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Como nasceu o projeto
Rizolyptus?






Recalcitrancia a rizogenese



RIN\LYPTUS T
Como aumentar e uniformizar o
enralzamento?

Inoculante Rizolyptus a
base de rizobactérias?



ndréa Moura, Tese de DS. 1996
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™ 4" Isolar e selecmnar m1erorgan1smos eﬁcmntes para
promocao do enraizamento, crese;rmento e b1ocontrele dQ

doenqas na propagacéo clonal'do eucalipto;

Estabelecer as condig:ées 6timas para producao-— e
utilizacao desum ‘inoculante, considerando.as possiveis
imteracoes com o sistemagde producao;

Disponibilizar 'um produto biologico que ratenda as
exigéncias‘ambientais e economicas do setor florestal.
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Florestais
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12 Fase: 1999 - 2001
Isolamento, selecao e identificacéo de isolados de rizobactérias efetivos para eucalipto

22 Fase: 2002 - 2003
& Testes semi-operacionais em varias empresas florestais
% Ensaios de controle biolégico
% Mecanismos de acao de rizobactérias
& Depositos de patente
& Testes toxicologicos
& Testes de campo
= Testes em outras espécies

32 Fase: 2004 - 2005
Contrato de Transferéncia de Tecnologia UFV/Bio Soja: Maio/2004
Formulacao e testes do produto formulado

42 Fase: 2006 — Uso Comercial
2007 — Registro no MAPA
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das empresas

I-Operacionals em VIVEeIros
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Selecao e colonizacao de raizes “in vitro” pelas rizobacteérias
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Conclusoes e

ISOLAMENTO

v

PRE-SELECAO (ESTACAS)

107 culturas

l 10 isolados

AVALIACAO EM DIFERENTES SUBSTRATOS DE
ENRAIZAMENTO

l Auséncia de interacao

AVALIACAO DOS ISOLADOS SELECIONADOS EM

DIFERENTES CLONES (MINIESTACAS)

Teixeira, 2002

Resposta variavel



Identificacao dos isolados

Stenotrophomonas maltophilia(C11b)

Bacillus subtilis (S S2, 3918)

Iﬁf’seudomonas?fs"p. (MF4, MF2)
Pseudomonas aeruginosa (FL2)

Pseudomonas fulva (Ca)
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Melhor 1solado x todos os clones

Empresas | Porcentagem de Enraizamento | Matéria Seca de Raiz
ARACRUZ 20 42
CAF 18 64
CENIBRA 4 48
Klabin Riocell 38 68
PLANTAR 10 80
SBS 29 121
VCP 14 84
VERACEL 20 90
Média 19 75
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Todos os 1solados x todos os clones

Empresas | Porcentagem de Enraizamento | Matéria Seca de Raiz
ARACRUZ 14 21
CAF 14 61
CENIBRA 4 41
KR 26 36
PLANTAR 7 55
SBS 14 68
VCP 10 72
VERACEL 18 53
Media 13 51




EBrazilian Joumal of Microbidlogy (2007) 38:118-123
ISSM 1517-8283

RHIZOBACTERIAL PROMOTION OF EUCALYPT ROOTING AND GROWTH

Débora A. Teixeira'; Acelino Couto Alfenas'*; Reginaldo Gongalves Mafia'; Eraclides M. Ferreira's
Leandro de Sigueira'; Luiz A. Maffia'; Ann H. Mounteer®

‘Department of Phytopathology, Federal University of Vigosa, Vigosa, Minas Gerais State, Brazil; *Department of Civil and
Environment Engineering, Federal Umversity of Vigosa, Vigosa, Minas Gerais State, Brazil

Submitbad; May 06, 2005; Retumed to authors for cormections; March 0%, 2006; Approved:; October 13, 2006

ABSTRACT

Atotal of 107 rhizobacterial isolates, obtained from the rhizosphere of eucalypt clones were tested as rooting
inducers of cuttings and mini-cuttings planted in substrate composed of carbonized rice husk and vermiculite
i 1:1). Cuttings and mini-cuttings were planted in conical plastic tubes containing treated and untreated
icontrol) substrate and kept under intermittent mist irmgation at 26-28"C. After 35 days, rooting percentage
and dry root matter of cuttings were evaluated. Ten isolates capable of providing gains of up to [10%% inroot
formation and up to 25004 in root bicmass over non-inoculated control cuttings were selected. Gains in
rooting varied according to clone and isolate tested. The greatest gains were obtained for the mini-cuttings
exhibiting the lowest rooting efficiency. Among the ten isolates tested, only 391 8 {code R98) and MF4 (code
RAT), produced 3-indole-acetic acid in vifro, at concentrations of 0.7 and 0.67 g ml-, respectively. Significant
mereases in rooting and root dry matter of cuttings grown on rhizobacteria-inoculated substrate were found
when compared to untreated or indole-butyric acid (IBA) treated mini-cuttings.

