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RESUMO

Doencgas causadas por fungos € um desafio a cultura do Eucalyptus spp., podendo, inclusive,
limitar o uso de clones suscetiveis. O presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de
rizobactérias promotoras de crescimento sobre a porcentagem de germinagdo e a biomassa do
sistema radicular de miniestacas de Eucalyptus spp.. Testaram-se os isolados de rizobactérias
FL2, S1, MF2 e 3918. Aos 30 dias avaliou-se a porcentagem de enraizamento ¢ a biomassa do
sistema radicular. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, composto de cinco
clones de Eucalyprus spp. (1209, 57, 1274, 129 e 7074) e cinco tratamentos (FL2, S1, MF2,
3918 e testemunha) com seis repeticdes de 176 miniestacas. Verificou-se aumento
significativo na biomassa do sistema radicular para todos os clones testados. Para o clone
7074 todos os isolados de rizobactérias foram superiores a testemunha. A média de ganho de
todos os isolados testados para este clone foi de 70 %. Para o clone 129 foi de 41,2 %, para o
1209, 41,4 % e para o 1274 de 42,2 % . Para o clone 57, apesar de ndo ter havido diferenca
estatistica significativa, o isolado 3918 destacou-se da testemunha aumentando o
enraizamento em 75,4 %. Nao houve diferenga estatistica significativa entre os tratamentos
para porcentagem de enraizamento. Os resultados obtidos mostram ganhos significativos na
producdo de mudas, sem nenhum ajuste no manejo ou na estrutura do viveiro. Além desse
ganho direto, pode-se ter um melhor aproveitamento da estrutura fisica dos viveiros, ao se
diminuir o tempo de formagdo das mudas, reduzindo-se o custo de producao.
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ABSTRACT

Fungal diseases are challenges in Eucalyptus spp.cultivation and can even place constraints on
the use of susceptible clones. The present study evaluated the effect of plant growth-
promoting rhizobacteria (isolates FL2, S1, MF2 and 3918) on the percentage of germination
and root system biomass in Eucalyptus spp. minicuttings. A completely randomized design
was used, which involved five Eucalyptus spp. clones (1209, 57, 1274, 129 and 7074) and
five treatments (FL2, S1, MF2, 3918 and control) of 176 minicuttings in six replications.
After 30 days a significant increase was verified in the root system biomass of all test clones.
Associated with clone 7074, all rhizobacteria isolates outmatched the control. The mean gain
of all tested isolates with this clone was 70 %. In association with clone 129 it was 41.2 %;
with 1209 41.4 %; and with 1274 42.2 %. With clone 57, although there was no statistically
significant difference, isolate 3918 stood out over the control by increasing rooting by 75.4 %.
There were no statistically significant differences among treatments regarding rooting
percentage. Our results demonstrated significant gains in the plantlet production, without
requiring any modification in nursery management or structure. Besides this direct gain, the
utilization of the physical structure of the nurseries can be enhanced by reducing the time of
plantlet formation, thus reducing the production costs.
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1. INTRODUCAO

A demanda por madeira e a competi¢cdo de mercados estimula a busca de alternativas para o
aumento da produtividade dos plantios de Eucalyptus spp.. A clonagem de gendtipos
promissores vem possibilitando um considerdvel avango na silvicultura intensiva de
Eucalyptus spp. no Brasil (Santos, 1994), pois permite a manuteng¢do plena das caracteristicas
da planta-matriz e envolve as fases de selec@o e resgate de material genético, testes clonais e
multiplicagdo comercial de matrizes superiores (Alfenas e Zauza, 2002). A clonagem de
Eucalyptus spp. em escala comercial pode ser feita por meio de estaquia (macroestaquia),
microestaquia ou miniestaquia (Alfenas e Zauza, 2002). Para o sucesso desecjado na
implantagdo do Eucalyptus spp. é importante que as mudas sejam bem formadas,
possibilitando melhor desempenho em condi¢des de campo. Sendo assim, técnicas
alternativas que otimizem a produc@o do Eucalyptus spp. sdo fundamentais para melhorar a
qualidade das mudas e reduzir o custo de produgdo. Neste aspecto as rizobactérias ganham
destaque, pois podem propiciar a produgdo de mudas melhores.

