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RESUMO

A indugdo de resisténcia sistémica mediada por rizobactérias promotoras do crescimento de plantas foi avaliada para
a ferrugem do eucalipto (Eucalyptus spp.) causada por Puccinia psidii. Para isso, mudas com cerca de 80 dias de idade,
previamente enraizadas em substrato tratado com diferentes isolados de rizobactérias foram inoculadas com uma suspensio
de indculo de P. psidii ajustada para 2 x 10* urediniésporos/ml. As plantas inoculadas foram mantidas em cAmara de nevoeiro
com nebulizagdo intermitente a 25 °C, no escuro por 24 h, e posteriormente transferidas para camara de crescimento a 22 °C,
com fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 40 pmoles.s'.m?. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des, cada uma delas com quatro plantas. Apds 13 dias da inoculagdo, avaliaram-se nimero médio de
pustulas/folha, nimero de uredinias/amostra ¢ nimero médio de esporos produzidos/uredinia. Os isolados FL2 ¢ MF4 foram
eficientes na reducdo da severidade da ferrugem. Além disso, o tratamento das mudas com rizobactérias, apenas uma semana
antes da inoculagdo, com P, psidii foi menos eficiente em reduzir a severidade da doenca do que o tratamento em que foram
utilizadas mudas produzidas em substrato previamente rizobacterizadas, ou seja, com 80 dias. Estes resultados indicam que
estes isolados de rizobactérias podem induzir maior resisténcia a doengas foliares diminuindo a necessidade de aplicacdo de
fungicidas e otimizando a produ¢do de mudas clonais de eucalipto.

Palavras-chave adicionais: clonagem, miniestaquia, estaquia, PGPR’s, indug@o de resisténcia sistémica.

ABSTRACT
Evidence of induction of systemic resistance to eucalyptus rust by plant growth promoting rhizobacteria

Induction of systemic resistance (ISR) by plant growth promoting rhizobacteria was tested against eucalypt (Eucalyptus
spp.) rust caused by Puccinia psidii. Nearly 80 day old cuttings, previously rooted in rhizobacteria-treated and untreated
(control) substrate, were inoculated with a 2 x 10* P. psidii urediniospore/ml suspension. The inoculated plants were incubated
in an intermittent mist growth chamber at 25 °C, in the dark for 24 h. Subsequently, the plants were maintained at 22 °C and
12 h photoperiod at 40 umoles (photons).s'.m light intensity. A completely randomized design with four replications and
four plants each was used. After 13 days of inoculation, the mean number of pustules/leaf, number of uredinias/sample and
the mean number of spores produced/uredinia were scored. Among the rhizobacterial isolates tested, FL2 and MF4 were
significantly more efficient in reducing rust severity. This test was repeated and the same trend was found. These two best
rhizobacterium isolates were not as efficient in reducing rust infection when inoculated on the same clone seven days before
inoculation as they were when cuttings were rooted in rhizobacterial treated substrate.

Additional keywords: cloning, cutting, PGPR’s, systemic resistance induction.

INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ocupa a segunda posi¢do no
cenario mundial em termos de area plantada com espécies
do género Eucalyptus, totalizando aproximadamente trés
milhdes de hectares (Campinhos Jr., 1999; FAO, 2000; Mora
& Garcia, 2000). O eucalipto (Eucalyptus spp.), apos sua
introdugdo para fins comerciais, originalmente no Estado
de Sao Paulo, manteve-se praticamente livre de doengas até

*Parte da dissertagdo de doutorado da primeira autora. UFV (2001);
Depositos de patente: (INPI) P10101400-5; 001409 e registro da marca
Rizolyptus (002852)
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o inicio de 1970. Todavia, com a expansdo das areas
reflorestadas para regides mais quentes e umidas, o plantio
de espécies, procedéncias ou clones suscetiveis ¢ os ciclos
sucessivos da cultura tém favorecido a incidéncia de varias
doengas. Dentre essas, a ferrugem causada por Puccinia psidii
Winter tem sido limitante ao estabelecimento de novos
plantios e a condugdo por rebrota de materiais suscetiveis,
apos o corte raso. Além disso, esta doenga tem ocorrido em
mini-jardins clonais destinados a produgdo de brotos para
miniestaquia e tem afetado a multiplicacdo clonal do
eucalipto. Diante destes aspectos, tém-se buscado alternativas
no controle integrado desta e de outras doengas importantes
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do eucalipto, notadamente com o emprego de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (Alfenas & Mafia, 2003).