Key words: Ewcalypius, cloning, mini-cutting, cutting, rhizobacteria
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Testes com outras espécies
florestais
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Rizobactérias para P taeda e E. globulus
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Rizobactérias para P taeda e E. globulus
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Rizobacterias em guaresmeira
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Interacao entre isolados de rizobactérias - Antibiograma

<= Efeito Sinéergico;
<= Dinamica populacional,

3918 x S1

FL2, S1, S2 e 3918 — Isolados de rizobactérias



Interacao PGPR x PGPR FerfBio
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Isolados de rizobactérias

S2 3918 RC3 R1 MF4 S1 Cllb FL2 Ca MF2
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Compatibilidade (VERDE) e Incompatibilidade entre isolados (VERMELHO)



R. Arvore, Vicosa-MG, v.31, nd, p.635-643, 2007

COMPATIBILIDADE E EFEITO DA MISTURA DE ISOLADOS DE
RIZOBACTERIAS NA INDUCAO DO ENRAIZAMENTO E CRESCIMENTO DE
CLONES DE EUCALIPTO!

Reginaldo Gongalves Malia®, Acelino Couto Alfenas®, Luiz Antdnio MalTia®, Eraclide s Maria Ferreira® e
Leandro de Siqueira’

BEESUMO - Com vistas ao desenvolvimento de um produto hioldgico & base de rizobactérias promotoras da
crescimento de plantas, estie trabalho objetivou avaliara compatibilidade e o efeito da mistura de isolados
de nzobacténas prt-selecionados ma indug o do enraivamento e crescimento de clones deeucalipio. A compatibilidade
entre o izolados de rizobactérias foi determinad a por antibiograma nos meios de cultivo de Kado e Heskett
aem meio B de King, enquanto o efeito da mistura de isolados foi avaliado por meio daaplicacto dos isolados,
individualmente ou em misturas, em subsirato de enraizamento, empregando-se a mesma proporgao de indoula
dos co-inoculantes, Em 64% das possiveis combinagdes entre dois isolados, ndo s¢ constataram maghe s de
incompatibilidade. Os isalados WO 2e CLHb foram os mais compativeis. De forma geral. nao se observou sine rgia
entre misturas de isolados compativeis, assim como també mnbo ocomeu, geralmente, redugio na eficid ncia
da mistura de isolados incompative is.

Palavras<have: Fucalvprus, PGPE. bioldgico @ sinergia.

COMPATIBILITY AMONG RHIZOBACTERIA ISOLATES AND EFFECT OF
MIXTURE OF ISOLATES IN INDUCING ROOTING AND GROWTH OF
EUCALYPTUS CLONES

ABSTRACT —Isalares afrhizobacieria thar induced boih roosing and grovwsh of encal vorus clones were previonsiy
selecied To assist developing a biological product based on those isolares, the companibiliry among them
and the effecr of miviure of isolares were evaluared. The compasibiliry amon g riizobacieria isol aies was assessed
by aniibiograms in bath Kado & Heskerr and King B culture media, whereas the effect af isolaie mivinres
was evaluared by appiving e isolares, either alone or mived buf alwavs iR e same proporiions, in rooafiing
sribviirare. No anigeonism beiween isolares was observed in 4% af ihe possible combina fons of fwe isolaies.
Irodares ViCZ and CITh were the most compariie. In general, it was observed no svnergisiic inferacion in
mixiure of comparibie isolares, as well as no efficiency reductian in mivinre of incomparibie isolaies.

Kevwords: Encalyptus, PGPR, biological, and svnergy.



Mecanismos de acao das rizobactérias

Solubilizacao de fosfato

K,HPO, — 0,57M

+ j> CaHPO,

CaCl, — 0,90M




Halo de
solubilizacéo



Isolados de PGPR
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0,1 mL (0,2 Abs.)