Rizobactérias sdo bactérias da rizosfera com capacidade de colonizar as raizes das plantas na
presenga da microbiota natural do solo (Schoroth e Hancock, 1982). A interagao entre
bactérias e raizes de plantas pode ser benéfica, prejudicial ou neutra (Schippers et al., 1987).
Rizobactérias benéficas sdo encontradas na rizosfera de diversas culturas e 2 a 5% dos
isolados dessas rizobactérias podem apresentar um efeito positivo no crescimento de plantas
(Schroth e Hancock, 1981). Aquelas que exercem efeito benéfico no desenvolvimento de
plantas através da promocao do crescimento e/ou prote¢ao contra organismos patogénicos sao
chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas ou PGPR (Plant Growth-
Promoting Rizobacteria) (Kloepper et al., 1990; Luz, 1996). As rizobactérias que sio
prejudiciais as plantas, chamadas DRMO (Deleterious Rhizosphere Microorganisms)
colonizam as raizes e sdo consideradas patogénicas (Suslow e Schroth, 1982).

Dentre as PGPR, destacam-se as dos géneros Pseudomonas, principalmente do grupo
fluorescente, Bacillus e actinomicetos do género Streptomyces; embora outros géneros de
bactérias sejam citados na literatura (Arthrobacter, Corynebacterium, Serratia, Erwinia,
Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia etc.) (Digat et al., 1993; Mahafee e
Kloepper, 1994; Luz, 1996).

Rizobactérias tem sido estudadas ha vdrios anos devido a capacidade de aumentar o
crescimento de plantas (Brown, 1974; Lifshitiz et al. 1987; Glick, 1995). Em esséncias
florestais, observou-se o efeito de rizobactérias no crescimento de mudas oriundas de
sementes de gimnospermas tais como Pinus, Picea, Tsuga, Pseudotsuga (Chanway, 1997,
Encback et al, 1998), pinheiro (Chanway, 1992) e abeto vermelho (Chanway e Holl, 1993).
Em Eucalyptus camaldulensis foi observado um incremento de 44 % na sua biomassa apos
co-inoculacdo com Azobacter chroococcum e Bacillus megaterium (Mohammad e Prassad,
1988).

Dentre 107 isolados de bactérias obtidas da rizosfera de mudas de diferentes clones de
eucalipto, dez (Ca, FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 e CIIB) apresentaram potencial
como promotores de enraizamento (Teixeira, 2001).

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de rizobactérias promotoras de crescimento
sobre o enraizamento e a matéria seca do sistema radicular de miniestacas de Eucalyptus spp..
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento [oi conduzido na empresa florestal CENIBRA S. A, localizada em Belo
Oriente-MG.

O ensaio foi instalado em 04/06/02 e avaliado em 04/07/2002.

Avaliou-se a eficiéncia de rizobactérias sobre a rizogénese de miniestacas de Eucalyptus,
quanto a porcentagem de enraizamento e a biomassa radicular dos clones 1209, 57, 1274, 129
e 7074. Os isolados de rizobactérias testados foram: FL2 (Pseudomonas aeruginosa), 3918
(Bacillus subtilis), S1 (Bacillus subtilis) e MF2 (Pseudomonas sp)

Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, composto de cinco clones (1209, 57,
1274, 129 e 7074) e cinco tratamentos (FL2, S1, MF2, 3918 e testemunha) com seis
repeticdes de 176 miniestacas.

