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RESUMO GERAL

SANTOS, R. K. A. ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E SELECAO DE
BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL EM
EUCALIPTO. Vitoria da Conquista — BA: UESB, 2019. (Tese — Doutorado em
Agronomia: Area de concentracio em Fitotecnia) *.

O eucalipto € uma cultura de grande importancia econémica, devido a sua vasta
diversidade em matéria prima e uso para fabricacdo de produtos essenciais. Dessa
forma, produtos e inovagdes que facilitem e otimizem sua producdo sdo sempre
necessarios. As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) atuam
auxiliando no desenvolvimento destas e, por serem uma opgdo econdmica e
sustentavel, elas vém sendo empregadas em diversas culturas com resultados
positivos. Por esses motivos, devem ser estudados e elucidados os mecanismos de
promogdo de crescimento na cultura do eucalipto. O objetivo deste trabalho foi
isolar, caracterizar morfologica e fisiologicamente, e selecionar bactérias
promotoras de crescimento vegetal na cultura do eucalipto. No artigo 1, foi
realizado o isolamento de bactérias, obtendo 19 bactérias de Eucalyptus urophylla
e urograndis, dos clones AEC144 e 1528, respectivamente, tanto de mudas quanto
de plantas de diferentes idades, totalizando, assim, 3 experimentos de isolamento.
Nessa primeira etapa, também foi realizada a caracterizacdo morfolégica dos
isolados e caracterizagdo fisiologica quanto a producdo de compostos indolicos e
a fixacdo bioldgica de nitrogénio. No artigo 2, foram realizados 2 experimentos
de selecdo das bactérias, buscando avaliar os isolados que auxiliaram no
crescimento das plantas. No artigo 3, foi realizado um experimento com presenca
e auséncia de sulfato de aménio com os isolados que se destacaram nos
experimentos de selecdo, buscando identificar os isolados que foram mais
eficientes em absorver e disponibilizar o nitrogénio para as plantas, e que ainda
proporcionaram um desempenho satisfatorio ao crescimento. Por ultimo, o artigo
4 apresentou aqueles isolados que contribuiram mais eficazmente ao longo de
todos os experimentos para o crescimento das plantas e uma mistura deles,
buscando esclarecer o papel isolado e em conjunto dessas bactérias, associadas a
niveis de nitrogénio. Ao longo desses 4 artigos, foi possivel esclarecer a agdo de
bactérias que promovem o crescimento na cultura do eucalipto e estudar sua
associagdo com o nitrogénio, por ser o nutriente mais requerido pela maioria das
culturas, com um custo oneroso, e que causa varios transtornos ao meio ambiente,
percebendo, por conseguinte, 0 quanto é essencial o estudo de alternativas
ecoldgicas e sustentaveis.

Palavras-chave: PGPR; Eucalyptus; rizobactérias; adubacéo nitrogenada.

*QOrientador: Joilson Silva Ferreira, UESB.



ABSTRACT

SANTOS, R. K. A. ISOLATION, CHARACTERIZATION AND
SELECTION OF BACTERIALS PROMOTING VEGETABLE GROWTH
IN EUCALYPTUS. Vitoria da Conquista - BA: UESB, 2019. (Thesis - Doctorate
in Agronomy: Area of concentration in Plant Science) *.

Eucalyptus is a crop of great economic importance due to its wide diversity in raw
material and use for the manufacture of essential products. In this way products
and innovations that facilitate and optimize their production is always necessary.
Plant growth promoting bacteria (BPCP) act as aids in the development of plants,
and since they are an economical and sustainable option, they have been used in
several crops with positive results, and for these reasons must be studied and
elucidated their mechanisms of promotion of growth in eucalyptus culture. The
objective of this work was to isolate, characterize morphologically and
physiologically, and select plant growth promoting bacteria in eucalyptus culture.
In the first article, bacterial isolation was obtained, obtaining 19 bacteria of
Eucalyptus urophylla and urograndis, clones AEC144 and 1528, respectively, of
both seedlings and plants of different ages, thus totaling 3 isolation experiments.
In this first stage, the morphological characterization of the isolates and
physiological characterization of the production of indole compounds and the
biological fixation of nitrogen were also performed. In article 2, two experiments
were carried out to select the bacteria, in order to evaluate the isolates that aided
the growth of the plants. In the article 3, an experiment was carried out with the
presence and absence of ammonium sulphate with the isolates that stood out in
the selection experiments, in order to identify the isolates that were more efficient
in absorbing and making available the nitrogen to the plants and that still provided
a performance satisfactory to growth. Finally, article 4 presented those isolates
that contributed most efficiently throughout all the experiments to the growth of
the plants and a mixture of them, seeking to clarify the isolated and joint role of
these bacteria associated with nitrogen levels. Throughout these four articles, it
was possible to clarify the action of bacteria that promote growth in eucalyptus
culture. To study its association with nitrogen, since this is the nutrient most
required by most crops and at a costly cost, and that causes several disorders to
the environment, therefore the study of ecological and sustainable alternatives are
essential.

Keywords: PGPR; Eucalyptus; rhizobacteria; nitrogen fertilization.

* Adviser: Joilson Silva Ferreira, DSc. UES
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INTRODUGAO GERAL

O género Eucalyptus é pertencente a familia Myrtaceae (sub-familia
das Leptospermoideae), género que compreende mais de 700 espécies e
apresenta grande capacidade de adaptacéo e, por este motivo, foi amplamente
difundido na regido dos tropicos. A area plantada com eucalipto no Brasil é
de 5,7 milhdes de hectares, sendo que o estado da Bahia apresenta um plantio
de 612 mil hectares (IBA, 2017).

Atualmente diversos estudos vém sendo realizados, focados no
desenvolvimento sustentavel e ecoldgico das culturas, visando principalmente
a reducdo do uso de produtos quimicos, que sao utilizados para favorecer o
desenvolvimento das plantas e o controle de doencas e pragas.

Visando atingir um padrdo de qualidade para as mudas e 0 aumento
de produtividade, diversos produtos como reguladores vegetais (hidrogel,
bioestimulantes dentre outros) sdo testados com a mesma finalidade. As
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) necessitam ser
estudadas na cultura do eucalipto.

Segundo Brown (1974), o uso de fertilizantes bacterianos néo
simbiontes comecou a ser empregado no final do século X1X (1885), na antiga
Unido Soviética e, em 1958, foram utilizados cerca de 10" ha desses
fertilizantes, em 50-70% das principais culturas, propiciando um incremento
de 10-20% na sua produtividade.

Entretanto, somente a partir do final da década de 1970, no Brasil, no
antigo Instituto de Pesquisas Agropecuarias do Centro Sul (IPEACS), hoje
Embrapa Agrobiologia, é que surgiram trabalhos com soja que apontaram, de
forma consistente, o papel das rizobactérias, e procuraram elucidar seus
mecanismos de ac¢do (FALEIRO e outros, 2011).

As bactérias promotoras de crescimento tém se mostrado bastante
eficientes por suas funcdes de fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo
de fosfato, producdo de sider6foros, producdo de hormoénios como auxinas,

giberelinas e citocininas, na producdo de 1- aminociclopropano- 1-
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carboxilato (ACC) deaminase em situagdes de estresse, ou agirem
indiretamente por meio do controle bioldgico de patégenos, sendo por
competicdo de espaco e nutrientes, ou atuando na inducdo de resisténcia
sistémica no hospedeiro.

Embora ja exista um vasto conhecimento sobre a acdo e beneficios
dessas bactérias em diversas culturas (TORRES e outros 2012;
GOVINDARAJAN e outros 2008; SOUZA e outros 2013; TORTORA e
outros 2011; SUN e outros 2009; FARINA e outros 2012; CHEN e outros
2014), para o eucalipto esse conhecimento ainda é insipiente.

A interacdo entre planta e microrganismo é muito importante, pois
orienta diversas rotas do crescimento de ambos individuos, e 0 uso de BPCP’s
resulta em uma simbiose bastante eficiente. Dessa forma, as caracteristicas
gue norteiam essa associa¢do devem ser estudadas para ter um conhecimento
amplo da acdo das bactérias e a resposta das plantas.

Para o eucalipto, existem alguns raros trabalhos de isolamento inicial
de bactérias ou testes com o mesmo produto comercial, sendo necessarios
estudos mais aprofundados sobre a interacdo com genétipos e clones
diferentes, em diferentes ambientes, buscando conhecer melhor essa
populacdo de bactérias e 0 seu comportamento nessa cultura.

Mediante o exposto, e em vista dos beneficios do uso de bactérias
promotoras do crescimento vegetal, este trabalho teve o objetivo de isolar,
caracterizar morfoldgica e fisiologicamente, e estudar a associacdo dessas
bactérias em casa de vegetacdo e em ambiente aberto com mudas de eucalipto,
identificando os possiveis beneficios ao crescimento e desenvolvimento das

plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Eucalyptus

O género Eucalyptus, originario da Australia, possui cerca de 700
espécies descritas e tem sido uma grande alternativa ao uso da madeira nativa
na produgdo madeireira no Brasil. Isso se da principalmente em raz&o do seu
rapido crescimento e da alta produtividade (RAMOS e outros, 2011).

O plantio de Eucalyptus sp. foi introduzido no Brasil em 1904 por
Edmundo Navarro de Andrade, junto a Companhia Paulista de Estradas de
Ferro, em S8o Paulo. Mas as plantagcdes em larga escala tiveram impulso a
partir da década de 1960, e se intensificaram em 1970, com programas de
incentivo fiscal aos plantios florestais associados aos investimentos das
industrias de papel e celulose e siderurgia, e programas de melhoramento
genético e tecnologia de propagacdo clonal do eucalipto, responsavel por alta
produtividade alcangada pelo género (ABRAF, 2007).

O clima favoravel do Brasil e 0 avanco alcancado pelas pesquisas e
tecnologia florestal permitem que o eucalipto possa ser colhido num prazo de
cinco a sete anos para a producao de celulose, quando atinge até 35 metros de
altura, e produtividade que supera 50 m*ha ano* (BAESSO e outros, 2010).

Atualmente a area plantada com eucalipto no Brasil é de 5,56 milhdes
de hectares, sendo que o estado da Bahia apresenta um plantio de 630 mil
hectares (IBA, 2015).
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O género Eucalyptus se apresenta como matéria-prima de uso
maltiplo, pois, além da utilizacao para a celulose e papel (GOMIDE e outros,
2010), outras aplicacBes foram agregadas, como 0 seu uso nas formas de
madeira sélida serrada e chapas (MESQUITA e outros, 2006), energia
(ARAUJO e outros, 2010), além da producio de 6leos essenciais (VIVAN e
outros, 2011). Sua madeira tem sido utilizada em laminacdo, componentes
estruturais para construcéo, caixotaria, mourdes, escoras, celulose e papel,
chapas duras, painéis, lenha e carvdo (REMADE, 2001).

No Brasil, as espécies mais cultivadas sdo: Eucalyptus camaldulensis,
E. cloeziana, E. dunnii, E. grandis, E. globulus, E. paniculata, E. pilularis, E.
saligna, E. staigeriana E. urophylla, e hibridos de E. urophylla x E. grandis
(WILCKEN e outros, 2008).

2.1.1 Eucalyptus urophylla

O Eucalyptus urophylla S.T Blake é uma espécie originéria da
Indonésia e do Timor, introduzido no Brasil por Edmundo Navarro de
Andrade antes de 1909 com o nome de E. alba, sendo considerada uma
espécie que apresenta alta estabilidade genética e com potencial para
reflorestamento.

E considerada uma espécie com forte dominancia apical, que
responde ao espagamento e a adubagao e possui resisténcia ao deficit hidrico,
tornando, assim, uma espécie importante para os programas de melhoramento
genético (FERREIRA, 1992).

Apresenta resisténcia ao cancro do eucalipto e & ferrugem do
eucalipto; tem sido utilizada como obra prima para producdo de carvéo,
celulose, painéis de fibras, serraria, postes e dormentes.

O gendtipo AEC 144 de E. urophylla dentre os clones plantados é o
mais utilizado, desenvolvido pela empresa mineira Arcelormital. E um
urophyla espontaneo com densidade de 515 kg m3, muito utilizado no Brasil
como biomassa e matéria prima em serrarias (PORTAL FLORESTAL, 2017),
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este clone vem se destacando na regido sudoeste baiana devido sua boa
adaptacéo as condicdes climaticas de plantio.

2.1.2 Eucalyptus urograndis

O E. urograndis é um hibrido resultante do Eucalyptus urophylla X
Eucalyptus grandis. O objetivo do cruzamento dessas duas espécies € obter
plantas com um bom crescimento, uma vez que as caracteristicas do E. grandis
€ um leve aumento na densidade da madeira e melhorias no rendimento; sendo
que as propriedades fisicas da celulose sdo caracteristicas do E. uroplylla.

