretos dos

fitorreguladores sobre as plantas de cana-de-acucar, eles também exercem uma
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influéncia sobre os microrganismos da rizosfera, revertendo em acdo benéfica ao

desenvolvimento da cultura.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

* as variedades de cana-de-acucar responderam diferentemente a aplicagcdo dos

fitorreguladores Ethrel e Moddus;

= as respostas da aplicacdo de fitorreguladores via foliar estiveram dependentes
das variedades de cana-de-agucar utilizadas, enquanto que a aplicacdo no solo

esteve relacionada com ou sem tratamento com brometo de metila;

* o estudo do efeito residual da aplicagdo de fitorreguladores, a variedade mais
favorecida foi a RB72454, por apresentar maior desenvolvimento em altura e
maior massa seca de raizes quando comparado com o tratamento controle (sem

aplicagdo), respondendo bem a aplicagdo para ambos os fitorreguladores;

* no estudo da aplicagdo dos fitorreguladores via solo, a variedade mais
favorecida foi a RB815156, que teve sua altura e sistema radicular mais

desenvolvidos com a aplicacdo de Ethrel e Moddus;

= o tratamento do solo com brometo de metila associado a aplicagdo dos
fitorreguladores via foliar possibilitou que maiores numeros de bactérias

Pseudomonas fossem isoladas;
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alguns dos isolados de rizobactérias foram capazes de promover o crescimento
de plantulas (altura e matéria seca da parte aérea) da variedade RB72454 de

cana-de-agucar;

a maioria dos isolados foi capaz de controlar in vitro os fitopatégenos
Thielaviopsis paradoxa, Hendersonina saacchari e Fusarium spp., € in vivo,

reduzir a podridao abacaxi, doenga causada pelo fungo Thielaviopis paradoxa;

entre os isolados de rizobactérias destaca-se o Ps1635, que utilizando-se
provavelmente dos mecanismos de producdo de siderdforo, de acido cianidrico e
de acido indol acético, foi capaz de promover o crescimento de plantulas de

cana-de-acucar ¢ de biocontrole de doencas.
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