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser
ativados por um estimulo apropriado. Geralmente, essa
inducdo de resisténcia ¢ sistémica e seu efeito pode ser
observado em locais da planta distantes do local de aplicagao
do indutor. No entanto, as vezes ocorre somente de forma
localizada. Assim, geralmente, considera-se que indugdo de
resisténcia adquirida (SAR —“Systemic Acquired Resistance™)
envolve o acimulo de PRPs (Proteinas Relacionadas com a
Patogénese) como mecanismo induzido de defesa da planta.
A sua indugdo ¢ salicilato-dependente ¢ pode resultar em
alteracOes visuais (necroses, por exemplo) na planta que
sofreu inducdo. Enquanto isso, a inducdo de resisténcia
sistémica (ISR — “Induced Systemic Resistance”) ndo envolve
o acumulo de PRPs, ndo promove alteragdes na planta que
sofreu indugdo, ndo ocorre nem dependéncia do salicilato;
parecendo haver outra rota de sinalizagdo mais associada a
jasminatos e etileno (Van Loon ef al., 1997; Pieterse et al.,
1998; Van Loon et al., 1998). Entretanto, em alguns casos,
a ISR pode ser ndo s6 fenotipicamente, mas também, sob o
ponto de vista de mecanismo, idéntica a SAR, levando a um
acumulo de proteinas RPs e dependente de salicilato (Van
Loon et al., 1997).

Em relagdao ao agente indutor, na indugdo de
resisténcia do tipo SAR, ocorre o envolvimento de indutores
quimicos ou microrganismos nao patogénicos, formas
avirulentas ou ragas incompativeis de um patégeno, ou
patdgenos virulentos (Van Loon et al., 1998). Na resisténcia
do tipo ISR, especificamente, ocorre a participagdo de
microrganismos ndo patogénicos, embora o fendmeno seja
similar (Kloepper et al., 1992).

Dentre os microrganismos ndo patogénicos capazes
de induzir resisténcia sistémica em plantas, a eficiéncia de
rizobactérias promotoras de crescimento tem sido extensi-
vamente estudado. Rizobactérias ndo patogénicas podem
induzir em plantas resisténcia sist€émica a varios patogenos,
como demonstrado para varias espécies de fungos, bactérias
e virus. Os principais determinantes bacterianos de indugao
de resisténcia sistémica, que podem funcionar como elici-
tores, sdo os lipopolissacarideos presentes na membrana
(LPS), siderdforos e o acido salicilico (Van Loon ez al., 1998).

A separacdo espacial entre patogeno e indutor fornece
evidéncias da ocorréncia ou nio da resisténcia sistémica.
Além disso, esse tipo de resposta necessita de um tempo de
ativagdo para ser observada e ¢ efetiva contra uma ampla
gama de fitopatdgenos (Steiner & Schonbeck, 1995; Romeiro,
1999). Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a
possivel indugdo de resisténcia sistémica, mediada por
isolados pré-selecionados de rizobactérias promotoras do
crescimento de eucalipto, sobre a ferrugem e o efeito do tempo
de ativag@o da resposta de resisténcia.

MATERIAL E METODOS

Empregaram-se dez isolados de rizobactérias, obtidos

Fitopatol. bras. 30(4), jul - ago 2005

a partir da rizosfera e rizoplano de mudas clonais de eucalipto
de diferentes regides do pais. Estes microrganismos foram
pré-selecionados de acordo com a capacidade em promover
incremento na biomassa de raizes e induzir o enraizamento
adventicio (Teixeira, 2001). Apds identificacdo por meio da
analise filogenética de seqiiéncias parciais de DNA
ribossomal 16S (rDNA 16S) (Tabela 1), os isolados foram
depositados na colegdo do Laboratério de Patologia Florestal
(UFV).

Para proceder ao preparo das suspensdes rizobac-
terianas, cada isolado foi cultivado separadamente em meio
de Kado & Heskett (1970) por 48 h, no escuro. Apds este
periodo, o crescimento bacteriano foi raspado em solugdo
salina (NaCl 0,85%). As concentragdes das suspensoes foram
ajustadas de acordo com a correlagéo entre a densidade Otica
e nimero de unidades formadoras de col6nias (u.f.c.) para
0,2 Abs. (540 nm), o que corresponde aproximadamente a
108 u.f.c./ml.