Esse hibrido apresenta uma étima resisténcia a deficiéncia hidrica,
lembrando que, em solos pobres e, principalmente, deficientes de boro, ha
necessidade de pequena adubacdo. A madeira é considerada moderadamente
leve, com cerne diferenciado, sua regeneracdo ocorre atraves da brotacdo de
cepas, e é considerada boa.

Apresenta usos maltiplos, como papel e celulose, carvdo vegetal,
serraria em geral, construcdo civil, moéveis, pontaletes, postes, lenha.

Um dos clones do hibrido E. urophylla x E.grandis é o clone AEC
1528 de procedéncia mineira, desenvolvido pela empresa Arcelomital, e
considerado um gendtipo tolerante ao psilideo de concha, a ferrugem do
eucalipto e indicado para regides com baixo déficit hidrico (RS FLORESTAL,
2015). Por possuir uma densidade base de 531 kg m3, sua madeira pode ser
utilizada para energia na forma de lenha, carvao e cavaco, para serraria, e
como madeira tratada na forma de estacas, mourbes e postes (RS
FLORESTAL, 2015).

2.2 Bactérias promotoras do crescimento vegetal

2.2.1 Rizobactéerias promotoras do crescimento vegetal
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O termo ‘rizobactérias’ implica um grupo de bactérias da rizosfera,
competentes em colonizar o ambiente radicular (KLOEPPER e outros, 1996).
Atualmente tem-se utilizado o termo Rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas- RPCP ou Plant Growth Promoting Rhizobacteria -
PGPR, termo inicialmente utilizado para descrever bactérias benéficas, bem
adaptadas as raizes das plantas (KLOEPPER; SCHORTH, 1978) e para
diferencia-las das bactérias do solo, que ndo colonizam ou ndo o fazem téo
agressivamente (ZAGO e outros, 2000).

Essas bactérias podem ser isoladas tanto diretamente do solo, assim como
do interior das plantas (PAZ, 2009), ou mesmo do rizoplano (LEMOS, 2009).

Segundo Barea e outros (2005), existe trés caracteristicas intrinsecas de
uma RPCP, sendo elas: boa colonizadora de raizes; capaz de sobreviver e se
multiplicar em habitats associados com a superficie das raizes em competicao
com outros microrganismos pelo menos o tempo necessario para promover o
crescimento de plantas ou a protecdo de doencas; e por Ultimo ser capaz de
promover o crescimento de plantas.

De acordo com Somers e outros (2004), as RPCP também podem ser
carcaterizadas por suas atividades funcionais, tais como: (i) biofertilizantes
(aumentando a disponibilidade de nutrientes para a planta), (ii)
fitoestimulantes (devido a promogdo de crescimento de plantas, geralmente
através de hormonios), (iii) rizoremediadores (devido & degradacdo de
poluentes orgénicos) e (iv) biopesticidas (pelo controle de doencas,
principalmente pela producdo de antibidticos e antifingicos metabolitos)
(ANTOUN; PRE'VOST, 2005).

Segundo varios autores, a utilizacdo desses microrganismos que
promovem o crescimento de plantas pode ser ambientalmente preferivel
devido a reducédo do uso de fertilizantes e pesticidas e devido ao menor custo
e tempo para aquisicdo de respostas positivas (CATTELAN; GRASSANO,
2007; AVIS e outros, 2008; SOLANO e outros, 2008).
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2.3 Crescimento inicial de plantas de eucalipto e os beneficios de bactérias

promotoras de crescimento vegetal

Diversos entraves dificultam a producdo inicial de mudas de eucalipto,
como a deficiéncia hidrica na fase de estabelecimento, uso ou ndo de
reguladores vegetais que auxiliem no processo, acdo de patdgenos, méa
formac&o do sistema radicial, acarretando em méa formacéo das mudas, sendo
este um dos principais problemas, pois ira interferir no desempenho no campo
das plantas.

Todos esses problemas acentuam os custos de producéo, sendo necessarios
estudos que visem aquisicdo de insumos agricolas que ajudem a favorecer o
estabelecimento inicial das mudas em viveiros, acarretando, assim, em maior
homogeneidade das mudas no campo.

Nas Ultimas décadas, tem se investido muito em pesquisas para
disponibilizar formas alternativas de nutrientes as plantas, e em metodologias
alternativas de controle de pat6genos, com enfoque no uso de microrganismos
(KUSS e outros, 2007; BARROSO; NAHAS, 2008; RYAN e outros, 2008;
LUCON e outros, 2009).

Esses microrganismos vém despertando atencdo, devido a necessidade de
reduzir o uso de produtos quimicos, num contexto de agricultura sustentavel
e atenta a protecdo ambiental (SOUZA, 2001; COMPANT e outros, 2005;
SOUZA e outros, 2009). Diversos estudos tém demonstrado que esses
microrganismos tém sido muito eficientes na fixa¢&o bioldgica de nitrogénio
(BALDANI; BALDANI, 2005), solubilizacdo de fosfato (RODRIGUEZ e
outros, 2006), producao de hormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas
(CASSAN e outros, 2009), ou agirem indiretamente por meio do controle
biolégico de patdgenos (ASSUMPCAO e outros, 2009), sendo por
competicdo de espaco e nutrientes ou atuando na indugdo de resisténcia
sisttmica no hospedeiro. Podem ainda, ser fonte de novos compostos
quimicos e bioldgicos, com propriedades antimicrobianas e de ampla
utilizacdo industrial (STROBEL, 2003).
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A colonizagdo dessas bactérias promove efeitos marcantes na morfologia
das raizes, devido & liberacdo dos horménios, alterando a densidade e
comprimento dos pelos radiculares, resultando no aumento do sistema
radicular e, assim, maior exploracdo do solo e seus nutrientes (SOLANO e
outros, 2008).

Estudos com bactérias promotoras de crescimento em arbéreas sdo pouco
conhecidos, especificamente em eucalipto, contudo, os estudos encontrados
foram com clones de “urograndis” e estudando produtos comerciais (MAFIA,
2007; MAFIA, 2009; ZARPELON 2007; PAZ, 2009; TEIXEIRA 2007).

Dessa forma, pode-se observar a importancia de se estudar a caracterizagdo
dessas bactérias em Eucalyptus e também na regido do sudoeste baiano, onde
este cultivo vem crescendo consideravelmente, devido as condigdes

favoraveis para a cultura.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO ASSOCIADAS A
DIFERENTES GENOTIPOS DE EUCALIPTO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias associadas a raiz e
folhas de diferentes gen6tipos e clones de Eucalipto. O trabalho foi realizado
na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), no laboratério de
Microbiologia do Solo, onde foram realizados trés isolamentos: o primeiro
com mudas com idade de 100 dias de Eucalyptus urophylla clone AEC144; 0
segundo com plantas de 190 dias dos clones AEC144 (E. urophylla) e 1528
(E. urograndis); e o terceiro isolamento com plantas de 130 dias de E.
urophylla clone AEC144. Para o isolamento das bactérias, amostras de 10g de
raiz com solo aderido e folha, foram coletadas, trituradas em 90 mL de solucdo
salina, e depois realizada dilui¢do seriada de 102 a 107. De cada uma das
diluigdes, aliquotas de 100 pL, foram colocadas em triplicata em frascos de
penicilina de vidro contendo os meios semissolidos isentos de nitrogénio:
NFb, JNFb, IMV, LGI. A quantificacdo das bactérias presentes nos meios de
cultivo foi realizada pela técnica do nimero mais provavel (NMP). Realizou-
se também a caracterizagdo morfologica das colonias e a caracterizagdo
fisiologica quanto a producgdo de compostos indélicos e fixagdo bioldgica de
nitrogénio de forma qualitativa. E, posteriormente, os isolados foram
agrupados em um dendograma de similaridade a fim de observar o quanto se
assemelhavam aos padrGes dos géneros de Azospirillum, Burkholderia,
Herbaspirillum e Azospirillum amazonense. Ao final do experimento, foi
obtido um total de 19 isolados bacterianos, sendo 13 de raiz e 6 de folha. Em
relacdo a avaliacdo fisiolégica, todos os isolados produziram compostos
indolicos e somente 9 apresentaram a pelicula aerotaxica, que caracteriza a
fixacdo bioldgica de nitrogénio de forma qualitativa nos meios semisseletivos.
E, por fim, o dendograma de similaridade agrupou um ndmero maior de
isolados como semelhantes ao género Azospirillum.

PALAVRAS-CHAVE: Eucalyptus; rizobactérias; FBN; auxina.
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ABSTRACT

The objective of this work was to isolate and characterize bacteria associated
with roots and leaves of different genotypes and Eucalyptus clones. The work
was carried out at the State University of Southwest of Bahia (UESB), in the
soil microbiology laboratory, three isolations were carried out, the first with
100 day old Eucalyptus urophylla clone AEC144 seedlings, the second
isolation with plants with age 190 days with clones AEC144 (E. urophylla)
and 1528 (E. urograndis), the third isolation with 130 days of E. urophylla
clone AEC144. For the isolation of the bacteria, samples of 10g of root with
adhered soil and leaf were collected, crushed in 90 mL of saline solution and
serial dilution of 10-2 to 10-7. From each of the dilutions, 100 pL aliquots
were placed in triplicate in glass penicillin flasks containing the nitrogen-free
semi-solid media: NFb, JNFb, JMV, LGI. Quantification of the bacteria
present in the culture media was performed by the most probable number
technique (MPN). The morphological characterization of the colonies and the
physiological characterization of the production of indole compounds and
biological nitrogen fixation were performed qualitatively. Later, the isolates
were grouped in a dendogram of similarity to observe how much they
resembled the standards of the genera of Azospirillum, Burkholderia,
Herbaspirillum and Azospirillum amazonense. At the end of the experiment a
total of 19 bacterial isolates were obtained, 13 of root and 6 of leaf, in relation
to the physiological evaluation, all the isolates produced indolic compounds
and only 9 presented the aerotaxic film that characterizes the biological
fixation of nitrogen form qualitative analysis in the semi-intelligible media.
And finally the similarity dendogram, grouped a greater number of isolates as
similar to the genus Azospirillum.

KEYWORDS: Eucalyptus; rhizobacteria; FBN; auxin.
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1 INTRODUCAO

A simbiose que ocorre entre a planta e as bactérias benéficas do solo,
aqui tratadas como Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
ou PGPB, ou PGPR do inglés Plant Growth Promoting
Bacteria/Rhizobacteria, ocasionam grandes beneficios para a planta, como a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (BALDANI; BALDANI, 2005; IKEDA e
outros 2013), solubilizacdo de fosfato (GRANADA e outros, 2013), produgédo
de sideréforos (AMBROSINI e outros 2012; SOUZA e outros 2013),
producéo de horménios como auxinas (SPAEPEN e outros 2008; BAUDOIN
e outros 2010), giberelinas e citocininas (CASSAN e outros, 2009) a producio
de ACC deaminase em situacfes de estresse (SUN e outros 2009; BAL e
outros 2013), ou acdo direta por meio do controle biolégico de patégenos.

Conhecer a populacao de bactérias benéficas associadas a cultura que
esta sendo estudada é essencial, pois, assim, é possivel mensurar em qual etapa
do crescimento da planta essas bactérias estardo interferindo, e quais bactérias
serdo utilizadas para determinados processos.

Nesse contexto, a etapa de isolamento e caracterizacdo dessas
bactérias faz-se necessario, pois cada cultura tem um grupo de bactérias que
preferencialmente se associam a ela, seja pelo tipo de exsudato produzido, pH,
aeracdo, componentes quimicos do solo ou outras populagdes microbianas que
se encontram aderidas aquela planta.

O eucalipto é uma cultura com grande importancia econdmica,
principalmente por sua grande diversidade de produtos (REMADE, 2001;
GOMIDE e outros, 2010; ARAUJO e outros, 2010; VIVAN e outros, 2011).

Entretanto, a maioria de pesquisas relacionadas a cultura é sobre a
producdo de mudas comerciais, com pouca atencéo ao papel da biota do solo,
area em que as bactérias estdo incluidas, e a importancia e possibilidade de
beneficios que elas podem oferecer a cultura, ndo somente na fase de viveiro.

O estudo das BCPS’s, em diversas culturas, tem apresentado

resultados interessantes e promissores (FERREIRA e outros, 2013; BAO e
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outros, 2013; SHARMA e outros, 2013; UPADHYAY e outros 2012,
HUNGRIA e outros, 2010), entretanto, para o eucalipto, esses estudos sdo
bastantes superficiais e se limitam ao uso de produtos ja presentes no mercado.

Em vista disso, sdo necessarias pesquisas que busquem explorar mais
0 estudo da diversidade e funcdes dessas bactérias que, possivelmente, séo
influenciadas pelos gendtipos na cultura do eucalipto.

