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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterigavaliar o efeito de bactérias promotoras do
crescimento vegetal em eucalipto no campus da UBS#ria da Conquista-BA. A
inoculacdo e aplicacdo dessas bactérias isolad@dadtas nativas e adaptadas pode ser 88
alternativa para obter resultados de producéo @atras culturas. As bactérias utilizadas no
experimento UESBJMRE e UESBJNRE foram isolas ectarniaadas do eucalipto, e foram
utilizadas como inoculante junto com os demaisago$ J11 e N15(isoladas de plantas de
milho), ZAE94, JMBR366 e LGAMS82 para avaliar o @iesento inicial das plantas. Os
parametros avaliados foram altura, diametro, nungerdolhas, indices SPAD, robustez,
massa seca de parte aérea e brotacdo. A inocutap@obactérias foi estatisticamente
significativa, contribuindo para o crescimento danga. As rizobactérias UESBJINRE,
UESBJMRE e ZAE94 destacaram-se quanto a promocacedoimento das plantas.

Palavras-chave:Eucalipto. Promocéo de crescimento. Isolados baotes.

ABSTRACT

The objective of this work was to isolate, charazeeand evaluate the effect of plant growth
promoting bacteria in eucalyptus on the UESB camyiiéria da Conquista-BA. Inoculation

and application of these bacteria isolated fromiveabind adapted plants may be the
alternative to obtain production results for otbesps. The bacteria used in the UESBJMRE
and UESBJNRE experiments were isolated and chaizadefrom eucalyptus, and were used
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as an inoculant along with the other isolates Jid W15 (isolated from maize plants),

ZAE94, IMBR366 and LGAMS82 to evaluate the initiabgth of the plants. The parameters
evaluated were: height, diameter, number of lea®%AD indices, robustness, shoot dry
matter and budding. The inoculation with bacterasstatistically significant, contributing to

plant growth. The rhizobacteria UESBIJNRE, UESBJMiIE ZAE94 stood out in terms of

promoting plant growth.

Keywords: Eucalyptus. Growth promotion. Bacterial isolates.

INTRODUCAO

Atualmente o crescimento do setor florestal tero sixpressivo no Brasil, refletindo a
proporcdo de areas ocupadas com florestas plantawla) milhdes de hectares no ano de
2017 (IBGE, 2017), e destes, 75,3% sdao plantadas espécies do géneieucalyptus,
considerado o género mais plantado do mundo (IBGEY).

Todo esse crescimento expressivo e a multiplie@diEusos (NOGUEIRA FILHO et
al.,, 2017) se da por as espécies do gérmrmalyptus serem caracterizadas pela alta
produtividade e adaptabilidade as diversas congigéeclima e regido (GARAY et al, 2004), 139
e a melhoria do material genético que proporciamaaumento na producdo (NOGUEIRA
FILHO et al., 2017).

Com a expansédo das areas de reflorestamento explmmacdo, houve aumento dos
sintomas de deficiéncia de macro e micronutriefREEDRIGUES et al., 2010) pois a maioria
dessas florestas sédo plantadas em solos de bdikddde, o que limita a oferta de nutrientes
(LEITE et al., 2011; BARROS; NOVAIS, 1996).

A falta do nitrogénio paralisa gradativamente oescimento da planta
(MARSCHNER, 2012), e o principal efeito negativo dalisponibilidade do N é a
diminuicdo na taxa da fotossintese (HAY; PORTER&0e consequentemente, reducéo das
concentracdes de clorofila e enzima rubisco ndmf(BUNGARD et al., 1997).

Como uma fonte alternativa usual de suprimentiNdos fertilizantes minerais tém
provocado aumento crescente nos custos de prodiN@YAIS; MELLO, 2007), pois
quando adubado com fertilizante nitrogenado stcuédis plantas conseguem utilizar apenas
50% do que foi aplicado, e a outra metade é pergidadesnitrificacdo e lixiviacao
(DOBBELAERE et al., 2002). Nesse contexto surgiprocesso de fixacdo biolégica [de
nitrogénio (FBN) como uma opcéao viavel por supnireaessidade nutricional exigida, reduzir

0 custo de producdo e o impacto ambiental provopattus fertilizantes artificiais, além de
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atuar na producao de reguladores vegetais, saatddres de fosfato, acdo contra patdégenos,
reduzir o custo de producdo e o impacto ambientalqezado pelos fertilizantes artificiais
(MATOSO et al, 2016).