Inducio de resisténcia a ferrugem (Puccinia psidii)

As mudas utilizadas nos ensaios foram produzidas
em um viveiro florestal localizado em Belo Oriente - MG.
Para tanto, tubetes plasticos conicos (50 ml de capacidade),
contendo substrato a base de casca de arroz
carbonizada:vermiculita (1:1) foram tratados com 10 ml da
suspensdo de cada isolado de rizobactéria. O tratamento
testemunha foi realizado apenas com agua estéril. Apds esta
fase, miniestacas com aproximadamente 6-8 cm de um clone
comercial de eucalipto, hibrido de Eucalyptus grandis Hill
ex Maiden X E. urophylla S.T. Black foram tratadas com
uma solucdo de AIB (acido indol butirico a 500 ppm),
imediatamente estaqueadas no substrato previamente
rizobacterizado e transferidas para casa de enraizamento
dotada de nebulizacdo intermitente (UR > 80%) e temperatura
controlada (25-30 °C). Apos 30 dias, as mudas foram
transferidas para aclimatagdo a sombra (50% da intensidade

TABELA 1 - Identificagdo por meio da analise filogenética de
seqiliéncias parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) dos
isolados de rizobactérias selecionados como promotores de
enraizamento em estacas de eucalipto (Eucalyptus spp.)

Céodigo do
isolado

Identificacio

R1 Frauteria aurantia Swings et al., 1980
FL1 F. aurantia

MF4  Pseudomonas sp. Migula, 1894

ME2 Pseudomonas sp.

Ca P, fulva Lizuga & Komagata, 1963

FL2 P. aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900

CIIb Stenotrophomo nas maltophilia (Hugh 1981) Palleroni &
Bradbury 1993/ S. nitritireducens Finkmann et al., 2000

S1 Bacillus subtilis Cohn, 1872/ B. vallismortis Roberts et
al., 1996
S2 B. subtilis /B. vallismortis

3918 Bacillus subtilis /B. vallismortis
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solar a céu aberto) e¢ finalmente aclimatadas a céu aberto.
Decorridos 80 dias do estaqueamento, as mudas obtidas foram
utilizadas nas inoculag¢des visando avaliar a possivel indugao
de resisténcia sistémica.

Nas inoculagdes, empregou-se um isolado de P. psidii
obtido de Eucalyptus sp. em Belo Oriente, MG. Esse isolado
foi multiplicado em mudas de jambeiro (Sygyzium jambos
(L.) Alston e os uredinidosporos coletados aos 12 dias apds a
inocula¢do. Os uredinioésporos foram transferidos para agua
com Tween 80 (0,05%) e atomizados (2 x 10* esporos/ml)
em ambas as faces dos limbos foliares com auxilio de um
atomizador do tipo De Vilbiss n° 15, acoplado a um
compressor elétrico (0,6-0,8 kgf/cm?). As mudas inoculadas
foram mantidas em cdmara com irrigagdo do tipo microas-
persdo, no escuro por 24 h, e posteriormente levadas para
camara de crescimento a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h
(Ruiz et al., 1989) e intensidade luminosa de 40 umoles
(fétons).s'.m?. As avaliagdes foram feitas 13 dias apos a
inoculagdo utilizando-se uma escala diagramatica com quatro
classes de severidade (S0, S1, S2 e S3) (Junghans, 2000) e
quantificando-se o nimeros médio de pustulas por folha,
uredinias por area foliar (1,13 cm?) e de esporos por uredinia
(Ruiz et al., 1989). Este ensaio foi repetido em duas épocas
diferentes a fim de confirmar os resultados obtidos.
Utilizaram-se quatro repeti¢des, cada uma com quatro
plantas, em delineamento inteiramente casualizado.

Inicialmente, o segundo e terceiro par de folhas de
cada planta foram avaliados visualmente. No segundo ensaio,
o didmetro de 40 pustulas de cada repeticdo e o numero de
uredinias foram determinados em um microscopio estereos-
copico com uma escala métrica acoplada, a fim de assegurar
o melhor uso da escala de severidade que se baseia no tipo
de reac¢do da planta, didmetro das pustulas e numero de
uredinias por pustula.

Para avaliar o numero médio de pustulas/folha,
uredinias/area foliar e esporos/uredinia empregaram-se o
segundo e terceiro par de folhas de cada planta. Em micros-
copio estereoscopico contou-se o nimero de pustulas em cada
folha e determinou-se o nimero de uredinias compreendidas
em quatro discos de area igual a 1,13 cm?(didmetro = 1,2
cm), que foram retirados na regido central de cada folha.
Para determinagdo do nimero médio de esporos/uredinia,
os quatro discos coletados por folha foram colocados em tubos
de ensaio contendo 3 ml de agua + Tween 80 (0,1%) e
agitados em vortex por 5 min, realizando-se duas leituras
por tubo e determinando-se o nimero médio de uredinios-
poros em camara de Neubauer. Como ja se conhecia o niimero
médio de uredinias em cada circulo, pode-se obter o nimero
médio de esporos produzidos por uredinia.