Por conseguinte, o objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar
morfol6gica e fisiologicamente, e avaliar a similaridade de bactérias
promotoras de crescimento de plantas em diferentes genétipos e clones de

plantas de eucalipto.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia do Solo da
UESB — Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, onde foram realizados
trés experimentos de isolamento de bactérias na cultura do eucalipto.

O primeiro experimento teve inicio em 03 de dezembro de 2015,
guando foram utilizadas mudas de Eucalyptus urophylla clone AEC144 com
idade de 100 dias; o segundo foi realizado em 21 de fevereiro de 2016, com
plantas com idade de 190 dias de Eucalyptus urophylla clone AEC144 e E.
urograndis clone 1528; e o terceiro foi realizado em 18 de agosto de 2016,
com plantas com idade de 130 dias de E. urophylla clone AEC144.

O processo de isolamento das bactérias foi realizado igualmente para
todos os trés experimentos, entdo, as mudas e plantas de eucalipto foram
desinfestadas superficialmente em agua corrente e, em seguida, com agua
destilada, para eliminacdo dos residuos do solo. As plantas foram separadas
em raiz e parte aérea. As amostras foram fragmentadas pesando-se 10g. Em
seguida, foram trituradas em liquidificador com 90 mL de solucéo salina, a
fim de obter uma solucéo na concentragéo 10,

Posteriormente, realizaram-se diluicdes seriadas de 102 a 107,

transferindo-se 1 mL da suspensdo de cada diluicdo para tubos de ensaio
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contendo 9 mL de solugdo salina. Para cada uma das dilui¢Ges, aliquotas de
0,ImL, foram inoculadas em triplicata, em frascos de vidros de penicilina
contendo 5 mL dos meios semissolidos livres de nitrogénio (N): JNFb para
Herbaspirillum spp., NFb para Azospirillum spp. JMV para Burkholderia
spp., LGI para A. amazonense.

Os frascos foram incubados a 30°C, por cinco dias, apds esse periodo,
foram considerados positivos para contagem aqueles que desenvolveram uma
pelicula aerotéxica tipica, proxima da superficie do meio. A contagem da
populacdo de bactérias diazotroficas foi realizada pela técnica do Numero
Mais Provavel (NMP), utilizando a tabela de McCrady para trés repeti¢oes
por diluicio (DOBEREINER e outros, 1995).

Os meios que formaram peliculas caracteristicas foram repicados para
novos meios semissoélidos, até formacao de nova pelicula. Em seguida, foram
riscadas em placas de Petri, em meios sélidos especificos e em meio solido
batata, incubadas em estufa a 30°C, por cinco dias, a fim de identificar a
purificagdo dos isolados. Quando purificados, os isolados foram estocados em
meio de cultura batata, adicionados ao meio de cultura 6leo mineral estéril, e

estocados para posteriores caracterizacdes.

2.1 Caracterizacdo morfoldgica

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada ap6s a purificagdo dos
isolados. As coldnias foram avaliadas apds 7 dias de crescimento em meios
solidos especificos, e a distingdo das col6nias foi realizada a olho nu e com
auxilio de uma lupa. Foram observadas caracteristicas como: tamanho, forma,
borda, superficie, elevacéo, transparéncia e cromogénese (DOBEREINER e
outros, 1995).

2.2 Caracterizacdao fisiologica

2.2.1 Fixacao bioldgica de nitrogénio
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Para avaliar a capacidade dos isolados bacterianos em fixar nitrogénio
atmosférico (N2), por método qualitativo, foi realizada a inoculacdo das
bactérias em meios de cultura semissolidos e semisseletivos: JNFb, sem a
adicdo de nitrogénio.

As culturas foram mantidas em cadmara de crescimento a 28°C, por 5
dias. A caracteristica de fixar nitrogénio foi observada mediante a formagao

de uma pelicula aerotaxica tipica, préximo da superficie do meio.

2.2.2 Produgcéo de Acido Indol Acético (AIA)

Para avaliacdo e quantificacdo da producdo do acido indol acético, foi adotada
a metodologia descrita por Gordon; Weber (1951), com modificacdes. Os
isolados foram cultivados a partir de coldnias isoladas em meio liquido, Caldo
nutriente suplementado com 5mM de L-triptofano (100 ug.mL?), incubados
sob agitacdo (120 rpm), a 28°C, na auséncia de luz, por um periodo de 72
horas. Ap6s o periodo de cultivo, os compostos inddlicos foram estimados no
sobrenadante das culturas, obtido por centrifugacdo e acrescidas do reagente
de Salkowski (2% de FeCls; 0,5M em 35% de acido perclorico) e, novamente,
incubadas a 28°C, por um periodo de 30 minutos, na auséncia de luz
(HARTMANN e outros, 1983). Logo apds, foi realizada a quantificagdo de
AlA pela medigdo da absorbancia (540 nm), sendo a concentracdo estimada
pela equacdo da reta gerada por uma curva padrdo, previamente estabelecida.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

A concentragdo dos compostos indolicos foi estimada com uma curva-
padréo, previamente preparada com meio de cultura esterilizado néo
inoculado, e quantidades conhecidas de acido indolacético de 0, 5, 15, 25, 50,
75€ 100 pg mL? de acordo com a equagdo § = 0,0123x + 0,0563 (r2=0,9951).

2.3 Analises estatisticas
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A anélise do isolamento das bactérias foi discutida de forma
descritiva, e foi realizado um dendograma de similaridade com base na
distancia euclidiana, com uso do programa Statistica, versdo 10 (2011),
visando avaliar o agrupamento dos isolados nas diferentes classes.

O agrupamento das classes do dendograma foi realizado com base nas

caracteristicas morfoldgicas das colénias bacterianas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento bacteriano em diferentes genétipos

Houve formagdo de pelicula caracteristica nos meios semissélidos
NFb e JNFb nas folhas e raiz de eucalipto, em todos os isolamentos,
demonstrando a presenca de bactérias diazotroficas. Entretanto, no 2°
isolamento para E. urograndis, nos meios JMV e LGI, em folha e raiz,
respectivamente, ndo houve formacéo da pelicula (Tabela 1).

E possivel observar pela média geral, que a populacio de bactérias foi
superior no isolamento realizado com a raiz das plantas; somente no meio

JNFb que a populacdo de bactérias na folha foi superior (Tabela 1).
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Tabela 1 — Populagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
isoladas de eucalipto em diferentes genotipos.

NMP

NFb JINFb JIMV LGI
Isolamento
F R F R F R F R

E. urophylla 4,5x10° 4,5x10° 2,5x10° 2,5x10° 1,5x10° 2x10° 9,5x10? 4,5x10*

E.urophylla 1,1x10%2 1,4x10° 1,4x10° 4,5x10* 1,1x10> 3x10* 4,0x10' 1,4x107
E.urograndis 9,0x10* 9,5x10° 4,0x10% 4,5x10° 0 4,5x10% 2,5x10° 0

E. urophylla 4,5x10° 9,5x10* 9,5x10° 9,5x10* 1,5x10° 2x10° 2,5x10°% 9,5x10°

Média geral 2,3x10% 1,73x10° 3,5x10° 9,8 x10* 7,7 x102 1,08x10° 1,49x10° 3,78x10°

*NMP: nimero mais provavel / F: folha/ R: raiz

As raizes das plantas excretam de 10-44% do carbono
fotossinteticamente fixado, e este serve como fonte de energia, moléculas
sinalizadoras ou antimicrobianas para microrganismos do solo.

Outro fato que explica essa maior populagéo nas raizes é o fenébmeno
quimiotatico, que atrai bactérias em direcdo aos exsudatos radiculares,
importante para a colonizacdo das raizes e selecdo orientada pelas plantas
(HARTMANN e outros, 2009). Essas moléculas podem atrair BPCP’s e inibir
bactérias patogénicas, através de competicdo de nicho ou compostos
antibacterianos (BAIS e outros, 2006).

E provavel que a menor populagdo observada nas folhas esteja
associada a alta concentracdo de compostos organicos que, segundo Doran
(1991), os oleos presentes nas folhas de eucalipto sdo formados por uma
mistura complexa de componentes, envolvendo de 50 a 100 compostos
organicos volateis; ja Figueiredo e outros (2013) constataram que as folhas de
E. urophylla possui maior concentracdo de 6leos a-felandreno (45%), que é

utilizado, muitas vezes, como antimicrobiano, por conseguinte, essa alta
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concentracdo de Gleos pode ter resultado na menor populacdo de isolados
bacterianos nas folhas nos gendtipos de eucalipto.

Houve o maior nimero de isolados no primeiro isolamento com
mudas com idade de 100 dias de E. urophylla (clone AEC144), sendo 7
isolados de raiz e 6 das folhas, nos demais isolamentos, todos foram de raiz,
totalizando 19 isolados de eucalipto (Tabela 2), sendo deste total, 9 isolados
de JNFb (similares Herbaspirillum spp.), 9 isolados de JMV (similares
Burkholderia spp.), 1 isolado de LGI (similar A. amazonense), e ndo foi
possivel isolar bactérias similares a outras espécies de Azospirillum spp.
(NFb).

Tabela 2 — Isolados bacterianos associados as mudas e plantas de diferentes
gendtipos de eucalipto.

1° isolamento
Espécie E. urophylla clone AEC144
Material Mudas com 100 dias
ISOLADOS UESBJNF4E
UESBJINF1E
UESBJNR2E
UESBJNR3E
UESBJNR4E
UESBJNRGE
UESBLGF2E
UESBJMR2E
UESBJMR5E
UESBJMRG6E
UESBJMF1E
UESBJMF3E
UESBJMF2E
2° isolamento
Espécie E. urophylla clone AEC144
Material Plantas 190 dias

ISOLADOS UESBJINR32E
UESBJMR32E
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2° isolamento

Espécie E. urograndis clone 1528
Material Plantas 190 dias
ISOLADOS UESBIJMR21E
3° isolamento
Espécie E. urophylla clone AEC144
Material Plantas 130 dias
ISOLADOS UESBJNRSE
UESBJMR3E
UESBJINRI1E
Total de isolados 19

E possivel observar que, mesmo com valores altos da populacio
inicial de bactérias (Tabela 1), esse nimero ndo refletiu no nimero total de
isolados. Acredita-se que microrganismos oportunistas e ndo diazotréficos
foram favorecidos por compostos ricos em carbono, presentes nos meios, e
pela sintese dos compostos nitrogenados, favorecendo, assim, o crescimento
da pelicula. Entretanto, nas sucessivas repicagens, as col6nias isoladas ndo
mantiveram seu crescimento.

Algumas espécies ndo fixadoras conseguem utilizar tragcos de N que,
geralmente, existem nos outros compostos nitrogenados do meio de cultura, e
bactérias ndo fixadoras também podem crescer como contaminantes a custa
da amonia excretada no meio de cultura pelas bactérias fixadoras de N
(MOREIRA, 1994).

Em estudo com E. urograndis, Procopio (2004) relatou também uma
baixa frequéncia de isolamento em diferentes clones, e sugere que isso seja
devido a variacdo de compostos fenélicos e 6leos essenciais produzidos pela
planta, o que dificulta o isolamento.

Outro fato que pode ter ocorrido é a possibilidade do eucalipto se
associar a bactérias de outros géneros, que sdo isoladas em diferentes meios

de cultivo, que néo foram testados neste trabalho.
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3.2 Caracterizacdo fisiologica dos isolados

Quanto as caracterizacBes fisiologicas, a producdo de compostos
inddlicos foi observada para todos os isolados. Os valores variaram entre
57,98 a 66,66 pg.mL? AIA (auxina), enquanto a fixacdo biolégica de
nitrogénio foi observada somente para os isolados UESBJNRG6E,
UESBJMR32E, UESBJNR32E, UESBJMF3E2, UESBJMF1E,
UESBJMF3E1, UESBIMF2E, UESBLGF2E, UESBIJMRS5E (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizagéo fisiologica dos isolados bacterianos de eucalipto,
quanto a producéao de compostos indolicos e a fixagdo bioldgica qualitativa de
nitrogénio.