Os microrganismos aplicados na FBN sédo conheadoso bactérias diazotroficas,
essas estabelecem relacfes simbioticas e, ou,jasssccom diferentes culturas, o que as
caracterizam como promotoras de crescimento degslapor exemplo, através da biossintese
e fornecimentos de hormdnios vegetais como auxgibsrelinas, citocininas e poliaminas
(CARVALHO JUNIOR et al., 2009).

Estudos sobre a interacdo de bactérias benéfinasucalipto € escasso, e por este
motivo trabalhos que busquem estudar essa asso@agdiesposta destes microrganismos no
crescimento vegetal € muito importante para estarau

Desta forma, visando avaliar o comportamentdudeal yptus urophylla em funcéo da
inducéo ao crescimento sob a influéncia das rizébas,o objetivo deste trabalho foi isolar,
caracterizar e avaliar o efeito da inoculacdo deéo@s promotoras do crescimento inicial de
mudas de eucalipto.

140

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de agosto@ks2 julho de 2017, no Laboratério
de Microbiologia do Solo e em area experimentaUdaversidade Estadual do Sudoeste da
Bahia — UESB,campus de Vitéria da Conquista. O clima na regido € tapde altitude
(Cbw), segundo a classificacdo de Kbeppen, as siédidemperatura maxima e minima sao,
respectivamente, 25,3 e 16,1°C.

Isolamento e Caraterizacdo em laboratoério

Inicialmente em laboratério, foi realizado o isnnto das bactérias das mudas de
Eucalyptus urophylla clone AEC 144, com idade de 100 dias. As mudasudalipto foram
desinfestadas superficialmente em &agua correnwmeseguida, com agua destilada, para
eliminacdo dos residuos do solo. As plantas foraparmdas em raiz e parte aérea| As
amostras foram fragmentadas pesando-se 10g. Endagfpram trituradas em liquidificadpr

com 90 mL de solucdo salina, a fim de obter umacsol na concentracdo™.0
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Posteriormente, realizaram-se diluicdes seriadas0dea 10°, transferindo-se 1 mL
da suspenséo de cada diluicdo para tubos de esw#endo 9 mL de solugdo salina, e para
cada diluicao, aliquotas de 0,1mL foram inoculaeiastriplicata, em frascos de vidros de
penicilina contendo 5 mL dos meios semissolidoeedivde N, JNFb parBlerbaspirillum
seropedicae, NFb paradzospirillum spp. JMV paraBurkholderia, LGI paraA. amazonense.

Os frascos foram incubados a 30°C por cinco @&aepois realizada a contagem da
populacdo de bactérias diazotroficas pela técroddimero Mais Provavel (NMP), por meio
da tabela de McCrady.

Os meios que formaram peliculas caracteristiaasfoepicados e quando purificado,
os isolados foram estocados em meio de culturdahatdicionando ao meio de cultura 6leo
mineral estéril, para posterior caracterizacao atdgica (Tabela 1).

A caracterizacdo morfolégica foi realizada apogpuaificacdo dos isolados. As
colénias foram avaliadas apés 7 dias de crescimemtomeios solidos especificos, e a
distincdo das col6nias foi realizada a olho num emxilio de uma lupa. Foram observadas
caracteristicas como tamanho, forma, borda, sueperfielevacdo, transparéncia e
cromogénese (DOBEREINER et al., 1995). 1l

Experimento em casa de vegetacéo

O experimento em casa de vegetafdiolocalizado no campo agropecuario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UE&HB)pus de Vitdria da Conquistdpi
montadono dia 01 de maio de 2017, e teve a duracdo d&a30 d

As mudas détucallyptus urophylla utilizadas no experimento se originaram do clone
AEC 144, com 100 dias de idade, que foram previdéenpadronizadas antes do plantio
apresentando dimensdes médias de 25cm de altaray 8e diametro do coleto e 3 pares de
folhas.

As mudas foram transplantadas em vasos preenchmossolo representativo ¢o
campo agropecuario da UESB, o qual foi previameuiighado, conforme analise quimTca
(Tabela 1), a fim de atender as demandas nutrisidredicionalmente estabelecidas pafa a

cultura do eucalipto (RIBEIRO et al., 1999).
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Tabela 1 -Caracteristicas quimicas do solo utilizado contisgato para o transplantio das
mudas em vasos.