Efeito do tempo decorrido entre rizobacterizacio e ino-
culacdo do patogeno na induciio de resisténcia sistémica
Os isolados mais promissores avaliados no primeiro
ensaio foram empregados no tratamento de mudas em dois
diferentes tempos de pré-inoculacdo do patogeno. Um lote
de plantas foi produzido em substrato tratado com
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rizobactérias, como descrito anteriormente, € outro lote
recebeu a inoculagdo com os possiveis indutores de resisténcia
apenas uma semana antes da inoculagdo com o patdgeno.
Para isso, usaram-se 30 ml de cada suspensdo bacteriana
(Abs.,,, = 0,2) ou agua estéril para irrigagdo do sistema
radicular de cada muda. A inoculagdo com o patdgeno ¢ a
condugdo do ensaio foram semelhantes as descritas no item
anterior. Aos 13 dias da inoculag¢do do patdgeno, avaliou-se
o nimero médio de pustulas por folha e 0 nimero médio de
uredinias por area foliar. O ensaio foi montado em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetigoes,
cada uma constituida de quatro plantas.

RESULTADOS

O uso da escala diagramatica para ferrugem nao
permitiu separar o efeito das rizobactérias. Em todos os
tratamentos, as folhas foram classificadas nas classes S2 e
S3. Visando assegurar o melhor uso da escala, no segundo
ensaio, determinou-se o didmetro médio das pustulas e o
nimero médio de uredinias/pustula, o que possibilitou a
separacdo entre tratamentos, destacando-se os isolados FL.2
e 3918 (Tabela 2).

No primeiro ensaio, para quatro isolados de
rizobactérias (FL2, 3918, FL1 ¢ MF4), o nimero médio
estimado de pustulas por folha foi inferior a testemunha,
destacando-se o isolado FL2. No segundo ensaio, tratamentos
com todos os isolados bacterianos diminuiram o nimero de
pustulas. Nesse ensaio, como no anterior, confirmou-se a
maior eficiéncia de controle do isolado FL2, juntamente com
o MF4, propiciando redugdes superiores a 60% (Figura 1).

Nos dois ensaios, todos os isolados diferiram da
testemunha ndo tratada quanto ao numero médio de
uredinias/area foliar. No ensaio 1, destacaram-se os isolados
FL2, MF4, com redugdes superiores a 77% do ntimero médio
de uredinias por disco foliar (1,13 cm?) (Figura 2) e 39%

TABELA 2 - Diametro médio de 40 pustulas, nimero médio de
uredinias/pustula de Puccinia psidii e classes de severidade da
ferrugem em mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.) com 80 dias de
idade tratadas com diferentes isolados de rizobactérias

Didmetro Nimero médio

Tratamento médio de de uredinias/ Claﬁse del
, , severidade
pustula (mm) pustula

FL2 1,28 9,34 S2
3918 1,34 10,75 S2
MF4 1,95 18,63 S3
FL1 1,97 19,45 S3
MF2 2,13 22,06 S3
S2 2,45 20,34 S3
N 2,47 22,45 S3
Rl 2,52 35,25 S3
CIIb 2,61 34,54 S3
Ca 2,66 30,32 S3
Testemunha 2,66 31,54 S3
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FIG. 1 - Numero médio de pustulas de Puccinia psidii em folhas
de mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.) tratadas com rizobactérias
em dois ensaios realizados em camara de crescimento. Médias com
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

no nimero médio de esporos/uredinia (Figura 3). Além deles,
os isolados 3918 e Ca também se destacaram na reducdo do
nimero médio de uredinias/area foliar ¢ de esporos/uredinias,
respectivamente. No ensaio 2, destacou-se o isolado FL2 na
redu¢do do nimero médio de uredinias/area foliar. Para nimero
de esporos/uredinia, somente o isolado S2 ndo diferiu da
testemunha (Figura 3). Dois dos melhores isolados (FL2 e
MF4) do ensaio 1 se mantiveram como melhores no segundo
ensaio.

Os dois melhores isolados testados diferiram da
testemunha quanto as variaveis avaliadas nos dois tempos de
tratamento testados. Todavia, a reduco na severidade foi mais
acentuada quando as mudas foram enraizadas em substrato
tratado com rizobactérias, 80 dias antes da inoculagdo do
patogeno (Figura 4).