Pardmetros fisiolbgicos

Isolados -
Acido indol-acético (ug.mL™?) Fixacdo bioldgica de N
UESBJNF1E 57,98 Né&o
UESBJINF4E 58,10 Néo
UESBJNR2E 59,12 Né&o
UESBJINR4E 59,49 Néo
UESBJNRGE 59,51 Sim
UESBJINR1E 63,47 Néo
UESBJMR32E 64,00 Sim
UESBJINR32E 65,13 Sim
UESBJNR5SE 65,30 Néo
UESBIJMR21E 65,77 Néo
UESBJNR3E 66,04 Néo
UESBJMF3E2 66,09 Sim
UESBJMF1E 66,10 Sim
UESBJMF3E1 66,23 Sim
UESBJMF2E 65,13 Sim
UESBLGF2E 66,45 Sim
UESBJMR6E 66,54 Néo
UESBJMR5E 66,63 Sim
UESBJMR2E 66,66 Néo
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Solano e outros (2008) afirmaram que 80% das bactérias do solo e
rizosfera sdo capazes de produzir auxinas. A produgéo in vitro desse hormonio
por bactérias é diretamente proporcional a quantidade de triptofano, que tem
sido avaliada em concentracdes de 0 a 500 pug mL?* (PARK e outros, 2005;
TSAVKELOVA e outros, 2007; AHMAD e outros, 2008).

Diferentemente do trabalho atual, Paz (2009) obteve valores de 17,15
a 27,51 pug ml?t de AIA, produzidas por bactérias endofiticas isoladas de
eucalipto, e o autor sugere que, para o cultivo em viveiro, o valor de 25 pug ml-
1 de AIA é o ideal para o crescimento adequado das plantas e sistema radicular.
Ja Castellanos e outros (2010), em isolamento com Eucalyptus sp., obtiveram
o valor maximo de 49,57 ug ml* de AIA.

O presente trabalho obteve valores de AlA na faixa de 57,98 a 66,66
ug ml?, superior aos demais trabalhos relatados anteriormente, constatando
que os isolados obtidos sdo promotores de crescimento vegetal (quanto a
producdo de auxina), visto que o AIA esta relacionado ao alongamento de
células, pois promove 0 aumento da plasticidade da membrana e é responsavel
pela formacdo de raizes adventicias no caule e aumento da extensdo nas raizes
(TAIZ; ZEIGER, 2017). Acredita-se que seu efeito benéfico para o
crescimento e morfologia da raiz seja pelo maior acesso a dgua e nutrientes do

solo.

3.3 Dendograma de similaridade dos isolados bacterianos

O dendograma de similaridade conseguiu agrupar os isolados
conforme as caracteristicas morfologicas, e 0 mesmo foi analisado a partir de
duas distancias, considerando a distancia euclidiana, que pressupde que
guanto maior o valor observado menos parecidos (mais dissimilares) seréo os
objetos (Figura 1).

Na menor distancia (até 1,7) os isolados UESBINF4E, UESBIJNRZ2E,
UESBJNF1E, UESBIJNR4E, UESBJNR3E, UESBIJMF1E, UESBIMR32E,
UESBJNR6E, UESBJNR32E, UESBJMR5E, UESBIJMLGF2E e
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UESBJMFR2E formaram um grupo que mais se assemelharam a Azospirillum
spp. Podendo observar que, dentro deste grupo, a distancia 1 foi a menor, e
conseguiu agrupar os isolados UESBINF4E, UESBIJNR2E, UESBJNFL1E.

O 2° grupo, com coeficiente acima de 1,7, uniu os isolados
UESBJNRE, UESBJMR5E, UESBJMR6E, UESBIJMF3E, UESBIMF3E2
gue mais se assemelharam aos padrdes de Herbaspirillum spp. (meio JNFb),
Azospirillum amazonense (meio LGI), Burkholderia spp. (meio JMV), sendo
gue neste grupo os isolados UESBJMF3E, UESBIJMF3E2 foram os que mais

se distanciaram, com valor de 3,2.

Dendograma de similaridade

Burkholderia spp.

Herbaspirillum spp.
Azospirillum spp.
UESBJNR4E/ UESBJINR3E
UESBJINF4E

UESBJINR2E

UESBJINF1E

UESBJMF1E

UESBJMR32E
UESBJINRGE
UESBJINR32E
Azospirillum amazonense
UESBJNRE
UESBJMR21E
UESBJMR5E
UESBLGF2E
UESBJMF2E
UESBIJMR2E
UESBJMF5E

UESBJMRGE
UESBJMF3E/ UESBIJMF3E2

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Distancia euclidiana

Figura 1 — Dendograma de similaridade de isolados bacterianos de Eucalipto.

Nota-se que o padrdo Azospirillum spp. (meio NFb) foi o que se
assemelhou ao maior nimero de isolados de eucalipto. Observa-se que 0s
isolados UESBJNR6E, UESBIJMR32E, UESBJINR32E, UESBJMFIE,
UESBLGF2E e UESBJMR5E foram os Unicos que apresentaram a fixacéo
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qualitativa de nitrogénio (Tabela 3), corroborando os resultados deste
trabalho, j& que se assemelharam ao Azospirillum spp., e visto que este género
é caracterizado por sua fixacdo bioldgica de nitrogénio.

Foi observado, ao logo do experimento de isolamento, que os isolados
do eucalipto apresentaram caracteristicas de crescimento diferenciadas dos
padrdes relatados na literatura, tanto em meio semissélido ou sélido. O tempo
de crescimento foi superior ao relatado na literatura, com cerca de 8 a 14 dias,
dependendo do isolado, e acidificagdo do meio também foi uma resposta
diferente porque era observado o crescimento e formacdo de pelicula
aerotéxica, entretanto, a acidificacdo quase ndo ocorria.

Todas essas caracteristicas que se diferenciam dos padrdes levam a
crer que o eucalipto se associa com géneros diferentes daqueles que se
associam comumente as culturas agronémicas, possivelmente, devido ao tipo
de exsudatos liberados pela cultura.

Castellanos e outros (2010), na Colémbia, identificaram em eucalipto
que os géneros de Beijerinkia spp., Azotobacter spp. e Derxia spp. foram os
que se assemelharam a maior quantidade de isolados; e os padrdes dos géneros
de Burkholderia sp. Gluconacetobacter sp. e Herbaspirillum sp. foram os
menos representados.

Trabalhando com o isolamento de bactérias endofiticas em eucalipto,
Paz (2009) também observou uma falta de relagdo entre 0s grupos
morfoldgicos e a identificagdo dos isolados e, para ele, isso denota a
fragilidade do uso de caracteres morfolGgicos para a caracterizagdo de
bactérias, devido a variabilidade genética das mesmas, podendo ocorrer de
individuos de uma mesma espécie ndo se agruparem.

Segundo Combes-Meynet e outros (2011), a coevolugdo das plantas,
devido a presenca de microrganismos, pode ter levado a modificacBes na
composicao dos exsudatos radiculares, permitindo uma selegéo especifica da
microbiota por um dado gendtipo da planta.

Levando em consideracdo que o material genético utilizado para a

selecdo das bactérias sao clones melhorados geneticamente, e que o eucalipto
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é comumente utilizado na fabricacdo de produtos bactericidas, devido sua
producdo de 6leos esséncias, pode ter ocorrido essa coevolucao e selecdo de
grupos especificos de bactérias, que se diferenciam das demais culturas, e que

sao isolados em meios de cultivo diferentes dos testados neste trabalho.

4 CONCLUSOES

Dezenove isolados bacterianos, sendo 12 isolados de raiz e 7 de folha,
foram isolados de diferentes gendtipos de Eucalipto;

Todos os 19 isolados produzem auxina e 9 isolados (UESBJNRGE,
UESBJMR32E, UESBJNR32E, UESBJMF3E2, UESBJMF1E,
UESBJMF3E1l, UESBJMF2E, UESBLGF2E, UESBJMR5E) sdo
caracterizados com fixadores de nitrogénio;

O género Azospirillum é o mais representado morfologicamente pelos
isolados (UESBIJNF4E, UESBJNR2E, UESBJINF1E, UESBJINRA4E,
UESBJINR3E, UESBIMF1E, UESBIMR32E, UESBINR6E, UESBJNR32E,
UESBJMR5E, UESBIMLGF2E e UESBJMFR2E), que foram agrupados pelo

dendograma de similaridade.
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SELECAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
EM EUCALIPTO EM CONDIGOES DE CASA DE VEGETAGAO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi selecionar, em casa de vegetacao, bactérias que
promovam o crescimento e desenvolvimento de plantas de eucalipto. Para
isso, foram realizados dois experimentos de selecdo com o clone AEC 144 de
Eucalyptus urophylla, o primeiro de junho a agosto de 2016, com duragdo de
45 dias, tendo como tratamento 14 isolados bacterianos e 1 controle sem
inoculacdo, com 4 repeticdes, dispostos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Foi avaliada a altura das plantas, didametro, indice de
robustez das mudas e a contagem do numero de folhas das plantas. No
segundo, realizado de marco a maio de 2017, com duracdo de 30 dias, 0s
tratamentos foram 17 isolados bacterianos e 1 controle sem inoculagdo, 4
repeti¢Oes, dispostos em DIC. Foi avaliada a altura, didmetro, indice de
robustez, contagem do niimero de folhas das plantas, o indice Spad e peso de
massa seca de parte aérea. Os isolados bacterianos UESBJNR32E,
UESBJNR6E, UESBINR5E, UESBINR3E, UESBIJMR6E, UESBIMR21E,
UESBJMRS5E, nativos do eucalipto; e as estirpes LGAMS82, ZAE9%4, J11 e
N15 promovem o crescimento e desenvolvimento em eucalipto, nos
experimentos de selecdo realizados.

PALAVRAS-CHAVE: Eucalyptus urophylla; desenvolvimento de plantas;
rizobactérias.

ABSTRACT

The objective of this work was to select in greenhouse, bacteria that promote
the growth and development of eucalyptus plants. Two selection experiments
were carried out with the AEC 144 clone of Eucalyptus urophylla, the first
from June to August 2016, with a duration of 45 days, with 14 bacterial
isolates and 1 control without inoculation, with 4 replicates, in a completely
delineated (DIC). The height of the plants, diameter, robustness index of the
seedlings and the number of leaves of the plants were evaluated. In the second,
carried out from March to May 2017, with a duration of 30 days, the
treatments were 17 bacterial isolates and 1 control without inoculation, 4
replicates, disposed in DIC. The height, diameter, robustness index, count of
plant leaves, Spad Index and dry mass weight of shoot were evaluated. The
bacterial isolates UESBIJNR32E, UESBINRG6E, UESBINR5E, UESBINR3E,
UESBJMRG6E, UESBJMR21E, UESBJMRS5E native to the eucalyptus and the
strains LGAMS82, ZAE94, J11 and N15 promote growth and development in
eucalyptus in the selection experiments performed.

KEYWORDS: Eucalyptus urophylla; plant development; rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO

A interacdo entre planta e microrganismo é uma etapa essencial para a
maioria dos fatores relacionados ao crescimento das plantas. Essa associacdo
depende de diversos elementos, como gendtipo, idade da planta, tipos de
exsudatos liberados, fatores edéaficos, clima, interacdo da microbiota do solo
(CAl e outros, 2012; CARVALHAIS e outros, 2013), e tudo isso facilita ou
dificulta essa associacao.

As bactérias promotoras de crescimento, ao se associarem as plantas,
podem agir como biofertilizantes (aumentando a disponibilidade de nutrientes
para a planta), fitoestimulantes (devido a promocao de crescimento de plantas,
geralmente através de horménios), rizoremediadores (devido & degradacéo de
poluentes orgénicos) e biopesticidas, pelo controle de doencas (SOMERS e
outros, 2004; ANTOUN; PRE'VOST, 2005).

A fim de elucidar essas a¢des e comprovar sua eficiéncia em campo, 0s
ensaios com isolados bacterianos sdo necessarios, pois conseguem mostrar
padrdes e respostas que podem ser diferentes dos apresentados em laboratério.

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento pode ser realizada
de diversas formas, sendo aplicadas como inoculante liquido (SINGLETON e
outros, 2002), turfoso, granulado (XAVIER e outros, 2004), com uso de
material organico (ALBAREDA e outros, 2008), material inorganico
(SARAVANAKUMAR e outros, 2009), aplicacdo direta no sistema radicular
(CHOUDHURY; KENNEDY, 2004), sementes (CLAYTON e outros, 2004),
hastes ou miniestacas, buscando a promogéo de crescimento das plantas, que
resulta em incrementos na parte aérea, massa seca, crescimento radicular,
dentre outros.

Na cultura do eucalipto, poucos estudos foram realizados com a selegéo
de bactérias, porque a maioria dos trabalhos cessam as pesquisas em
laboratorio, ou ja usam produtos selecionados e disponiveis no mercado.

Esses estudos com bactérias promotoras de crescimento tém selecionado

espécies em diversas culturas, como soja, milho, sorgo, arroz, feijao, dentre
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outros, e, devido a importancia econémica do eucalipto (ABRAF, 2010), é
essencial o estudo de tecnologias que auxiliem no crescimento das plantas,
que intensifique a producdo e minimize os gastos.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi selecionar, em casa de
vegetacdo, bactérias que promovam o crescimento e desenvolvimento de
plantas de eucalipto.