P Cmoly/dm® de solo %
pH | (Mehlich)
(H,0)| mgldn? | K" | C&* | Mg* [A®*|H"|SB| t | T |V |m
5,6 3 022 25| 07| 0,1 1,93,4|35[54|63] 3

As estirpes bacterianas utilizadas no experimiemgon a J11 e N15 isoladas de milho
na UESB e a UESBJMRE e UESBJNRE de eucalipto, amba$ESB. As bactérias ZAE94
(BR 11417) deH. seropedicae, JIMBR366 e LGAM82 s&o provenientes do laboratdigo
gramineas da Embrapa Agrobiologia, em SeropédiRa —

O inoculante foi preparado em meio de cultura Diygsido para crescimento das
estirpes. Cinco dias apds o plantio houve a ingéwlaom 3mL de inoculante liquido no colo
de cada planta.

Foi utilizado junto com as estirpes bacterianascontrole sem inoculagéo. 142

O delineamento experimental adotado foi inteiramerasualizado (DIC), com 8
tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 32 parcelas

Ao fim do experimento as avaliacdes realizadasvora
- Altura, com auxilio de régua graduada;

- Diametro, com uso de paquimetro digital,

- Indice SPAD, utilizando-se clorofildmetro marcanilta, modelo SPAD/502, em quatro
folhas completamente expandidas e fisiologicamerdduras, para cada planta, considerou-
se o indice SPAD como resultante da média aritaéiéssas quatro folhas;

- Robustez, indice de altura dividido por diamelas plantas;

- Massa seca de parte aérea, para esta avaliacfartea aérea, foi acondicionada em
embalagens de papel, submetidas & secagem em estufairculacdo forcada de ar, a
temperatura de 65 °C, durante 72 horas, em sedarda) verificados os pesos da massa seca
utilizando-se de balanca de preciséo 0,001 mg;

- Numero de folhas, realizado pela contagem do naito¢al de folhas de cada planta;
- Brotacg6es, contagem do numero total de brotagéesda planta.

Os resultados obtidos das avaliacdes foram subosedisl analises de homogeneidade

(Teste de Bartlett) e normalidade (Teste de Lolisf das variancias, conforme recomendacao
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de Banzatto e Kronka (2006). Os dados obtidos fesabmetidos a andlise estatistica de
variancia (ANOVA), e as médias comparadas peloer8sbtt Knott a 5% de probabilidade,
pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacao realizada identificou para asén@s isoladas de raiz de eucalipto
UESBJNRE e UESBJMRE, um crescimento de coldniaplasa de 7,66x0e 5x16 u.f.c,
respectivamente. Apds a caracterizacdo morfologozaacterizou-se 0s isolados como
analogos a bactérias dos géndiesbaspirillium e Burkholderia, respectivamente.

Tabela 2 -Caracterizacao morfolégica das rizobactérias

Caracteristicas UESBJMRE UESBJNRE
Tamanho da colonia Grande Pequeno
Forma Circular Circular
Cor da colbnia e centr Laranja Transllcido com centro azul
escuro 143
Elevacao Plana Plana
Borda Inteira Inteira
Superficie Lisa Lisa
Detalhe Optico Brilhante Transparente
Configuracéo Granular Granular
Odor Presente Ausente

A tabela de resumo da analise de variancia apeesédrrenca significativa para o uso
dos isolados bacterianos e o controle sem inocnllpgéa todas as caracteristicas avaliadas
(TABELA 3).

Tabela 3- Resumo da andlise de variancia e coeficientegadacdo (CV), em relacdo a
altura (ALT), diametro (DIAM), indice Spad (SPADjumero de folhas (NF),
namero de brotacdes (BROT), indice de robustez (ROBassa seca de parte
aérea (MPA), em plantas dgucalyptus urophylla clone AEC144 inoculadqs
com rizobactérias.

Quadrados Médios

FV GL ALT DIAM SPAD NF BROT ROBT MPA
Tratamentos 7 42,7857* 0,308* 10,5835* 45,3392* 23® 2,3352* 3,9537*
Residuo 24 15 0,0548 4,0347 3,1041 1,6312 0,31757480

CV (%) 2 3,49 5,47 4,03 13,49 25,22 6,84 8,69

* Significativo (p< 0,05) pela analise de variancia.
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A altura das plantas de eucalipto foi influencigda inoculagdo com os isolados

LGAM82, IMBR366, N15, e o isolado nativo UESBJMREnNdo que o isolado nativo (39,

cm) apresentou um incremento de 31,09% superiooaivole (29,75cm) (Tabela 4).

