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Resumo - O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da bactéria Pantoea agglomerans sobre o crescimento de
plantas micropropagadas do porta-enxerto de macieira Marubakaido. A bactéria foi multiplicada em meio de
cultura 523 de Kado & Heskett e apés 24 horas preparou-se suspensio bacteriana em NaCl 0,85% ajustada em
OD,, =0,5, enquanto para controle foi utilizada somente solucdo salina. Plantas micropropagadas foram
microbiolizadas durante 1 hora e apds foram transplantadas em bandejas de isopor contendo mistura de substrato
Plantmax®e cinza vegetal na relacdo 1:1 (v/v), mais 0,5ml de suspensdo bacteriana aplicada no colo da plantula.
Aos 30 dias, apds a transferéncia para o substrato, observou-se um aumento de 29,62% na porcentagem de
sobrevivéncia nas plantas microbiolizadas, além de um incremento de 50% na altura de plantas. Com relacéo a
massa fresca e seca, a bactéria proporcionou aumento de 53,09% e 52,94% na parte aérea e um incremento de
103,28% e 66% no sistema radicular, respectivamente. A bactéria Pantoea agglomerans promove o crescimento de
plantas do porta-enxerto de macieira Marubakaido micropropagadas.

Termos para indexac¢ao: micropropagacio, cultura in vitro, bactéria promotora de crescimento.

Evaluation of the growth of Marubakaido micropropagated

apple rootstock microbiolized with Pantoea agglomerans

Abstract — This research aimed to evaluate the effect of the bacteria Pantoea agglomerans to promote growth of
micropropagated apple rootstocks. The bacteria was multiplied in culture media 523 of Kado & Heskett and 24
hours later the bacterial suspension was prepared in NaCl 0.85% and adjusted in OD, = 0.5, while for control,
only saline solution was used. Micropropagated apple roostocks were microbiolized during 1 hour and transplanted
in polystyrene trays containing substratum mixture Plantmax® and vegetable ash at the rate of 1:1 (v/v), plus
0.5ml of bacterial suspension applied in the soil for each seedling. After 30 days an increase of 29.61% in the
survival of microbiolized seedlings, and an increment of 50% in the height was observed, when compared to the
control. Regarding the fresh and dry weight, in the aerial part, the bacteria provided an increase of 53.09% and
52.94% and an increment of 103.28% and 66% for the root system, respectively. The bacteria Pantoea agglomerans
promotes growth of seedlings of Marubakaido micropropagated apple rootstock and may be indicated to inoculate
plants produced by micropropagation.

Index terms: microbiolization, in vitro culture, bacteria growth promoter.
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Introducao

O uso de porta-enxerto é impor-
tante na producéo de frutiferas, con-
trolando o vigor da planta e ofere-
cendo resisténcia a patégenos e
adaptacdo a diferentes condicoes de
solo e de clima. O porta-enxerto de
macieira da cultivar Marubakaido
é um dos porta-enxertos mais utili-
zados no Brasil, caracterizando-se
por ser vigoroso, de producéo pre-
coce, resistente a podridao-do-colo
e moderadamente resistente a
Rosellinia spp., porém sensivel a
viroses (Soejima et al., 1998).

A micropropagacdo é um méto-
do de propagacao vegetativa ampla-
mente estudado em diversas espé-
cies vegetais, sendo a modalidade
de propagacdo dentro da cultura de
tecidos que mais tem difundido e
apresentado aplicagdes praticas
comprovadas (Hartmann et al.,
1997). Entretanto, o seu emprego
em escala comercial na producéo de
mudas pode ser limitado devido,
entre outros fatores, as etapas de
enraizamento e aclimatizacao de
plantas. Ao serem retiradas das con-
dicoes in vitro e transferidas para o
substrato, as plantas ficam mais
sensiveis as condig¢des climaticas
adversas e suscetiveis ao ataque de
fitopatégenos (Alburquerque et al.,
2003). Desta forma, os beneficios
deste método, como o desenvolvi-
mento precoce da planta, ficam
comprometidos.