2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos de sele¢cdo de bactérias em casa de
vegetacdo, ambos na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), e
ambos com o clone AEC144 de Eucalyptus urophylla.

2.1 Primeiro experimento de sele¢do de isolados bacterianos

Este experimento foi desenvolvido de junho a agosto de 2016, sendo 45
dias de avaliag&o, utilizando mudas com idade de 100 dias, plantadas em vasos
de 14 litros.

Os vasos foram preenchidos com amostra de solo representativo do campo
agropecuario da UESB, com as caracteristicas quimicas: pH em H,O 5,4; P 4
mg dm -3; Ca 3,5 cmol. dm=; Mg 0,9 cmol. dm™®; K 0,25 cmol. dm; Al 0,1
cmol; dm, V 66 %, o qual foi previamente adubado, buscando a correcéo da
fertilidade e atendimento as demandas nutricionais tradicionalmente
estabelecidas para a cultura do eucalipto (RIBEIRO e outros, 1999).

Os tratamentos foram constituidos por 14 isolados bacterianos e 1
controle sem inoculacdo, totalizando 15 tratamentos com 4 repeticOes,
perfazendo 60 parcelas, dispostos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC).

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs liquido, e

inoculados nas mudas, conforme 0s respectivos tratamentos, com 3 ml da
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solucéo bacteriana colocados diretamente em contato com a raiz antes do
plantio, todos os isolados foram padronizados com uma populacdo de 10°
u.f.c.

Foram utilizados os isolados: UESBIJNR2E, UESBJNR32E,
UESBJNR6E, UESBIMR2E, UESBLGF2E, UESBJNR1E, UESBINRSE,
UESBJNR5SE, UESBIMR21E, UESBINR4E, UESBJMFE2, UESBIJMF3E,
UESBJNF4E, UESBIM6R, os quais foram isolados anteriormente de plantas
de Eucalyptus sp.

Ao fim dos 45 dias, foi avaliada a altura das plantas com auxilio de régua
graduada, o didmetro com uso de paquimetro digital, o indice de robustez das
mudas que é a razdo da altura dividida pelo didmetro, e foi realizada a

contagem do nimero de folhas das plantas.

2.2 Segundo experimento de selecéo de isolados bacterianos

Este experimento foi desenvolvido de margo a maio de 2017, sendo 30
dias de avaliag&o, utilizando mudas com idade de 100 dias, plantadas em vasos
de 18 litros.

Os vasos foram preenchidos com amostra de solo representativo do
campo agropecudrio da UESB, com as caracteristicas quimicas: pH em H,O
5,6; P 3 mg dm 3 Ca 2,5 cmolc dm; Mg 0,7 cmolc dm™; K 0,22 cmolc dm-
% Al 0,1 cmolc dm=3, V 63 %, o qual foi previamente adubado, buscando a
correcdo da fertilidade e atendimento as demandas nutricionais
tradicionalmente estabelecidas para a cultura do eucalipto (RIBEIRO e outros,
1999).

Os tratamentos foram constituidos por 17 isolados bacterianos e 1
controle sem inoculacdo, totalizando 18 tratamentos com 4 repeticOes,
perfazendo 72 parcelas, dispostos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC).

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs liquido, e

inoculados nas mudas, conforme o0s respectivos tratamentos, com 3 ml da
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solucéo bacteriana colocados diretamente em contato com a raiz antes do
plantio. Todos os isolados foram padronizados com uma populagéo de 10°
UFC.

Foram utilizados os isolados: UESBJNR5E, UESBLGF2E,
UESBJMF3E, UESBJNR32E, UESBIJNR6E, UESBIMR21E, UESBINRSE,
UESBJMR32E, UESBJMF2E, UESBJMR2E, UESBJM6R, UESBIJMR5E
(todos isolados anteriormente de Eucalyptus sp.), ZAE94 (Herbaspirrilum
seropedicae), LGAMS82, JMBR366 (os trés cedidos pela Embrapa
Agrobiologia- Seropédica), J11 e N15 (isolados anteriormente de milho por
SANTOS, 2015).

Ao fim dos 30 dias, foi avaliada a altura (cm) das plantas com auxilio de
régua graduada, o diametro (mm) com uso de paquimetro digital, o indice de
robustez das mudas que é a razdo da altura dividida pelo didmetro, foi
realizada a contagem do nimero de folhas das plantas, o indice Spad
utilizando-se um clorofildmetro marca Opti-scienses, modelo CCM/200. A
avaliacdo foi realizada em trés folhas completamente expandidas e
fisiologicamente maduras, localizadas na por¢do mediana da copa. Para cada
planta, considerou-se o indice SPAD como resultante da média aritmética
dessas trés folhas; Peso de massa seca de parte aérea, cujo material foi
acondicionado em embalagens de papel e submetido a secagem em estufa com
circulagdo forgada de ar, a temperatura de 65°C, durante 72 horas, e 0 peso foi

verificado utilizando balanca de precisdo de 0,001 mg;

2.3 Analise estatistica

Em ambos os experimentos, os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de Normalidade (Teste de Lilliefors) e Homogeneidade (Teste de
Batlett) dos dados, conforme recomendacéo de Banzatto & Kronka (2006). A
andlise de variancia (ANAVA) foi realizada pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011), e quando o teste F foi significativo, as médias

foram submetidas ao teste de Scott Knott a 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Primeiro experimento de selecdo

A altura foi influenciada significativamente, quando foram inoculados os
isolados UESBJNR2E, UESBJNR32E, UESBJNNRG6E, UESBLGFZ2E,
UESBJNR5E, UESBINR4E, UESBJMF3E, UESBJNFAE e na presenca do
tratamento controle sem inoculagdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Altura (ALT), diametro (DIA), indice de robustez (HD), nUmero
de folhas (NUF) do clone AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob inoculacéo
de isolados bacterianos

TRATAMENTOS ALT(cm) DIA(mm)  HD NUF
CONTROLE  4300A  4,69B  917A  50,00D
UESBINR2E ~ 44,25A  568A  7,81B  56,00D
UESBIJNR32E  44,50A  588A  7,54B  58,00D
UESBINR6E  43,00A  567A  7,63B  61,00D
UESBJIMR2E  4375A  4,65B  953A  61,00D
UESBLGF2E  4250A  491B  866A  68,00C
UESBJNRIE  3850B  4,99B  7,72B  68,00C
UESBINR3E  4125B  575A  7,18B  68,00C
UESBJNRSE ~ 4450A  556A  803B  69,00C

UESBJIMR21E  40,50B  550A  7,44B  69,00C
UESBIJNRAE ~ 4300A  532A  808B  70,00C
UESBJMF2E  3875B  4,71B  824B  70,00C
UESBJMF3E  4325A  570A  7,64B 79,008
UESBINFAE ~ 4350A  560A  7,76B  92,00A
UESBJMRGE 41,008 525A  7,80B  94,00A

CV (%) 4,94 8,62 7,46 9,63
Valores apresentados sdo provenientes da média de quatro repetices. Médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de significancia.

Em relacdo ao didmetro das plantas (Tabela 1), este foi superior na
presenca dos isolados UESBJNR2E, UESBINR32E, UESBJNRGE,
UESBJNR3E, UESBJNR5SE, UESBJMR21E, UESBIJNR4E, UESBIJMF3E,
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UESBJNF4E, UESBIJMRG6E, sendo que o UESBJNR32E demonstrou
superioridade ao controle em 25,37%.

Os isolados bacterianos citados anteriormente promoveram valores de
didmetro superiores a 5,00 mm, e, conforme South e outros, (1993), mudas
com diametro de 5,00 mm apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 85%
no campo, apos 2 meses.

Os melhores resultados de indice de robustez foram obtidos na presenca
dos isolados UESBIJNR2E, UESBIJNR32E, UESBJNR6E, UESBJNRIE,
UESBJNR5SE, UESBIMR21E, UESBINR4E, UESBJMF2E, UESBIJMF3E,
UESMJINF4E, UESBJMR6E e UESBJINR3E, sendo este Ultimo superior
21,70% ao controle, apresentando o menor indice de robustez e, por
consequéncia, uma melhor qualidade de muda no campo (Tabela 1).

O indice de robustez esta associado a estabilidade das plantas no campo,
indicando o quanto a planta esta delgada e, consequentemente, a estabilidade
da planta. Sabe-se que quanto menor esse valor, melhor sera essa relacdo
(GOMES; PAIVA, 2004).

O numero de folhas das plantas foi o que mais diferenciou os isolados,
sendo que UESBJINF4E e UESBJMRGE apresentaram maior quantidade de
folhas, sendo o ultimo superior a 88% ao controle (Tabela 1).

O UESBJNR3Z2E foi o que se destacou nas avaliacdes de altura e didmetro,
sendo caracterizado anteriormente como produtor de auxina (65,13 pug.mL?
AlA) e como fixador de nitrogénio. Essas caracteristicas aliadas resultaram em
respostas significativas, visto que a producéo de auxina favorece a expanséo
dos tecidos, resultando, posteriormente, em ganhos em altura e didmetro. A
possibilidade de fixar nitrogénio e o disponibilizar para a planta faz com que
a planta cresca, devido a producéo de novos tecidos ocasionados pela maior
presenca de moléculas de DNA e RNA.

Os isolados UESBINR3E e UESBJMRGE, que se destacaram nas
avaliagBes de robustez e numero de folhas, respectivamente, sdo isolados
caracterizados como produtores de AlA (66,04 e 66,54 ng.mL™). A produgéo

de auxina geralmente afeta a divisdo celular, extensdo e diferenciacéo,
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aumenta a taxa de desenvolvimento do xilema e da raiz e controla processos
de crescimento vegetativo (GLICK, 2012), respostas que corroboram os
resultados obtidos neste trabalho.

Pode-se constatar que essas bactérias nativas tém a capacidade de
estimular o crescimento vegetativo nas plantas de eucalipto, e outro fato
importante é que 0 UESBINR32E foi isolado de mudas de E. urophylla clone
AEC144, mesmo clone utilizado neste experimento, deixando claro, mais uma

vez, a importancia da simbiose das bactérias com os genétipos especificos.

3.2 Segundo experimento de sele¢éo

A altura das plantas foi superior, quando inoculadas com os isolados
UESBJMR5E, LGAMS82, IMBR366 e N15, sendo que o nativo de eucalipto
UESBJMRSE proporcionou crescimento de 31,09%, superior ao controle
(Tabela 2).

Em relagdo ao didmetro, os isolados UESBJNR5E, UESBLGF2E,
UESBJMR21E, UESBJMF2E, UESBINR3E, UESBIMR2E, ZAEY%4, J11,
LGAMS82 e IMBR366 foram superiores ao demais.

Segundo Wendling; Dutra (2010) e Lopes e outros, (2005), mudas de
gualidade em eucalipto apresentam padrdo de 15-35 cm de altura e > 2,0 mm
de didmetro. Todos os isolados nativos proporcionaram valores superiores ao

descrito, constatando a importancia do uso dessas bactérias em eucalipto.
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Tabela 2 — Altura (ALT), didmetro (DIA), indice Spad (SPAD), nimero de
folhas (NUF), nimero de brotacGes (BROT), indice de robustez (HD), massa
seca de parte aérea (MPA) do clone AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob
inoculacdo de isolados bacterianos.

TRATAMENTOS ALT DIA SPAD BROT NUF HD  MPA
(cm)  (mm) (@)

CONTROLE  29,75D 3,77C 51,22A 3,00B 10,75C 7,88C 7,80C
UESBJNRSE  28,50D 4,82A 43,15D 4,50B 11,00C 591D 9,79A
UESBLGF2E  28,50D 4,47A 51,02A 3,00B 925D 6,37D  8,06C
UESBJMF3E  30,00D 3,97C 4595C 4,25B 11,25C 7,55C  9,08B
UESBJNR32E 30,25D 3,87C 49,40A 3,50B 11,75C 7,83C 9,76A
UESBINRGE  31,62C 4,23B 48,65B 4,37B 13,25C 7,49C 10,51A
UESBJMR21E 32,75C 4,37A 47,87B 5,75A 11,00C 7,54C 8,47C
UESBJNR3E  34,50B 4,66A 47,25B 6,25A 24,00A 7,41C 10,85A
UESBJMR32E  34,75B 4,64A 50,40A 6,25A 17,75B 7,48C 10,25A
UESBJMF2E  35,00B 4,34A 50,77A 4,75B 850D 8,05C 9,39B
UESBJMR2E  35,00B 4,58A 48,07B 6,25A 11,75C 7,69C 10,71A
UESBJMR6E  30,25D 4,18B 49,52A 3,50B 8,75D 7,23C 9,27B
UESBJMR5E  39,00A 4,08B 48,0/B 6,25A 15,00B 9,58A 9,77A
ZAE94 31,75C 4,32A 50,75A 6,25A 17,25B 7,34C 10,76A
J11 35,50B 4,65A 49,47A 4,25B 11,00C 7,63C 10,77A
LGAMS82 37,00A 452A 52,35A 5,00A 1325C 8,18B 10,52A
JMBR366 37,25A 4,45A 50,70A 3,75B 825D 8,42B  9,42B
N15 37,75A 4,15B 48,67B 550A 11,25C 9,08A 10,10A

CV (%) 4,04 5,38 3,6 225 1597 7,08 8,18

Valores apresentados sdo provenientes da média de quatro repetices. Médias
seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de significancia.