00

Tabela 4 -Valores médios de altura (ALT), diametro (DIAM)dice spad (SPAD), robustez
(ROBT), massa seca de parte aérea (MPA), nimeroldas (NF) e brotacdo

(BROT) de plantas de eucalipto inoculadas com Heztdyias.
TRAT ALT DIA SPAD  ROBT MPA NF BROT

ZAE94 31,75C 4,32A 50,75A 7,34B 10,76A 17,25A  6,25A
LGAM82 37,00A 4,52A 52,32A 8,18B 10,52A 13,25C  5,00A
N15 37,75A 4,15B 48,67B 9,08A 10,10A 11,25C  5,50A
Ji11 35,50B 4,62A 49,47B 7,63B 10,77A 11,00C 4,25B
JMBR366  37,25A 4,45A 50,70A 8,42B 9,42A 8,25D 3,75B
UESBJNRE 33,00C 4,27A 47,778 7,74B 10,51A 17,75A  5,25A
UESBJMRE 39,00A 4,08B 48,07B 9,58A 9,77A 15,00B  6,25A

CONTROLE 29,75D 3,77C 51,32A 7,88B 7,80B 10,75C  3,00B

* Médias seguidas da mesma letra na coluna naomifenére si pelo teste estatistico Scott Knott ad&%robabilidade. /
*Resultado médio de 4 repeticOes.

Bactérias que promovem o crescimento vegetal at@ama producdo de hormoni

144

(0N

como auxinas e giberelinas, o que possivelmentataoeu neste resultado, visto que as

auxinas excretadas pelas bactérias tém acédo dgaatento do tecido promovendo assim o

crescimento em altura.

Corroborando com os resultados obtidos, Puenta. €2010), obtiveram 86% de

incremento de parte aérea com a inoculacaéaepirillum brasilense em E. globulus, e

Angulo et al., (2014) erk. nitens o incremento foi de 25 a 50% em parte aérea cosoale

isolados de rizosfera.

Verificou-se os maiores diametros com a inoculatzestirpes ZAE94, UESBINR
J11, LGAM82 e JMBR366. Os incrementos variaram 828% a 22,54% em relacéo
tratamento sem inoculacdo (3,77 cm) (Tabela 4)u@eato do didmetro apds inoculacag
rizobactérias também foi observado em mudasSdertzia argentea e S laevi-carpa
(SOUZA et al.,, 2011) espécies de leguminosas aakpreespaldando os resultag

encontrados para eucalipto neste trabalho.

E,
ao
de

los
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Os valores obtidos em diametro podem ser infl@érda acdo das giberelinas
produzidas pelas rizobactérias, visto que estasgwem o crescimento, multiplicacdo e
alongamento das células o que resulta em respostiéenetro.

A massa seca de parte aérea, nao diferiu os albdcterianos, entretanto todos
foram superiores ao controle sem inoculagdo, elads J11 promoveu um incremento de
38,04% e 0 ZAE94 um valor de 37,94%, superioresaadrole (Tabela 4). Valores de massa
seca estdo associados a expansédo de tecido, podé&ritosua relacdo com a aquisicdo de
nutrientes pelas rizobacterias principalmente a@sagfio do nitrogénio.

Brunetta et al., (2010) também constataram o atoné® massa seca com uso de
rizobacterias erRinus taeda.

Para avaliacdo do crescimento pos-plantio em campwmbustez é um parametro
morfolégico empregado, e consiste no valor obtiela pelacdo entre a altura da parte aérea e
o diametro do coleto (CARNEIRO, 1995). Para esteampatro os isolados N15 e
UESBJMRE foram significativos e apresentaram inemos de 15,22% e 21,57% em
relacdo ao controle, respectivamente (Tabela 4).

O indice de robustez indica a capacidade dasgddoterarem o estresse do campo,145
principalmente devido sua estabilidade no cresdionmdo assim um parametro entre altura
e diametro que ndo deve ser muito desproporcigags, a medida que a planta cresce em
altura ela deve ter um tronco capaz de dar sugBmta este crescimento, desta forma a
producao de hormonios pelas rizobactérias podetesar de melhor forma esta planta, com o
equilibrio de auxina e giberelina produzido.

Para Argenta et al. (2001), o indice SPAD perroliter-se medidas dos teores de
clorofila na folha, e valores baixos ou inexistené@onta a sua diminuigdo devido ao efeito
de diluicdo do N na planta que indica o crescimeatonuda, mas sem acumulo do nutriente
(MAIA et al., 2008). Os isolados ZAE94, LGAM82, JNBB66 e o controle sem inoculagao
apresentaram 0s maiores resultados para estaeréstch.