DISCUSSAO

A indugdo de resisténcia envolve a participagao de um
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FIG. 2 - Numero médio de uredinias de de Puccinia psidii em discos
de folhas (1,13 cm?) de mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.)
tratadas com rizobactérias em dois ensaios realizados em camara
de crescimento. Médias com mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.

agente indutor, o qual pode ser um ativador quimico como os
derivados benzotiadiazolicos e outros compostos (Friedrich et
al., 1996; Benhamou & Belanger, 1998), extratos de c¢lulas
de microrganismos (Romeiro & Kimura, 1997) ou
microrganismos vivos (Liu et al., 1995a; Liu et al., 1995b; Liu
etal.,1995c¢; Hoffland et al., 1996). As rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas incluem-se neste ultimo caso
(Kloepper, 1996). Alguns isolados de rizobactérias, promotoras
de crescimento em eucalipto, podem provavelmente induzir
resisténcia sistémica a ferrugem em Fucalyptus spp. Dos dez
isolados testados, FL2 [Pseudomonas aeruginosa (Schroeter)
Migula] e MF4 (Pseudomonas sp.) se destacaram em reduzir a
severidade da doenga. Isolados de Pseudomonas spp.,
especialmente do grupo fluorescente, sdo freqlientemente
relatados como indutores de ISR em culturas agronomicas
(Maurhofer et al., 1994, Van Loon et al., 1997). Nesse sentido,
ja foi comprovado que um isolado de P. aeruginosa (KMPCH)
induziu resisténcia a Botrytis cinerea Pers. Ex Fries em tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.). A colonizagdo de raizes pelo
isolado resultou em aumento no nivel de acido salicilico,
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FIG. 3 - Numero médio de esporos de Puccinia psidii por uredinias
presentes em folhas de mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.)
tratadas com rizobactérias em dois ensaios realizados em camara
de crescimento. Médias com mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.

aparentemente produzido pela rizobactéria, e na atividade da
enzima fenilalanina amoénia liase (Audenaert et al., 2002a).
Similarmente, foi observado um incremento no nivel de acido
salicilico em raizes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
colonizadas pelo mesmo isolado (11,5 ng/g de raizes) (De
Meyer et al., 1999b) e em fumo (Nicotiana tabacum L.) pelo
isolado CHAO (45,3 ng/planta) pertencente a mesma espécie
com indugdo de resisténcia ¢ aumento no nivel de acido
salicilico (Maurhofer et al., 1998). Outro isolado (7NSK?2)
de P. aeruginosa produtor de trés tipos de sideroforos, sob
condigdes de limitagdo de ferro, foi capaz de induzir
resisténcia a B. cinerea em feijdo e tomate (De Meyer &
Hofte, 1997; De Meyeret al., 1999b; Audenaert et al., 2002b),
a Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) em feijao
(Bigirimana & Hofte, 2002) e ao Tobacco mosaic virus
(TMV) em fumo (De Meyer et al., 1999a). Em todos estes
sistemas, a comprovacdo da indugdo de resisténcia foi
demonstrada usando mutantes para producdo de sideroforos
(Audenaert et al., 2002a).

Na area florestal, Eneback & Carey (2000) sugeriram
que isolados de Bacillus sp. induzem resisténcia sistémica a
ferrugem em Pinus spp.. Os principais efeitos observados no
estudo com rizobactérias incluem o maior crescimento de
raizes, da parte aérea e aumento no rendimento da planta.
Acredita-se que, indiretamente, o controle bioldgico, seja por
antibiose direta ou por inducdo de resisténcia, esteja
relacionado a estes incrementos na produgdo. Neste ultimo
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O Tempo de exposicao = 80 dias

B Tempo de exposigéo = 7 dias
FIG. 4 - Numero médio de pustulas (A) e de uredinias (B) de
Puccinia psidii por area foliar (1,13 cm?) presentes em folhas de
mudas de eucalipto (Eucalyptus spp.) tratadas com rizobactérias
em dois periodos (sete ou 80 dias) antes da exposi¢do ao patogeno.
No mesmo tempo de exposi¢do, médias com mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

caso, a comprovagao cientifica da existéncia de indugdo de
resisténcia e da ndo ocorréncia dos mecanismos de antibiose
direta pode ser conseguida pela compartimentalizacdo, a nivel
espacial, dos componentes microbianos da interagdo, ou seja,
a presenga e, ou, adi¢do de rizobactérias a rizosfera torna a
parte aérea mais resistente a patdogenos, embora estejam
espacialmente separados (Liu ef al., 1995¢; Kloepper, 1996;
Raupach et al., 1996; Wei et al., 1996).