A microbiolizacao, definida como
a aplicacdo de microrganismos vi-
vos na planta para o controle de
doengas e/ou para promover o cres-
cimento (Luz, 1996), pode ser uma
alternativa para melhorar a eficién-
cia da micropropagacio. Apesar de
bem estabelecidas como produtos
biol6gicos para controle biolégico de
doencas e pragas (Mariano et al.,
2004), o uso de bactérias promoto-
ras de crescimento de plantas
(BPCP) em mudas micropropagadas
ainda estd em fase de desenvolvi-
mento. Dentre os trabalhos ja rea-
lizados, alguns isolados bacterianos
associados a espécies micropro-
pagadas mostraram-se eficientes:
em mudas de abacaxizeiro, 0s iso-
lados Asaia bogorenses e Burkhol-
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deria cepacia (Weber et al., 2003), e
em mudas de bananeira os isolados
Bacillus spp. (Albuquerque et al.,
2003) e Herbaspirillum spp. (Weber
et al., 2000). Por outro lado,
Marcuzzo et al. (2005) constataram
a presenca de colonias de bactérias
sobre meios de cultura para
micropropagacao de porta-enxertos
de macieira, identificando entre
elas a Pantoea agglomerans (Gavini
et al., 1989), e evidenciaram um
crescimento diferenciado entre as
plantas que desenvolviam nestes
meios, indicando que novos estu-
dos deveriam ser conduzidos para
constatar de que forma esta bac-
téria estaria interagindo com as
plantulas.

De acordo com Conn et al. (1997)
e Lazarovits & Nowak (1997), as
BPCR atuam promovendo direta-
mente o crescimento, pela produ-
cdo de 4acido cianidrico, fitormonios,
enzimas como a ACC-deaminase, e
o aumento da absorcdo pelas raizes,
entre outros. Os efeitos benéficos
das BPCP sobre mudas micropro-
pagadas sdo, principalmente, o au-
mento da area foliar, do didmetro
de pseudocaule, do namero de fo-
lhas e da massa seca, com conse-
quiente reducdo do tempo de
aclimatizacdo e aumento da sobre-
vivéncia das mudas apés o trans-
plante (Mariano et al., 2004).

Neste contexto, o presente es-
tudo teve por objetivo avaliar o efei-
to da microbiolizacdo com a bacté-
ria Pantoea agglomerans sobre o
crescimento de mudas micropro-
pagadas do porta-enxerto de maci-
eira Marubakaido.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Epagri/Estacdao Experi-
mental de Cagador, onde mini-esta-
cas de porta-enxertos de macieira
Marubakaido, previamente micro-
propagadas, foram repicadas em
frascos contendo meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com mio-inositol
(100mg/L), sacarose (40g/L) e acido
indolacético (1mg/L), ajustado a pH
5,8 e autoclavado (121°C por 15 mi-

nutos). Posteriormente, os frascos
com as plantas foram colocados em
sala de crescimento, sob tempera-
tura de 25 + 1°C e fotoperiodo de 16
horas com intensidade luminosa de
75umol/m%s. Apés 30 dias, as plan-
tas foram retiradas dos frascos, la-
vadas com 4gua corrente e em se-
guida microbiolizadas durante 1
hora em suspensao salina (NaCl
0,85%) de Pantoea agglomerans pre-
viamente cultivada em meio de cul-
tura Kado & Heskett (1970) por 24
horas a 28°C, cuja concentracdo foi
ajustada em espectofotémetro OD,,
= 0,5. Na seqiiéncia, as plantas fo-
ram transplantadas em bandejas de
isopor contendo uma mistura de
substrato Plantmax? (Eucatex) e cin-
za vegetal obtida da industria ma-
deireira, na proporc¢ao de 1:1 (v/v)
sendo adicionado ainda 0,5ml de
suspensdo bacteriana no colo da
planta. Como testemunha utiliza-
ram-se plantas imersas por igual
periodo em suspensio salina. As
bandejas foram depositadas em cai-
xa de plastico fechada nas laterais,
cobertas com uma tampa de vidro e
mantidas em sala climatizada a 25°C
e fotoperiodo de 16 horas, durante
30 dias. O delineamento experimen-
tal utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticoes,
sendo cada repeticdo constituida por
20 plantas. As seguintes varidveis
foram avaliadas aos 30 dias apéds a
transferéncia das plantas para o
substrato: porcentagem de plantas
sobreviventes, peso da massa fres-
ca e seca da parte aérea e do siste-
ma radicular. Também foi avaliada
a altura de plantas aos 15 e 30 dias
ap6s a transferéncia para o
substrato. As diferencas obtidas
entre os tratamentos (P. agglo-
merans e testemunha) foram ex-
pressas em porcentagem, calculadas
da seguinte forma: para cada varia-
vel analisada foi calculada a diferen-
ca entre as médias dos dois trata-
mentos e esta diferenca foi trans-
formada em porcentagem, sendo a
transformacédo feita por regra de
trés, em relacdo a menor média.

Os resultados foram submetidos
a anadlise de varidncia e as médias
foram comparadas pelo teste F a 5%
de probabilidade de erro.
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Resultados e discussao

Constatou-se que as plantas
microbiolizadas com a bactéria
Pantoea agglomerans apresenta-
ram sobrevivéncia 29,62% superior
a testemunha (Tabela 1), o que in-
dica o potencial do uso desta bacté-
ria durante a fase de aclimatizacao
para proporcionar a obtencido de
maior nimero de plantas aclima-
tizadas e com maior vigor, como
pode ser observado na Figura 1.
Weber et al. (2003) observaram efei-
to semelhante utilizando a bactéria
Asaia bogorenses em mudas
micropropagadas de abacaxizeiro
cultivar Cayenne Champac, consta-
tando uma taxa média de sobrevi-
véncia de 98,8% durante a fase de
aclimatizacao.