2.1. Producao do Inéculo

Para a producdo de in6culo, suspensdes bacterianas em solugdo salina foram obtidas a partir
de colénias crescidas em MB-1 por 48 horas a 27° C. As suspensdes foram vertidas em tubos
Falkon e conservadas em gelo para transporte. A concentragdo de inéculo foi ajustada para
0,2 de absorbancia (540nm), o que corresponde a 10% ufc (unidades formadoras de
colonias)/ml.

A fim de confirmar a concentragdo de in6culo aplicada e a viabilidade das c€lulas bacterianas,
em cada ensaio reservou-se uma aliquota de cada suspensdo para posterior avaliagdo no
Laboratério de Patologia Florestal da UFV.

A suspensdo de indculo, adicionou-se 1% de leite em pé como fonte alimentar inicial das
rizobactérias. A suspensdo de indculo dos respectivos isolados, equivalente a SmL de
suspensdo por 50 cc (centimetros cubicos) de substrato, foi aplicada no substrato e
homogeneizada em misturador apropriado.

2.2. Rizobacterizacao do Substrato

A aplicagc@o do indculo foi feita diretamente em betoneira usada para homogeneizacido do
substrato.

No preparo da mistura, em cada betoneira foram adicionados: 200 litros de casca de arroz
carbonizada, 200 litros de vermiculita, 3,2 Kg de Superfosfato simples e 25 litros de solugao
estoque contendo: 10 kg de sulfato de amonio, 3 Kg de cloreto de potassio, 200 g de sulfato
de zinco, 200g de sulfato de cobre, 200g de sulfato de manganés e 400g de acido bérico, a
solugdo estoque foi adicionado a suspenséo de inéculo a 0,2 de absorbéncia (10° ufc/ml).

ApOs a homogeneizagdo, a mistura foi distribuida em tubetes conicos de 50 mL de capacidade
sendo que o volume de 264 litros de cada betoneira foram suficientes para preencher 5280
tubetes, distribuidos em 30 bandejas. Apds preenchimento dos tubetes, estaqueou-se cada
clone separadamente entre os tratamentos. Depois de estaqueadas, as bandejas foram
colocadas em casa-de-enraizamento com temperatura controlada. Apés 30 dias avaliou-se a
porcentagem de enraizamento e a matéria seca de raizes.
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2.3. Avaliacdo da Porcentagem de Enraizamento e Matéria Seca

Para avaliacio da porcentagem de enraizamento, todas as mudas cnraizadas foram
quantificadas por tratamento e repeti¢do. Para avaliar a produgdo de biomassa de raizes, 25%
das plantas de cada tratamento e rtepeticdo foram retirados dos tubetes, removendo-se
inteiramente o substrato. As raizes foram lavadas, separadas da partc aérea, colocadas em
‘sacos de papel devidamente etiquetado e levadas a estufa para secagem numa temperatura de
70°C por 24 horas. Apés secagem em estufa, as rajzes foram pesadas em balanca de precisao
e os dados foram processados no software SAEG. Utilizou-se o teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

3. RESULTADOS
3.1. Porcentagem de Enraizamento

Apesar de ndo ter havido diferencga estatistica entre os tratamentos para porcentagem de
enraizamento, alguns isolados se destacaram da testemunha, conforme o clone testado. Para
os clones 1209 e 1274, o melhor isolado foi o S1, com incrementos na porcentagem de
enraizamento na ordem de 11,2 e 2,5 %, respectivamente. Para os clones 129, 7074 e 57, o
isolado FL2 aumentou a germinacgio em 3.8, 3,7 e 1,2 %, respectivamente. A melhor resposta
foi obtida com a combinacio do isolado S1 e o clone 1209, propiciando um ganho de 10,5 %
em enraizamento. O ganho médio para este clone foi de 10,5 % (tabela 1).

Tabela 1

Porcentagem de enraizamento dos clones 1209, 1274, 129, 57 e 7074 tratados com 0s
isolados S1, FL2, 3918 e MF2 incorporados ao substrato mediante homogeneizagdo em
betoneira.