O indice SPAD, os isolados UESBLJF2E, UESBINR3E, UESBIMR32E,
UESBJMF2E, UESBIJMRG6E, ZAE94, J11, LGAM82, IMBR366 € 0 controle
apresentaram os maiores indices (Tabela 2).

O numero de brotagdes € importante porque expressa a expansao da parte
aérea e de novos tecidos. Os isolados que promoveram melhor resposta foram:
UESBIJMR21E, UESBINR3E, UESBJMR32E, UESBJMR2E, UESBIMR5E,
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ZAE94, LGAMS82 e N15, proporcionando incrementos de até 108%
superiores ao controle (Tabela 2).

O numero de folhas com o uso do isolado UESBINR3E (Tabela 2)
proporcionou um incremento de 123% superior ao controle, resposta muito
importante, devido ao aumento expressivo na area fotossintética da planta, o
gue resulta em maior disposicdo de carboidratos e crescimento da planta,
podendo ser observado nos parametros de diametro, indice SPAD e nimero
de brotagdes com a a¢do dessa mesma bactéria.

O indice de robustez obteve resultado superior, quando a inoculagdo das
plantas foi com os isolados UESBLGF2E e UESBINRS5E, sendo que o Gltimo
ofereceu resultado 25% superior ao controle (Tabela 2). Lembrando que, para
esse parametro, 0os menores valores sd0 0S que exprimem uma resposta
satisfatoria.

Por fim, a massa seca de parte area das plantas foi significativa e superior,
guando houve a associagdo com os isolados UESBIJNRSE, UESBINR3Z2E,
UESBINR6E, UESBIJNR3E, UESBJMR32E, UESBIMR2E, UESBJMR5E,
ZAE94, J11, LGAMS82 e N15. Além disso, o isolado nativo de eucalipto
UESBJNR3E proporcionou um incremento de 39,10% superior ao controle
(Tabela 2).

Em ambos os experimentos de selecdo, é importante salientar a sincronia
do eucalipto com as bactérias que foram caracterizadas como semelhantes ao
género Azospirillum. Esse género, além da fixag&o biologica de N (FUKAMI
e outros, 2016) e producdo de hormdnios (CAVALLET e outros, 2000),
promove um maior desenvolvimento radicular (KAZI e outros, 2016),
aumento nos teores de clorofila e conduténcia estoméatica (HUNGRIA, 2011)
e alteracBes na atividade fotossintética das plantas (GORDILLO-DELGADO
e outros, 2016).

Outro fato é que ficou explicita a importancia da associagdo com um
genotipo especifico, cujos isolados que mais se destacaram na promogao do

crescimento, além das funcdes de fixacdo de nitrogénio e producédo de auxina,
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foram selecionados no clone AEC 144 de E. urophylla, mesmo clone utilizado
neste trabalho.

4 CONCLUSOES

Os isolados bacterianos nativos de eucalipto (UESBIJNR32E,
UESBJNRG6E, UESBINR5E, UESBINR3E, UESBIMR6E, UESBIMR21E),
selecionados no 1° experimento, promovem o crescimento em plantas de
eucalipto;

Os isolados bacterianos nativos de eucalipto (UESBJMRSE,
UESBJNR3E, UESBJNR5SE, UESBIMR21E, UESBIJMR32E e as estirpes
LGAMS82, ZAE94, J11 e N15) promovem o crescimento em eucalipto, no
estudo da 2° selecdo.
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CAPITULO 111

BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL
ASSOCIADAS A ADUBACAO NITROGENADA EM Eucalyptus
urophylla S. T. BLAKE
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Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal Associadas a Adubacéo
Nitrogenada em Eucalyptus urophylla S. T. Blake

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho estudar bactérias promotoras de crescimento
vegetal em eucalipto, associado a doses de sulfato de aménio, para se conhecer
os beneficios ao crescimento inicial das plantas, determinando qual nivel de
nitrogénio e isolado bacteriano é mais eficaz. Foram utilizados 5 isolados
bacterianos e um controle sem inoculacdo, e 4 niveis de sulfato de aménio 0,
20, 40 e 60 mg dm? N, em esquema fatorial e delineamento em blocos
casualizados (DBC), montados em vaso de 20L, com o clone AEC144 de
Eucalyptus urophylla. Foram avaliados: altura, didmetro, massa seca, area
foliar, indice Spad, Ntotal e fotossintese. Os parametros de altura, diametro,
area foliar, massa seca de parte aérea obtiveram maiores resultados com o
isolado UESBIMR32E, nas doses de 26,20; 27,42; 29,50; 26,84 mg dm = N,
respectivamente. O N total obteve a maior média com o isolado
UESBJNR32E, na dose de 39,75 mg dm N.

PALAVRAS-CHAVE: Eucalipto; rizobactérias; sulfato de amdnio.

BACTERIA PROMOTING PLANT GROWTH AND NITROGEN
FERTILIZATION IN Eucalyptus urophylla S. T. Blake

ABSTRACT

The objective of this study was to study plant growth promoting bacteria in
eucalyptus, associated with doses of ammonium sulfate, to know the benefits
to the initial growth of plants, determining which level of nitrogen and
bacterial isolate is most effective. Five bacterial isolates and one control
without inoculation were used, and four levels of ammonium sulfate 0, 20, 40
and 60 mg dm-3 N were used in a factorial scheme and a randomized complete
block design (DBC), assembled in a 20L vessel, or the AEC144 clone of
Eucalyptus urophylla. Height, diameter, dry mass, leaf area, Spad index,
Ntotal and photosynthesis were evaluated. The parameters of height, diameter,
leaf area, shoot dry mass obtained higher results with isolate UESBJMR32E,
in the doses of 26,20; 27.42; 29.50; 26.84 mg dm -3 N, respectively. The
Ntotal obtained the highest mean with isolate UESBIJNR32E, at a dose of
39.75 mg dm-3 N.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentavel e ecologicamente vidvel das culturas tem
se tornado cada vez mais importante e necessario, visando, principalmente, a
reducdo do uso de produtos quimicos, que sdo utilizados para favorecer o
desenvolvimento, controle de doencas e pragas, e ajudar estabelecer um
padréo de qualidade para as culturas, mas que acarreta em grandes problemas
ao meio ambiente.

A é&rea plantada de eucalipto no Brasil é de 5,7 milhdes de hectares, com
612 mil hectares, pertencendo ao estado da Bahia (IBA, 2017). Devido ao seu
amplo uso como matéria-prima (GOMIDE e outros, 2010), diversas técnicas
de producéo como reguladores vegetais, microrganismos benéficos, diferentes
tratos culturais sdo testados para melhorar o crescimento inicial das mudas,
com o intuito de atingir um padrao de qualidade e aumentar sua produtividade.

Dentre as ferramentas utilizadas, estdo as bactérias promotoras de
crescimento vegetal que, devido a sua relagdo de mutualismo com a planta
hospedeira, favorecem o crescimento das plantas através da disponibilizacdo
de nutrientes, fixacdo bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA, 2011),
solubilizacdo de fosfato (BOLLE e outros 2013), producdo de hormonios
como auxinas, giberelinas e citocininas (CASSAN e outros, 2009;
DARTORA e outros, 2013) ou agirem indiretamente por meio do controle
biol6gico de patdgenos.

O nitrogénio é um nutriente muito importante na produtividade e requerido
em altas quantidades, devido as suas fun¢Ges como componente estrutural de
macromoléculas, enzimas, sintese de clorofilas, aminoacidos, proteinas,
vitaminas, citocromos, &cidos nucleicos e hormonios (TAIZ; ZEIGER, 2017).

As bactérias promotoras de crescimento sdo bastante eficientes na fixagéo
bioldgica de nitrogénio (BALDANI; BALDANI, 2005), disponibilizagéo de

nutrientes para as culturas, e a sua utilizacdo pode representar uma grande
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estratégia para reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos
(CONCEICAO e outros, 2009).

A utilizacdo desses microrganismos constitui uma importante vantagem, ja
gue a interagdo eucarioto X procarioto ndo representa fonte de contaminagédo
ambiental, e pode suprir parcialmente as necessidades de nitrogénio (N)
requeridas por diversas culturas, reduzindo, dessa forma, o uso de fertilizantes
nitrogenados com diminuigdo de custos para o produtor (MOREIRA e outros,
2010).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar o uso de
bactérias promotoras de crescimento vegetal em plantas de eucalipto,
associadas a diferentes niveis de sulfato de aménio, para conhecer 0s
beneficios ao crescimento inicial das plantas, determinando qual nivel de

nitrogénio e isolado bacteriano é mais eficaz para cultura do eucalipto.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Universidade Estadual Paulista-
UNESP- FCAV, campus Jaboticabal- SP, nos meses de junho a setembro de
2017, utilizando vaso em campo aberto. Foram utilizadas mudas com idade
de 100 dias de Eucalyptus urophylla clone AEC144, sendo padronizadas,
guanto a altura, par de folhas e didmetro do coleto.

Foram utilizados como tratamentos 5 isolados bacterianos e o controle sem
inoculagdo, sendo 3 isolados provenientes do isolamento de mudas de
Eucalyptus urophylla clone AEC144, realizado anteriormente na
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, campus de Vitoria da
Conquista; e 2 isolados pertencentes & cole¢cdo da Embrapa Agrobiologia,
Seropéedica — RJ. Foram utilizados também 4 niveis de sulfato de amonio,
sendo, assim, organizado um fatorial 6 x 4, que consistiu em: B1: controle sem
inoculacéo, B2: isolado ZAE94- Embrapa, B3: isolado AM82- Embrapa, B4:
isolado UESBJMR5E-Uesh, B5: isolado UESBIJNR32E-Uesh, B6: isolado
UESBJMR32E-Uesb X Nivel 1: 0 mg dm 3N, Nivel 2: 20 mg dm ® N, Nivel
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3: 40 mg dm ® N e Nivel 4: 60 mg dm 2N de sulfato de amdnio, totalizando
24 tratamentos, em delineamento em blocos casualizados, com 3 repetices,
perfazendo 72 parcelas.

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs liquido, e
inoculados nas mudas, conforme os respectivos tratamentos, com 3 ml da
solucdo bacteriana colocados diretamente em contato com a raiz, antes do
plantio, todos os isolados foram padronizados com uma populagdo de 10°
UFC.

Posteriormente, as mudas foram plantadas em vasos de 20 L, com solo
classificado como Latossolo vermelho eutroférrico de textura argilosa. A
amostra apresentou como caracteristicas quimicas: pH em CaCl, 5,4; M.O 7
gdm?3; P 10 mgdm 3 S 16 mg dm %; Ca 17 mg dm -3, Mg 4 mmol. dm3; K
0,6 mmol; dm3; Al 0 mmol. dm3; e teve sua correcdo de fertilidade realizada
segundo recomendagdes do IPEF (2005) e Sa e outros (2014).

O solo foi peneirado e homogeneizado junto aos adubos antes do plantio;
o calcario foi aplicado buscando elevar a saturacdo de bases para 60%; o
superfosfato simples foi aplicado em 100 mg dm2P; o KCI em 200 mg dm
K, sendo este adubo parcelado, com a primeira dose no plantio; e a segunda,
aos 50 dias em cobertura, junto com os micronutrientes. A aplicacdo do sulfato
de aménio foi realizada ap6s o plantio e inoculacéo da bactéria.

O adubo foi aplicado em solucéo, com 500 mL de &gua para cada planta,
para evitar perdas do mesmo. A irrigacéo das plantas foi feita em dias alternos,
nos primeiros 40 dias do experimento, e, posteriormente, a irrigacdo foi
realizada diariamente até aos 90 dias, sendo feita de acordo com a capacidade
de vaso (CASAROLLI; LIER, 2008) e o crescimento das plantas.