Quanto a altura de plantas, foi
constatado nas plantas microbio-
lizadas incremento significativo, da
ordem de 50% aos 30 dias apds a
transferéncia para o substrato, sen-
do que ndo houve diferenca estatis-
tica aos 15 dias (Figura 2). O incre-
mento obtido, no intervalo de 15 aos
30 dias, nas plantas microbio-
lizadas com Pantoea agglomerans
foi de 116,1%, contra 51,5% na tes-
temunha.

Resultados semelhantes foram
constatados por Siqueira (1999),
que, ao utilizar o isolado de Bacillus
megaterium, obteve aumento de
106,7% mna altura de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro e
por Weber et al. (2000), que, utili-
zando Herbaspirillum e Burkhol-
deria cepacia em bananeira, obtive-
ram incremento de 100,4%, tam-
bém na altura de mudas.

Para o peso de massa fresca e
seca da parte aérea, verificaram-se
incrementos de 53,1% e 52,9%, res-
pectivamente, em relacdo a teste-
munha n&o microbiolizada (Ta-
bela 1). Aumento na massa seca da
parte aérea também foi observado
por Weber et al. (2003), quando uti-
lizaram a microbiolizacdo com
Burkholderia cepacia em mudas
micropropagadas de abacaxi. Outros
trabalhos, ainda com plantas
micropropagadas de abacaxi, tam-
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Tabela 1. Peso (mg) da massa fresca e seca da parte aérea e do sistema
radicular e taxa de sobrevivéncia de porta-enxertos micropropagados
de macieira Marubakaido com e sem microbioliza¢do por Pantoea
agglomerans, aos 30 dias apds a transferéncia para o substrato™”

Tratamento Parte aérea Sistema radicular Taxa de
sobre-
Massa Massa Massa Massa vivéncia
fresca seca fresca seca (%)
P. agglomerans 124,0 a 26,0 a 62,0 a 8,3 a 94,97
Testemunha 81,0b 17,0b 30,5 b 50Db 73,27
CV (%) 15,28 14,29 12,94 16,01 15,86

MMédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste F a

5% de significancia.
CV = coeficiente de variacdo.

Figura 1. Plantas de porta-enxertos de macieira Marubakaido
micropropagadas e aclimatizadas: testemunha (fileira A) e microbiolizadas
com Pantoae agglomerans (fileira B)

bém reportam um aumento do
acumulo de massa seca da parte
aérea quando microbiolizadas com
Bacillus sp.: da ordem de 163,6%
(Mello et al., 2002), e da ordem de
40,7% quando Bacillus subtilis é
utilizada (Siqueira et al., 1999).
Quanto ao peso da massa fresca
e seca do sistema radicular, estes
apresentaram um aumento de
103,3% e 66%, respectivamente,
quando plantas microbiolizadas com
Pantoea agglomerans foram compa-
radas a testemunha aos 30 dias apés
a transferéncia para o substrato

(Tabela 1). Na mesma linha de tra-
balho, Mello et al. (2002) avaliaram
o efeito da inoculacdo do isolado
bacteriano Asaia bogorensis em
plantas de abacaxizeiro da cultivar
Pérola e constataram aumento
médio de 26,5% na producdo de
massa seca do sistema radicular e
de até 100,3% quando utilizaram em
mistura os isolados Bacillus
thuringiensis subvar. kurstakii,
Bacillus sp., B. pumilus e B. cereus.

Da mesma forma que nos demais
trabalhos relatados, os resultados
referentes a incrementos de massa
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I Microbiolizadas com Pantoea agglomerans [ Testemunha sem microbiolizag&o

WMédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo

Teste de F a 5% de significAncia.

seca da parte aérea e do sistema
radicular sdo comparaveis aos obti-
dos neste trabalho e compartilham
com os relatos de Mariano et al.
(2004) sobre a importancia e os be-
neficios das BPCP na micropro-
pagacdo de plantas de diversas es-
pécies.

Conclusoes

A bactéria Pantoea agglomerans
promove o crescimento de plantas
do porta-enxerto de macieira
Marubakaido micropropagadas. Por-
tanto, pode ser indicada para
microbiolizar plantas produzidas
pelo método de micropropagacéio
com o objetivo principal de aumen-
tar a taxa de sobrevivéncia na fase

de aclimatizacgao.
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