Enraizamento (%)

Clone
1209 1274 129 57 7074
S1 69 81 79 82 81
FL2 68 80 82 83 85
3918 62 77 79 83 85
MEF2 60 75 74 79 80
Testemunha 62 79 79 82 82
CV (%) 11,73 7,07 7,07 6.7 7.3

Os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Ducan ao nivel de 5% de
probabilidade. CV=6,7%.
Fonte: Dados da pesquisa

3.1.1.2. Matéria Seca de Raiz

Os clones 7074, 129, 1209 e 1274 responderam significativamente a rizobacterizag@o. Para o
clone 7074 todos os isolados foram superiores a testemunha. O isolado 3918 proporcionou um
ganho significativo de 75,4 %, comparando-se com a testemunha. A média de ganho de todos
os isolados testados para este clone foi de 70 %. Para os clones 129, 1209 e 1274, o isolado
S1 propiciou um ganho significativo de 53,2, 47,4 e 52 %, respectivamente, em relacdo a
testemunha. A média de ganho de todos os isolados-testados para o clone 129 foi de 41,2 %
enquanto que para o 1209 foi de 41,4 % e para o 1274 de 42,2 %. Para o clone 57, apesar de
nao ter havido diferenca estatistica significativa, o isolado 3918 destacou-se da testemunha
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aumentando o enraizamento em 75,4 % (tabela 2). A melhor resposta obtida foi para a
combinag@o do isolado 3918 e o clone 7074.

Esses resultados comprovam a eficiéncia dos isolados rizobacterianos testados em aumentar a

biomassa de raizes e conseqiientemente o crescimento de mudas clonais, possibilitando
ganhos até mesmo para clones com indices de enraizamento elevado.

Tabela 2

Matéria seca do sistema radicular dos clones 1209, 1274, 129, 57 e 7074 tratados com 0s
isolados S1, FL.2, 3918 e MF2 incorporados ao substrato mediante homogeneizagdo em
betoneira.

Matéria seca do sistema radicular (mg)

Clone

1209 1274 129 57 7074
S1 1350 A 2000 A 1583 A 2200 1833 A
FL2 1316 A 1850 AB 1516 AB 2016 1800 A
ME2 1266 A 1683 B 1483 AB 2016 1833 A
3918 1250 A 1950 A 1250 BC 2300 i900 A
Testemunha 916 B 1316 C 1033 C 2033 1083 B
CV (%) 13,12 10,90 20,55 28,29 11,32

Tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Ducan ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan..
Fonte: Dados da pesquisa

4. DISCUSSAO

Isolados de rizobactérias associados a mudas obtidas por propaga¢do vegetativa de eucalipto
aumentaram o enraizamento de minietacas, quando veiculadas no substrato. Muitos autores
relatam o envolvimento de rizobactérias no crescimento do sistema radicular de vdrias
culturas. Em esséncias florestais, observou-se o efeito de rizobactérias no crescimento de
mudas oriundas de sementes de Pinus, Picea, Ttsuga, Pseudotsuga e abeto vermelho
(Chanway, 1992; Chanway e Holl, 1993; Chanway, 1997; Eneback et al, 1998). Em
Eucalyptus camaldulensis foi observado um incremento de 44 % na sua biomassa apos co-
inoculacdo com Azobacter chroococcum e Bacillus megaterium (Mohammad e Prassad,
1988). Segundo Teixeira (2001), os isolados rizobacterianos FL2 (Pseudomonas aeruginosa),
Ca (Pseudomonas fulva), 3918 (Bacillus subtilis), R1 (Frauteria aurantia), S1 (Bacillus
subtilis), S2 (Bacillus subtilis), CIIB (Stenotrophomonas maltophilia), MF2 (Pseudomonas
sp.), MF4 (Pseudomonas sp.) e VC2 (ndo identificado) atuaram com excelentes indutores de
enraizamento de estacas e miniestacas de Eucalyptus spp., promovendo ganhos de até 110 %
no enraizamento médio e 250 % no peso de matéria seca de raiz.