A separagdo espacial entre o agente indutor de
resisténcia e o patdgeno € um indicativo do envolvimento de
mecanismos de resisténcia induzida. No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de que algum sinal bioquimico
produzido pelo agente indutor seja absorvido pela planta e
atue na parte aérea (Romeiro, 1999). Nesse sentido, existem
alguns critérios basicos para investigar a existéncia de
resisténcia sistémica induzida, entre eles deve ocorrer um
intervalo de tempo entre a exposi¢do da planta ao indutor e
a expressdo da resisténcia. Para os dois isolados testados,
observou-se uma redugao na severidade de ferrugem mesmo
no menor tempo testado (uma semana). No entanto, essa
reducdo foi bem mais acentuada quando as mudas foram
produzidas em substrato rizobacterizado (mudas com 80
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dias). Segundo Van Loon et al. (1998) é necessario haver
um intervalo minimo entre o tratamento com rizobactéria e
a inoculagdo do patégeno para que a planta entre em estado
de indugdo e a resisténcia sistémica se expresse. Em geral,
com plantas anuais, esse tempo é de aproximadamente uma
semana. No entanto, Eneback & Carey (2000) observaram
resisténcia sistémica induzida a ferrugem por isolados de
PGPRs em Pinus spp., decorridas quatro semanas entre
tratamento com o indutor e inoculagdo com basidiésporos
do patogeno. Provavelmente, para plantas perenes como
eucalipto ¢ pinus, é necessario um tempo maior que o
observado nas plantas anuais para que a resisténcia seja
plenamente manifestada, como ficou evidenciado pelo
presente trabalho.

Segundo Steiner & Schonbeck (1995), alguns critérios
devem ser observados para se determinar o envolvimento de
resisténcia sistémica: a- auséncia de efeitos toxicos diretos
do organismo de biocontrole sobre o patégeno; b- a ISR pode
ser inibida por uma aplicacado prévia de inibidores especificos
da expressdo génica na planta; c- necessidade de um intervalo
de tempo para a plantar expressar essa resisténcia; d- auséncia
da relagdo entre resisténcia e quantidade crescente de indutor;
e- amplo espectro de atuacdo contra varios patdgenos
(inespecificidade da protecdo); f- ocorrer local e sistemi-
camente; g- dependente do genoétipo da planta e seu nivel de
resisténcia. Diante destes aspectos, o presente trabalho apenas
evidenciou uma possivel indugdo de resisténcia sist€émica
mediada por rizobactérias em eucalipto, devendo-se entdo
realizar outras investigacdes para comprovar esta hipotese.

Varios tipos de respostas ativas poderiam ser
induzidas nas plantas para impedir o desenvolvimento do
patdgeno, dentre estas podem ser citadas o acimulo de PRPs
nos espacos intercelulares e nos vacuolos, lignificacdo e
formagdo de papilas (Van Loon ef al., 1998). Os mecanismos
de defesa envolvidos na indugdo mais conhecidos sdo o
acumulo de proteinas relacionadas com a patogénese e a
lignificacdo. No primeiro caso, a a¢dio ocorre diretamente
quando o acimulo ocorre nos espagos intercelulares ou
indiretamente quando ocorre nos vacuolos. Além disso, as
proteinas relacionadas com a patogénese apresentam alta
atividade antimicrobiana in vitro e podem também promover
a liberacdo de eliciadores de fitoalexinas ou induzirem a
sintese de compostos fenolicos. Embora o mecanismo de
lignificagdo ainda seja pouco estudado, sabe-se que a sintese
de lignina € uma resposta de resisténcia, potencialmente
induzida por agentes bidticos e abidticos, de carater sistémico
e que pode estar intrinsecamente associada a SAR/ISR
(Romeiro, 1999). Estudos histoldgicos, bioquimicos e
fisioldgicos buscando detectar algumas dessas modificagdes
nas plantas tratadas com os isolados de rizobactérias podem
fornecer um maior embasamento para se explicar melhor a
expressdo da resisténcia.

Trabalhos futuros buscando-se determinar o tempo
que essa resisténcia permanece efetiva, bem como a sua
atuacdo sobre outros patdogenos foliares, devem ser
conduzidos ¢ poderdo explicar melhor o papel desses isolados
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na indug@o de resisténcia. A obten¢do de minicepas com
resisténcia sist€mica a ferrugem pode ser muito importante
no manejo dessa doencga nos viveiros florestais, propiciando
a diminuicdo ou até redugdo do uso de fungicidas, bem como
o aumento da disponibilidade de brotos aptos a serem
utilizados na propagacao clonal. Outro fator a considerar é a
possibilidade de que os brotos coletados nessas mudas possam
apresentar uma maior prote¢do também contra patdogenos
causadores de podriddo de estacas, quando expostos as
condi¢des de enraizamento. Além disso, ndo se pode descartar
a possibilidade dos isolados bacterianos atuarem como
antagonistas por meio de outros mecanismos de biocontrole,
como antibiose ou producdo de sider6foros, o que poderia
ser potencializado com uma ou mais aplicagio dos isolados
no substrato de enraizamento.