A taxa das brotacdes na fase inicial € considepaita comparacdo e analise,do
crescimento de mudas (REIS; REIS, 1997). O incrémnee 108,33% em brotacdes foi
fornecido pela acdo das bactérias ZAE94 e UESBINGRES), em relacdo ao controle (3)
(Tabela 4).

A avaliacdo de brotagOes laterais no tronco mansucapacidade de producéap e

multiplicacdo de novos tecidos, resposta excelebtiela pelos isolados citados, e no casp do

isolado nativo UESBJMRE demonstra sua superioridgadecolonizar mais efetivamente o
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solo, visto que esta mais adaptado a espécie &orémgial, podendo assim proporcionar 0s
beneficios do crescimento vegetal com sua assaciaca

A avaliacado do numero de folhas proporcional \ed®@uperiores de 65,11% (17,75) e
60,46% (17,25) para os isolados UESBIJNRE e ZAE®dpactivamente (Tabela 4). Este
caractere esta relacionado com o suprimento deoNdi® et al., 2010), visto que a aquisi¢do
do nitrogénio proporciona a producdo de RNA e DI§Ae por consequéncia promovem a
producao de novos tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A tabela 5, apresenta os coeficientes de correlded caracteristicas, observamos
uma correlagéo positiva entre as variaveis de naiaherfolhas com brotacdes e massa seca de
parte aérea, e a variavel altura se correlaciosdiyamente com o indice de robustez, estas
correlagbes mostram a importancia da inoculacdo asmizobactérias, ja que todas estas
caracteristicas estao relacionadas positivamemtieéa com a aplicacao de nitrogénio, neste
caso a acao destas bactérias e a aquisicdo dentesgrie horménios promovem um melhor
desenvolvimento da planta e crescimento iniciadtovque uma caracteristica impulsiona a
outra.

Correlacdo negativa foi apresentada pelo diameewandice de robustez (Tabela 5),146
facilmente explicado ja que o indice é a razaoeealtiura/diametro, neste caso a altura ird
influenciar mais positivamente nesta variavel, ovigue se a planta apresentar um grande

diametro e menor altura ela tende ao tombamentcaempo.

Tabela 5 - Coeficientes de correlacdo de Pearson entre @xteags de altura (ALT),
diametro (DIA), indice spad (SPAD), numero de felH&lUMF), brotacdes
(BROT), massa seca de parte area (MASSAPA) e rebyRROBT) de plantas
de eucalipto submetidas a inoculagdo com rizokastér

ALT DIA SPAD NUMF BROT  MASSAPA ROBT
ALT 1 0,2584° -0,038° -0,2433° 0,2044° 0,351%° 0,71534*
DIA 1 0,0474° -0,0608° -0,0028° 0,489675* -0,487437*
SPAD 1 -0,2393° -0,1856° -0,0659° -0,08137°
NUMF 1 0,6147* 0,36729* -0,1635%°
BROT 1 0,272%° 0,20007°
MASSAPA 1 -0,03919°
ROBT 1

*p<0,05
"Sn&o significativo

O principal beneficio da interacéo planta-organignwomelhor estabelecimento inicjal

e crescimento das plantas no viveiro e consequent&enmo campo, possibilita que as plantas
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continuem a se desenvolver de forma satisfato@adp transplantadas para locais ou regiées
desfavoraveis (Souza et al.,, 2017), essa assocgdera induzir ao desenvolvimento de
estruturas eficientes que garanta sua sobrevivénciascimento (Ferreira, 2007), e aumento
da taxa de sobrevivéncia das plantas, bem comiugde de doencas nos primeiros anos, por
meio da melhoria da qualidade do sistema radi¢Mafia et al., 2005).

Podemos observar com os resultados deste traljadkam uso de rizobactérias na
cultura do eucalipto € bastante promissor, porugea cultura de desenvolvimento inicial
acelerado estas bactérias favorecem o crescimeridodsuas inUmeras acdes ligadas diretas
ou indiretamente & promoc¢ao de crescimento vegktsia forma a utilizagdo destas bactérias
deve ser cada vez mais difundida a fim de gerarotegia econbémica e sustentavel ao

ambiente.
CONCLUSOES

Conclui-se com este trabalho que os isolados UMBHE] UESBINRE (isolados e
caracterizados dEucalyptus urophylla, clone AEC144), e o isolado ZAE94 proporcionam147
com sua inoculacdo os melhores resultados parascigrento inicial de plantas de eucalipto
em casa de vegetagao.
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