Testes toxicolégicos FerfBio
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Analises bioguimicas

» proteinas totals

» colesterol

» triacilglicerois

» alanina aminotransferase
» aspartato aminotransferase
» fosfatase alcalina

» eritrograma



Transferéncia de Tecnologia

Desenvolvimento do Produto
(2003)

Parceria




Parcerias e Cooperacdo Técnica
UFV/Empresas Consorciadas

- Em 2004 foi celebrado um Convénio de Parceria e Cooperacdo Técnica
entre a UFV e as Empresas Consorciadas:

« Aracruz Celulose S/A;

« Bahia Sul Celulose S/A;

« CAF Santa Barbara Ltda;

» Celulose Nipo-Brasileira S/A;

 Internacional Paper do Brasil,

o Jari Celulose S/A Ltda;

« Kilabin S/A;

« Lwarcel Celulose e Papel Ltda;

 Plantar S/A- Planejamento, Técnica e Administracdo de Reflorestamento;
» Veracel Celulose S/A.



Testes do produto formulado
TURFA X LIQUIDO




Testemunha Rizolyptus




Efeito no crescimento

‘ »\:l;est_(i/munha
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Média de ganhos (%) no enraizamento de 3 clones de eucalipto
em relacdo a testemunha e ao tratamento com AIB

Tratamento Form. liquida Form. em po
VER 978 CAF11 CAF409 Media VER 978 CAF 11 CAF 409 Média
3918 29,8 10,8 5,2 15,3 0,9 3,9 10,2 5,0
Ca 38,5 5,3 3,2 15,7 13,2 8,4 8,7 10,1
FL2 26,0 14,8 3,0 14,6 0,0 2,3 21,3 7,9
MF2 39,4 18,2 6,8 21,5 9,7 12,7 9,1 10,5
MF4 30,8 18,7 0,0 16,5 8,8 0,0 10,0 6,2
R1 39,4 19,4 7,5 22,1 9,7 5,2 14,9 9,9
S1 11,5 20,6 9,6 13,9 14,9 5,6 16,2 12,3
S2 25,0 22,5 0,0 15,8 13,2 4,5 7,5 8,4
Média dos
inoculantes 30,1 16,3 4,4 16,9 8,8 5,3 12,2 8,8

AIB 8,7 10,9 0,0 6,5 0,0 2,9 9,3 4,1
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Registro no Ministério da Agricultura, Pesca e

Abastecimento (MAPA)

» SP=0058T1T0012=8Pseudumuras sp-ufFEv—=r2,;
» SP=005811001A=0Paerugmusa UFV—=F12,;
P-00581 10015-8, Frateuria aurantia UFV -R1;

> S
> S
> S
> S

P-00581 10017-4, Bacillus subtilis U
P-00581 10000-0, Bacillus subtilis U

P-00581 10010-7, Bacillus subtilis U

-V - S1;
-V - S2;

-V -3918.
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Mudas produzidas com Rizolyptus na Veracel
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Teste de eficiéncia do Rizolyptus® um viveiro florestal no Sul da Bahia



Média de enraizamento (%) dos clones estagueados em substrato rizobacterizado e

Média de enraizamento (%)
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—+— Rizolyptus
—=— Testemunha

05/07/2007
19/07/2006
02/08/2006
15/08/2006
29/01/2006
13/09/2006
26/09/2006

10/10/2006
24/10/2006
07/11/2006
21/11/2006
12/12/2006
15/01/2007
15/02/2007

Lotes (data de avaliacao)

ndo inoculado), em cada um dos 14 lotes avaliados com inicio em

de 2007.

média

testemunha  (substrato

julho de 2006 e termino em fevereiro
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Eficiéncia do Rlzolyptus® sobre 0 enralzamento de um clone de eucalipto, recalcitrante
a rizogénes. e a direita plantas tratadas com Rizolyptus® na Suzano
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PCR — Polymerase Chain Reaction
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

Morfologia e técnica de coloracao Pontos criticos do processo



Detalhe das colonias em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) das estirpes de rizobacteérias
selecionadas. (A) estirpe S1; (B) estirpe S2; (C) estirpe 3918 e (D) estirpe R1.




bp

3000

2000
1650

1000
850

650

500

400

300

200

Perfis de restricdo do DNA gendmico (ERIC-PCR ) das estirpes de
rizobacterias



Resumo e conclusoes FeliBio

* O Rizolyptus estimula o enraizamento de estacas e a
producdo de massa seca de raizes de eucalipto e de outras
espécies arboreas.

« A resposta a aplicacdo do produto varia com a estirpe e 0
clone.

* O tipo de substrato n&o afeta a resposta a rizobacterizacéo.
« Melhoria da qualidade do sistema radicular, quanto ao
numero de raizes secundarias e terciarias e de pélos

absorventes.

e Mudas de eucalipto rizobacterizadas no Vviveiro
apresentaram maior crescimento no campo.
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