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de expressar os seus agrade-
cimentos as empresas florestais Aracruz Celulose S.A., CAF
Santa Barbara Ltda., Cenibra S.A., International Paper do
Brasil, Jari Celulose S.A., Klabin S.A., Lwarcel Celulose e
Papel Ltda., Plantar S.A., Suzano Bahia Sul Celulose S.A. e
Veracel Celulose S.A., pelo apoio logistico e financiamento.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFENAS, A.C. & MAFIA, R.G. Controle integrado de doengas em
viveiros clonais e aspectos relativos a ferrugem (Puccinia psidii) do
eucalipto. Fitopatologia Brasileira 28:156-163. 2003.

AUDENAERT, K., PATTERY, T., CORNELIS, P. & HOFTE, M.
Induction of systemic resistance to Botrytis cinerea in tomato by
Pseudomonas aeruginosa TNSK2: role of salicylic acid, pyochelin,
and pyocyanin. Molecular Plant-Microbe Interactions 15:1147-1156.
2002a.

AUDENAERT, K., DE MEYER, G. & HOFTE, M. Abscisic acid
determines basal susceptibility of tomato to Botrytis cinerea and
suppresses salicylic acid-dependent signaling mechanisms. Plant
Physiology 128:491-501. 2002b.

BENHAMOU, N. & BELANGER, R.R. Induction of systemic
resistance to Pythium damping-off in cucumber plants by

benzothiadiazole: ultrastructure and cytochemistry of the host response.
Plant Journal 14:13-21. 1998.

BIGIRIMANA, J. & HOFTE, M. Induction of systemic resistance to
Colletotrichum lindemuthianum in bean by a benzothiadiazole
derivative and rhizobacteria. Phytoparasitica 30:159-168. 2002.
CAMPINHOS JR., E. Sustainable plantations of high-yield Eucalyptus
trees for production of fiber: the Aracruz case. New Forests 17:129-
143. 1999.

DE MEYER, G., AUDENAERT, K. & HOFTE, M. Pseudomonas
aeruginosa TNSK2-induced systemic resistance in tobacco depends
on in planta salicylic acid but is not associated with PR1a gene-
expression. European Journal of Plant Pathology 105:513-517. 1999a.

DE MEYER, G., CAPIAU, K., AUDENAERT, K., BUCHALA, A.,
METRAUX, J.P. & HOFTE, M. Nanogram amounts of salicylic acid
produced by the rhizobacterium Pseudomonas aeruginosa TNSK2

355



D.A.Teixeira et al.

activate the systemic acquired resistance pathway on bean. Molecular
Plant-Microbe Interactions 12:450-459. 1999b.

DE MEYER, G. & HOFTE, M. Salicylic acid produced by the
rhizobacterium Pseudomonas aeruginosa TNSK2 induces
resistanceto leaf infection by Botrytis cinerea in bean.
Phytopathology 87:588-593. 1997.

ENEBACK, S.A. & CAREY, W.A. Evidence for induced systemic
protection to fusiform rust in loblolly pine by plant growth promoting
rhizobacteria. Plant Disease 84:306-308. 2000.

FAO. Global forest resources assessment 2000 - Main report. FAO
Forestry paper. ISSN 0258-6150, 479p. 2000. (www.fao.org/
forestry/fo/fra/main/index.jsp).

FRIEDRICH, L., LAWTON, K., RUESS, W., MASNER, P.,
SPECHER, N., RELLA, M.G., MEIER, B., DINCHER, S., STAUB,
T. & UKNES, S. A benzothiadiazole derivative induces systemic
acquired resistance in tobacco. Plant Journal 10:61-70. 1996.

HOFFLAND, E., HAKULINEN, J. & VAN PELT, J.A. Comparison
of systemic resistance induced by a avirulent and nonpathogenic
Pseudomonas species. Phytopathology 86:757-762. 1996.

JUNGHANS, D.T. Quantificagdo da severidade, heranca da
resisténcia e identificacdo de marcadores RAPD ligados a resisténcia
a ferrugem (Puccinia psidii) em Eucalyptus grandis. (Tese de
Doutorado). Vigcosa. Universidade Federal de Vigosa. 2000.

KADO, C.I. & HESKETT, M.S. Selective media for isolation of
Agrobaterium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas and
Xanthomonas. Phytopathology 60:969-976, 1970.

KLOEPPER, J.W. Host specificity in microbe-microbe interctions.
Bio Science 46:406-409. 1996.