As avaliagdes se iniciaram aos 87 dias, com a mensuracdo de trocas
gasosas, empregando-se o medidor portatil de fotossintese, do tipo analisador
infravermelho de gases (Infrared Gas Analyser) (IRGA LI-6400, LI-COR®,
Nebrasca/USA), sendo avaliada a fotossintese liquida. Para isso, foi utilizada
uma folha no terco médio de cada planta. As leituras foram feitas no horéario
de 08h30min as 11h00min.
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Ao fim do experimento, aos 90 dias, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas:

o Altura (cm) da planta, tomando-se como padrdo a gema apical, medida
com régua graduada;

o Diametro (mm) do coleto medido com paquimetro digital;

o indice Spad, utilizando-se um clorofilometro marca Opti-scienses,
modelo CCM/200. A avaliagdo foi realizada em trés folhas
completamente expandidas e fisiologicamente maduras, localizadas na
porcdo mediana da copa. Para cada planta, considerou-se o indice
SPAD como resultante da média aritmética dessas trés folhas;

. Area foliar com Medidor de Area Foliar LI-COR (modelo LI-310);

o Peso de massa seca de parte aérea, cujo material foi acondicionado em
embalagens de papel e submetido & secagem em estufa com circulagao
forcada de ar, & temperatura de 65°C, durante 72 horas, e 0 peso foi
verificado utilizando balanca de precisdo de 0,001 mg;

o Ntotal foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, pelo método Semi-micro-
Kjeldahl, apds as folhas terem secado em estufa e posteriormente serem
moidas, segundo metodologia proposta por Malavolta e outros (1997).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de Normalidade (Teste
de Lilliefors) e Homogeneidade (Teste de Batlett) dos dados, conforme
recomendacdo de Banzatto & Kronka (2006). A analise de variancia

(ANAVA) foi realizada pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA,

2011) e, quando o teste F foi significativo, as médias foram submetidas ao

teste de Scott Knott a 5%.

Foi realizada a anélise da Regressdo para o0 parametro quantitativo, sendo

testados os modelos linear e polinomial de 2°, levando em conta a

significancia do parametro, o ajuste biolégico dos dados e o coeficiente de

determinagéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados obtidos da altura, didmetro, area foliar, massa seca da parte
aerea, indice SPAD, fotossintese e nitrogénio total apresentaram significancia
para a interacdo dos fatores isolados bacteriano X doses de sulfato de aménio.
Procedeu-se entdo o desdobramento das doses dentro de cada isolado (Tabela
1).

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia, em relagdo as avaliagdes de Altura
(ALT), didametro (DIA), area foliar (AFO), massa seca de parte aérea (MPA),
indice SPAD (SPAD), fotossintese (FOT) e nitrogénio total (NTOT) do clone
AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob inoculacdo de isolados bacterianos e
adubacdo nitrogenada

Quadrado médio
FV GL

ALT DIA AFO MPA  SPAD FOTO NTOT

ISOLADO 5 183,46* 0,72ns  152165,82* 610,00* 45,83* 56,19* 23,00*

DOSE 3 59,64ns 0,37ns 1830381,59* 202,57* 76,08* 34,94* 61,39*
IxD 15 119,23* 5,43* 2336025,99* 598,99* 29,37* 1047* 7,70*
BLOCO 2 108,66 3,52 102515,84 19522 1947 8,22 0,46
ERRO 46 23,55 1,38 103767,54 45,78 14,7 2,68 1,16

Avaliando a acéo das bactérias separadamente, na auséncia de adubacéo
nitrogenada, observa-se que o isolado UESBJMRS5E foi superior aos demais
nas avaliagdes de altura, &rea foliar e massa seca de parte aérea, com valores
de 56,83cm; 2171,75 cm? e 49,88¢, respectivamente. Ja para o didmetro e o
indice SPAD, ndo houve diferenciacdo da acdo dos isolados. A avaliacdo de
fotossintese e NTotal conseguiu diferir como superior o isolado
UESBJNR32E, apresentando valores de até 55,39% superior em relacdo ao

controle sem inoculagdo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Altura (ALT), diametro (DIA), &rea foliar (AFO), massa seca de
parte aérea (MPA), indice SPAD (SPAD), fotossintese (FOT), nitrogénio
percentual (N%) e nitrogénio total (NTOT) do clone AEC144 de Eucalyptus
urophylla, sob inoculacdo de isolados bacterianos

ALT DIA AFO MPA SPAD FOT NTOT

Tratamentos  (cm) (mm)  (cm?) (@)

Controle  49,33C 7,6A 1530,66C 35,75C 32,14A 10,29D 8,44B
ZAE 94 48,16C 7,67A 1801,83B 42,75B 29,46A 12,10C 6,42C
AM 82 4541C 7,86A 1171,41D 30,49C 29,45A 10,93D 6,47C
UESBJMR5E 56,83A 8,1A 2171,75A 49,88A 29,15A 14,40B 6,98C
UESBJNR32E 49,50C 7,52A 1320,91D 33,04C 26,22A 15,99A 9,92A
UESBJMR32E 52,25B 8,00A 1599,08C 40,87B 27,97A 13,44B 6,91C

CV (%) 9,66 1507 20,14 17,44 16,41 12,74 1435

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de significancia.

Os isolados UESBJMR5E e UESBJN32R foram caracterizados
anteriormente como produtores de auxina (66,63 e 65,13) e ambos como
responsivos a fixacdo bioldgica de nitrogénio, e assimilados
morfologicamente a bactérias do género Azospirillum, caracterizando-se
como promotores de crescimento de plantas.

Corroborando o presente trabalho, Isawa e outros (2010) e Bao e
outros (2013), usando estirpes de Azospirillium como inoculante liquido em
campo e em vaso, observaram também crescimento de parte aérea e resposta
positiva para producdo de auxina e fixacdo biolégica de nitrogénio.

Apobs o estudo da média dos isolados bacterianos, foi estudada a
tendéncia dos dados na regressdo, levando em consideracdo o fenbmeno
biolégico apds a inoculagdo associada a adubagdo nitrogenada, e o
comportamento matematico.

A altura das plantas é apresentada na Figura 1A. As médias do isolado

UESBJMR32E apresentaram um comportamento quadratico, com um ponto
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de méaxima de 61,37 cm no nivel de 26,20 mg dm N, e as médias do isolado
UESBJMRS5E apresentaram um comportamento linear crescente com 62,66
cm de altura no nivel de 60 mg dm=N.

Na figura 1B esta demonstrado o comportamento quadratico para o
isolado nativo UESBJMR32E e linear crescente do isolado nativo
UESBJMRS5E, para didmetro do coleto. As médias do isolado UESBIJIMR32E
apresentam um ponto de maxima de 9,73 cm na dose de 27,42 mg dm= N. As
médias do isolado UESBJMR5RE apresentam um valor maximo de 9,52 cm
na dose de 60 mg dm= N. Isso demonstra, em ambos os parametros, a
eficiéncia do isolado nativo UESBJMR32E na presenca de um nivel inferior

de nitrogénio e, mesmo assim, ativando o crescimento da planta.

A ALTURA B DIAMETRO
E 60 e
S £
s 90 S 75
E g
< 40 A £ i
=
30 5
0 20 40 60 0 20 40 60
Niveis de SA (mg dm- N) Niveis de SA (mg dm= N)
_ AUESBJMR32E AUESBIMR32E
Y=-0,0177x2+0,9273x49,217 v = -0,0033%20,1754x+7,318
R2=78,85% R2=97,58 %
e UESBJMR5E _ eUESBJMRSE
Y =0,2x + 50,83 Y =0,0368x + 7,066
r2=9217% 12 =59,76 %

Figura 1 — Altura e Diametro de Eucalyptus urophylla clone AEC144,
inoculado com os isolados bacterianos UESBIJMR32E e UESBJMR5E,
associados a diferentes niveis de sulfato de amonio

Os resultados obtidos para altura e didmetro das plantas ressaltam a
necessidade de um aporte inicial de nitrogénio para que a planta se
desenvolva, comece a liberar exsudatos e, assim, a bactéria comece a realizar

a simbiose e, posteriormente, ocasionar uma resposta favoravel.
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Estudos anteriores com os isolados nativos UESBJMRSE,
UESBJNR32E e UESBJMR32E demonstraram a producdo de auxina de
66,63; 65,13 e 64 pug ml 1, respectivamente, e todos os trés isolados também
apresentaram resposta positiva para avaliacdo qualitativa de fixacao biologica
de nitrogénio.

Por conseguinte, a resposta obtida em altura e diametro é explicada
pela combinacdo de fatores: o nitrogénio proporciona a sintese de RNA e
DNA, que favorece a produgdo de novos tecidos; e as bactérias promotoras do
crescimento vegetal apresentam a capacidade de produzir hormonios,
principalmente auxinas, giberelinas e citocininas, sendo que a auxina é
responsavel pelo alongamento e diferenciacdo celular, promovendo
alongamento celular do caule nas plantas, sendo sintetizado principalmente
nos meristemas apicais caulinares (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Atendéncia dos dados para area foliar € exposta na Figura 2. O isolado
UESBJMRS5E apresentou um comportamento linear crescente com valor de
3060,20 cm? no nivel de 60 mg dm? N; o isolado UESBINR32E, um
comportamento linear decrescente com valor de 1954,76 cm? no nivel de 0 mg
dm? N; e as médias do isolado UESBIJMR32E apresentaram um
comportamento quadratico com um ponto de maxima de 3029,76 cm? no nivel
de 29,50 mg dm N.

78



AREA FOLIAR

3200

< 2700

£

= 2200

3

S 1700

g 1200
700 A
200

0 20 40 60
Niveis de SA(mg dm3 N)

A UESBINR32E Y =-20,993x + 1953 m UESBIMR32E Y = -2,8598x2 + 168,75x + 540,32
r2 = 60,91% R2 = 96,58%

#UESBJMRS5E Y =29,615x + 1283,3
r2=78,23%

Figura 2 — Area foliar de Eucalyptus urophylla clone AEC144, inoculado
com os isolados UESBJNR32E, UESBIJMR32E e UESBJMR5E associados
a diferentes niveis de sulfato de amoénio

A expansao da area foliar pode ser explicada como uma resposta ao
crescimento vegetal ocasionado pelas bactérias e sua producao de citocininas.
Segundo Taiz; Zeiger (2017), muitas bactérias produzem os tipos de
citocinina: trans-zeatina, cis-zeatina e seus ribosideos, que induzem a divisdo
do tecido, todas essas estruturas apresentam, em sua composi¢éo, o nitrogénio,
0 que evidencia mais uma vez o beneficio dessa associacdo com as bactérias
e a disponibilizacdo do nutriente para a planta, que resulta na conducédo de
diversas rotas metabdlicas.

As médias dos isolados UESBJMR32E e UESBIJMRS5E, e a massa
seca apresentaram comportamento quadratico (Figura 3). Para o primeiro
isolado, o0 ponto de méaxima ficou com 59,73g no nivel de 26,84 mg dm= N; e
0 segundo isolado, o ponto foi obtido em 59,24 g com o nivel de 50,96 mg
dm N, com a superioridade do isolado UESBJIMR32E.
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Massa seca de parte aérea

__ 66
=
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Niveis de sulfato de amdnio ( mg dm-3 N)
i A UESBJMR32E o UESBJMR5E
Y=-0,037x? + 1,9841x + 33,128 Y=-0,0099x2 + 1,0092x + 33,515
R2=91,63% R2=97,47%

Figura 3 — Massa seca de parte aérea de Eucalyptus urophylla clone AEC144,
inoculado com os isolados UESBIJMR32E e UESBJMRS5E, associados a
diferentes niveis de sulfato de amoénio

O indice SPAD apresentou um comportamento quadratico dos dados
apos a inoculagdo com as bactérias UESBJMR5E e UESBJMR32E, com
valores de 32,42 mg dm= N com indice de 32,23 e 26,51 mg dm= N com

indice de 33,44, respectivamente.
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Figura 4 — indice SPAD de Eucalyptus urophylla clone AEC144, inoculado
com os isolados UESBJMR5E e UESBJMR32E, associados a diferentes
niveis de sulfato de aménio

Geralmente, o indice SPAD cresce linearmente com o uso da
adubagdo nitrogenada, ja que este quantifica a intensidade da cor verde das
folhas que se correlaciona ao teor de nitrogénio no tecido. Neste trabalho, a
resposta maxima foi no nivel de 32,42 mg dm= N, resposta que se equivale as
demais caracteristicas que proporcionaram valores 6timos nos niveis
intermediarios de 25 a 40 mg dm= N.

Os valores ja eram esperados visto que, para eucalipto em solo com
matéria organica (MO) de 7 g dm2igual ao do experimento, a dose ideal de N
é de 60kg ha * (IPEF, 2005), se o ponto maximo fosse em niveis superiores,
provavelmente, ocasionaria respostas de excesso de nitrogénio, alterando o
transporte de carboidratos produzidos, interferindo no desenvolvimento da
planta.