Dos dez isolados testados, sete sdo dos gé€neros mais comumentes relatados como promotores
de crescimento, Pseudomonas e Bacillus (Teixeira, 2001). Neste trabalho, em geral, os
isolados que mais se destacaram foram os do género Pseudomonas (MF2 e MF4). Em outros
trabalhos também foi observado o efeito de isolados de Pseudomonas no crescimento de
plantas. Em testes realizados com Pseudomonas fluorescentes em Citrus: limdo rugoso
(Citrus jambhiri) e laranja doce (C. sinensis) verificaram-se um estimulo no crescimento de
plantas da ordem de 116 %, apés 10 meses da inoculagdo (Gardner et al.,1984). Foi
observado, também, um efeito positivo de um isolado de Pseudomonas putida no
enraizamento de estacas de vigna radiata e feijao mungo (Maiak et al., 1997). Em estacas de
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Eucalyptus spp., observou-se um incremento de 62,8 % no enraizamento e 24 % na matéria
seca do sistema radicular, quando tratadas com um isolado de Pseudomonas (Teixeira, 2001).

Além da vantagem de serem encontradas em grande quantidade no solo, as rizobactérias sao
cultivadas em meio de cultura, facilitando o uso de formula¢des comerciais (Weller, 1988).
Fertilizantes bacterianos n@o simbiontes (Azobacter e Bacillus) foram primeiramente
empregados no final do século XIX (1885) na antiga Unido Soviética. No mercado norte-
americano ja existem seis formulagdes a base de PGPR’s, como por exemplo, o produto
Kodiak a base de Bacillus subtilis usadc no controle de tombamento de mudas em diversas
culturas (Turner e Backman, 1991; Luz, 1996), o K-84 (Agrobacterium radiobacter) para o
controle de doenca da galha (Agrobacterium tumefaciens) e o Dagger G (Pseudomonas
fluorescens) utilizado para controle da podriddo de raiz de algoddo (Rhizoctonia e Pythium)
(Kerr, 1980). As formula¢bes dos isolados FL2 (Pseudomonas aeruginosa), Ca
(Pseudomonas fulva), 3918 (Bacillus subtilis), R1 (Frauteria aurantia), S1 (Bacillus subtilis),
S2 (Bacillus subtilis), CIIB (Stenotrophomonas maltophilia), MF2 (Pseudomonas sp.), MF4
(Pseudomonas sp.) e VC2 (ndo identificado) estdo sendo produzidas no Laboratério de
Patologia Florestal e Genética da Interacio Planta Patégeno do Departamento de
Fitopatologia/Bioagro (UFV). Testes em escala comercial nas principais empresas produtoras
de eucalipto tém comprovado a eficdcia destas rizobactérias.

5. CONCLUSOES

Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica significativa para a porcentagem de
enraizamento de miniestacas de Eucalyptus spp., todos os isolados se destacaram quanto ao
aumento de matéria seca de raizes, promovendo ganhos médios de 59,6 % na biomassa de
raizes. Esses resultados comprovam a eficiéncia dos isolados rizobacterianos testados, pois
observou-se ganho significativo na biomassa de raizes e conseqilientemente no crescimento de
mudas clonais, até mesmo para clones com indices de enraizamento elevado.

O uso de PGPR’s (Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) durante a fase de
produg¢do de mudas de Eucalyptus spp. ¢ uma alternativa com grande probabilidade de
sucesso, pois os resultados obtidos mostram ganhos significativos na producdo de mudas, sem
nenhum ajuste no manejo ou na estrutura do viveiro. Além desse ganho direto, pode-se ter um
melhor aproveitamento da estrutura fisica dos viveiros, ao se diminuir o tempo de formacao
das mudas, reduzindo-se o custo de produgao.
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