KLOEPPER, J.W., TUZUN, S. & KUC, J.A. Proposed definitions
related to induced disease resistance. Biocontrol Science Technology
2:349-351. 1992.

LIU, L., KLOEPPER, J.W. & TUZUN, S. Induction of systemic
resistance in cucumber against bacterial angular leaf spot by plant
growth-promoting rhizobacteria. Phytopathology 85:843-847.
1995a.

LIU, L., KLOEPPER, J.W. & TUZUN, S. Induction of systemic
resistance in cucumber against Fusarium wilt by plant growth-
promoting rhizobacteria. Phytopathology 85:695-698. 1995b.

LIU, L., KLOEPPER, J.W. & TUZUN, S. Induction of systemic
resistance in cucumber by plant growth-promoting rhizobacteria:
duration of protection and effect of host resistance on protection
and root colonization. Phytopathology 85:1064-1068. 1995c.

MAURHOFER, M., HASE, C., MEUWLY, P., METRAUX, J.P. &
DEFAGO, G. Induction of systemic resistance of tobacco to tobacco
necrosis virus by the root colonizing P. fluorescens strain CHAO:
Influence of gacA and of pyoverdine production. Phytopathology

84:139-146. 1994.

MAURHOFER, M., REIMMANN, C., SCHMIDLI-SACHERER,
P., HEEB, S., HAAS, D. & DEFAGO, G. Salicylic acid biosynthetic
genes expressed in Pseudomonas fluorescens strain P3 improve
the induction of systemic resistance in tobacco against tobacco
necrosis virus. Phytopathology 88:678-684. 1998.

MORA, A.L. & GARCIA, C.H. A cultura do eucalipto no Brasil.
Sociedade Brasileira de Silvicultura, Sdo Paulo, SP. 2000.

PIETERSE, C.M.J.,, VAN WEES, S.C.M., VAN PELT, J.A,,
KNOESTER, M., LAAN, R., SHAH, J., TSUI, F. & KLESSIG,
D.F. Characterization of a salicylic acid-insensitive mutant (sai 1)
of Arabidopsis thaliana, identified in a selective screen utilizing
the SA — induce expression of the tms2 gene. Molecular Plant-
Microbe Interactions 10:69-78. 1997.

RAUPACH, G.S., LIU, L., MURPHY, J.F., TUZUN, S. &
KLOEPPER, J.W. Induced systemic resistance in cucumber and
tomato against cucumber mosaic cucumovirus using plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR). Plant Disease 80:891-894. 1996.

ROMEIRO, R.S. Indugdo de Resisténcia em plantas a patdogenos.
Vigosa, UFV. Cadernos didaticos, 56. 1999.

ROMEIRO, R.S. & KIMURA, O. Induced resistance in pepper leaves
infiltrated with purified elicitors from Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Journal of Phytopathology 145:495-498. 1997.

RUIZ, R A.R., ALFENAS, A.C., FERREIRA, FA. & VALE, F.XR.
Influéncia da temperatura, do tempo de molhamento foliar, do
fotoperiodo e da intensidade de luz sobre a infec¢do de Puccinia
psidii em eucalipto. Fitopatologia Brasileira 14:55-61. 1989.

STEINER, U. & SCHONBECK, F. Induced disease in monocots.
In: Hammerschmidt, R. & Kuc, J. (Eds.). Induced resistance to
disease in plants (Development in Plant Pathology, vol. 4). Kluwer
Academic Pub., Dordrech. 1995. pp.86-110.

TEIXEIRA, D.A. Promog¢do de enraizamento ¢ indugdo de
resisténcia sistémica a ferrugem e a mancha-de-Cylindrocladium,
mediadas por rizobactérias em clones de Eucalyptus spp. (Tese de
Doutorado). Vigosa. Universidade Federal de Vigosa. 2001.

VAN LOON, L.C., BAKKER, P.A.H.M. & PIETERSE, C.M.J.
Systemic resistance induced by rhizosphere bacteria. Annual Review
of Phytopathology 36:453-483. 1998.

VAN LOON, L.C., BAKKER, P.A.H.M. & PIETERSE, C.M.J.
Mechanisms of PGPR-induced resistance against pathogens. In:
Proc. of Fourth Int. workshop on plant-growth-promoting
rhizobacteria. Sapporo, Japan, 1997. pp.50-57.

WEI, G., KLOEPPER, J.W. & TUZUN, S. Induced systemic
resistance to cucumber diseases and increased plant growth by plant
growth-promoting rhizobacteria under field conditions.
Phytopathology 86:221-224. 1996.

356

04011

Fitopatol. bras. 30(4), jul - ago 2005