A tendéncia dos dados para Ntotal apresentou resposta quadratica para
o isolado UESBJNR32E (Figura 5A), com um ponto méximo de 1,85% N no
nivel de 44,66 mg dm™ N, e ponto maximo de 12,78 g/kg N no nivel de 39,75

mg dm N, respectivamente.
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Figura 5 — Nitrogénio total em Eucalyptus urophylla clone AEC144,
inoculado com o isolado UESBJNR32E, associado a diferentes niveis de
sulfato de amonio

A resposta para 0 acimulo de nitrogénio na planta pela bactéria
UESBJNR32E se deve ao fato de sua resposta positiva para fixagao biolégica
de nitrogénio, e também por ser similar ao género Herbaspirillum spp., que
sdo capazes de colonizar nichos especificos no interior dos tecidos vegetais,
podendo transferir mais eficientemente compostos nitrogenados para as
plantas e ndo sofrerem limitacGes em fontes ricas em carbono (OLIVARES e
outros, 1997).

Estudos realizados com diferentes espécies de eucalipto, Eucalyptus
globulus, E. regnans e E. nitens, registraram maior assimilagdo de N, quando
este é absorvido preferencialmente sob a forma de NH4* (SHEDLEY e outros,
1995; GARNETT; SMETHURST, 1999; PFAUTSCH e outros, 2009). E essa
resposta ocorre, uma vez que, segundo Hachiya e outros (2012), a absorcao
sob a forma de N-NH4* demanda menor quantidade de energia, pois dispensa
as fases de reducéo, que sdo requeridas quando ocorre absorcdo de N-NOs'; €,
em formas amoniacais, o nitrogénio ja entra direto nos esqueletos de carbono,
entdo, o tipo de adubo utilizado responde ao efeito do teor de nitrogénio neste
trabalho.
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Entretanto, a resposta a absor¢do do N- NH.," deve ser em doses
menores, como observado no trabalho com o isolado UESBINR32E, ja que o
amonio tem alto poder acidificante da rizosfera, o que interfere na aquisicéao
de alguns nutrientes, e deve ser imediatamente metabolizado, devido ao seu
efeito tdxico, quando acumulado nas plantas (PRADO, 2008). Além disso, a
acidificacdo da rizosfera pode causar a reducdo da populacdo de bactérias
benéficas que necessita de condi¢des Gtimas, assim como a planta para sua
sobrevivéncia.

Os valores referentes a fotossintese se ajustaram ao modelo linear
crescente para o tratamento controle e a bactéria AM82, com valores maximos

de 12,30 e 12,25 umol Co, m? s, respectivamente (Figura 6).
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0 20 40 60
Niveis de SA (mg dm2 N)
A Controle ¥Y=10,0709x + 8,168 o AMS82 Y =0,0536x + 9,331
r2= 94,54% r2=94,17%

Figura 6 — Fotossintese em Eucalyptus urophylla clone AEC144, inoculado
com a bactéria AM82 e com tratamento controle, associados a diferentes
niveis de sulfato de aménio

Os valores de fotossintese, no maior nivel de nitrogénio, era o
esperado, visto que a fotossintese é regida pela a¢do da enzima Rubisco, que
é representante de 50% do total das proteinas sollveis presentes na folha
(PRADO, 2008). Sabe-se que a fotossintese é determinada, dentre outros
fatores, pela quantidade de nitrogénio do tecido (MENDES e outros, 2013).

Por conseguinte, quanto maior o aporte de nitrogénio disponivel para a planta,
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maior serd a producdo de enzimas e proteinas que irdo auxiliar neste e em
diversos outros processos da planta.

Os isolados bacterianos UESBIJNR32E, UESBJMR32E e
UESBJMR5E apresentaram o0s melhores resultados em todas as
caracteristicas. Estes sdo isolados similares aos géneros Herbaspirillum spp.
e Burkholderia spp., respectivamente, que, segundo Baldani e outros (2002),
sdo bactérias endofiticas.

Em ambiente endofitico e protegido, as bactérias tém um melhor
desenvolvimento devido a sua menor competi¢do com outros isolados e maior
eficiéncia destes na transferéncia de compostos essenciais ao
desenvolvimento da planta (DOBBELAERE e outros, 2003). Além disso, elas
estdo em uma area como caule, interior de raizes e folhas, que tem a maior
disponibilidade em fontes ricas em carbono, o que favorece seu crescimento e
colonizagéo da planta.

Outro fator muito importante que pode ter otimizado os resultados é
que estes isolados bacterianos sdo nativos, isolados anteriormente de
Eucalyptus urophylla clone AEC 144, mesma espécie do clone utilizado neste
trabalho, favorecendo, assim, o processo de mutualismo e a especificidade da
bactéria com a planta.

Segundo Mahaffee e outros (1997), a capacidade de colonizagdo do
tecido pelas bactérias € ligada, principalmente, & interagdo do gendtipo do
vegetal e do microrganismo, algo que pode estar relacionada com a
coexisténcia natural da planta hospedeira/bactéria ou com o compartilhamento
metabolico entre plantas hospedeiras e bactérias (HOLL; CHANWAY, 1992).

4 CONCLUSOES
Os isolados nativos UESBJMR5E, UESBIJMR32E, UESBJNR32E

influenciaram as caracteristicas de altura, diametro, aérea foliar, massa seca

de parte aérea, N total, fotossintese, SPAD.
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O isolado UESBJMR32E proporcionou os maiores incrementos em altura,
didmetro, area foliar, massa seca de parte aérea, nos niveis de 26,20; 27,42;
29,50; 26,84 mg dm 3 N, respectivamente.

O isolado UESBJNR32E proporcionou 0s maiores incrementos em N% e

Ntotal, nos niveis de 46,60; 39,75 mg dm= N, respectivamente.
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CRESCIMENTO DE MUDAS DE EUCALIPTO ASSOCIADO A
RIZOBACTERIAS E ADUBACAO NITROGENADA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de rizobactérias promotoras de
crescimento e uma mistura dessas bactérias associadas a adugao nitrogenada,
determinando qual dose de sulfato de ambnio e qual isolado bacteriano
promovem o crescimento vegetal no eucalipto, nas condi¢des do Sudoeste da
Bahia. O experimento foi conduzido na UESB, nos meses de junho a setembro
de 2017, em campo aberto. Foram utilizadas mudas de Eucalyptus urophylla
clone AEC144, como tratamento, sendo 3 isolados bacterianos de Eucalipto,
1 mistura de isolados, 1 bactéria do género Rizobium e o controle sem
inoculagdo. Também foram utilizadas 3 doses de sulfato de amonio,
organizados em um fatorial 6 x 3, totalizando 18 tratamentos, em
delineamento em blocos casualizados (DBC), com 3 repetices, perfazendo
54 parcelas. Foi colocado 3ml de inoculante liquido na raiz das plantas, no dia
do plantio, e a adubagdo nitrogenada foi realizada em seguida, em solugéo
com 500ml de agua. Ao fim de 90 dias, foram avaliadas a Altura da planta,
Diametro do coleto, Numero de brotagdes das plantas, Peso de massa seca de
parte aérea e massa seca de raiz, Razdo de massa seca de parte aérea e raiz. A
andlise estatistica dos dados foi realizada com o teste de Scott Knott a 5%,
para avaliacdo do desdobramento dos isolados dentro de cada nivel de N. Os
isolados bacterianos UESBJMR5, UESBJMR21E promoveram crescimento
das plantas de eucalipto na auséncia de adubacéo nitrogenada, e o isolado
UESBJNR32E promoveu crescimento em altura no nivel 40 mg dm=N.

PALAVRAS-CHAVE: promocdo de crescimento; sulfato de amonio;
bactérias diazotroficas.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the use of growth promoting
rhizobacteria and a mixture of these bacteria, associated with nitrogen
adduction, determining which dose of ammonium sulphate and which
bacterial isolate promote plant growth in eucalyptus, in the Southwest of
Bahia. The experiment was conducted at the UESB, from June to September
2017, in the open field. Seedlings of Eucalyptus urophylla clone AEC144
were used as treatment, 3 bacterial isolates of Eucalyptus, 1 mixture of
isolates, 1 bacterium of the genus Rizobium and the control without
inoculation were used. Three doses of ammonium sulphate were also used,
and a 6 x 3 factorial was organized, totaling 18 treatments, in DBC with 3
replicates, making 54 plots. 3ml of liquid inoculant was placed in the root of
the plants on the day of planting, and the nitrogen fertilization was then carried
out in solution with 500ml of water. At the end of 90 days, were evaluated the
height of the plant, diameter of the collection, number of shoots of the plants;
Weight of dry mass of aerial part and dry mass of root, Ratio of dry mass of
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aerial part and root. Statistical analysis of the data was carried out with the
Scott Knott test at 5% to evaluate the unfolding of the isolates within each
level of N. Bacterial isolates UESBJMR5, UESBJMR21E promoted growth
of eucalyptus plants in the absence of nitrogen fertilization, and the isolate
UESBJNR32E promoted growth in height at level 40 mg dm-3 N.

KEYWORDS: promotion of growth; ammonium sulfate; diazotrophic
bacteria.

1 INTRODUCAO

O eucalipto é uma cultura que apresenta grande possibilidade de expansao
geografica e econdmica, visto que possui uma vasta diversidade de materiais
genéticos adaptados as mais diversas condi¢des edafoclimaticas, e com grande
variedade de uso de sua matéria prima (PINTO e outros, 2011; QUEIROZ e
outros, 2009).

Alguns entraves podem dificultar a expansdo da cultura, como o custo
oneroso em produtos quimicos, destacando-se, dentre eles, 0 uso do
nitrogénio, pois a pratica de adubagdo é um fator indispensével, uma vez que
a cultura apresenta uma alta demanda de nitrogénio até a formagdo da copa
(VEZZANI e outros, 2001).

Sala e outros (2007) indica que, principalmente nos paises de clima
tropical, a agricultura ¢ mais dependente do emprego de fertilizantes
nitrogenados, devido & grande quantidade de chuvas e a rapida decomposi¢édo
da matéria organica, pois grande parte do nitrogénio (N) € perdida via
lixiviagdo, desnitrificacdo e pela imobilizagdo microbiana.

Diante disso, produtos ou inovacgdes biotecnoldgicas devem ser estudados
a fim de minimizar os custos de producdo e reduzir o uso de produtos
quimicos, que, a cada vez mais, se acumulam no meio ambiente, trazendo
danos irreversiveis.

Nesse contexto, 0 uso de Bactérias promotoras de crescimento (BPCP),
que realizam a fixacdo bioldgica do nitrogénio, é uma alternativa viavel e

agronomicamente sustentavel.
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O uso de BPCP’s tem permitido a substituicdo total ou parcial de
fertilizantes nitrogenados, possibilitando melhorar as condiges ambientais
dos solos agricolas e reduzir os impactos ambientais negativos do uso desses
insumos, além das outras diversas formas de uso, devido sua diversidade de
funcBes, como producédo de hormonios (AHEMAD; KHAN, 2012; ZAHIR e
outros, 2010), solubilizacdo de fosfato (MEHNAZ e outros, 2010; WANI e
outros, 2007), produgdo de siderdforos (AHMAD e outros, 2008; GANESAN,
2008) e mobilizacdo de metais pesados (MA e outros, 2011; DARY e outros,
2010).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
rizobactérias promotoras de crescimento e uma mistura dessas bactérias
associadas a aducdo nitrogenada, determinando qual nivel de sulfato de
amonio e qual isolado bacteriano promovem o crescimento vegetal no

eucalipto, nas condic¢des do Sudoeste da Bahia.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB), campus de Vitoria da Conquista-BA, nos meses de junho a
setembro de 2018, em campo aberto. Foram utilizadas mudas com idade de
80 dias de Eucalyptus urophylla clone AEC144, sendo padronizadas quanto a
altura, par de folhas e diametro do coleto.

Foram utilizados como tratamentos 3 isolados bacterianos de Eucalipto, 1
mistura de isolados, 1 bactéria do género Rizobium e o controle sem
inoculagdo. Foram utilizados também 3 niveis de sulfato de amonio,
organizados em um fatorial 6 x 3, que consistiu em: T1: UESBIMR21E, T2:
UESBJMR5E, T3: UESBINR32E, T4: rizébio BR3267, T5: Mistura 1
(UESBJIMR5E + UESBJNR32E+ UESBJMR21E), T6: Controle sem
inoculacdo X (0; 20 e 40 mg dm 2 N de sulfato de amdnio), totalizando 18
tratamentos, em delineamento em blocos casualizados, com 3 blocos,

perfazendo 54 parcelas.
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Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs liquido, e
inoculados nas mudas, conforme 0s respectivos tratamentos, com 3 ml da
solucdo bacteriana colocados diretamente em contato com a raiz, antes do
plantio, sendo que todos os isolados foram padronizados com uma populagédo
de 10° u.f.c.

Posteriormente, as mudas foram plantadas em vasos de 18 litros, com solo
representativo do campo agropecuario da UESB. A amostra apresentou como
caracteristicas quimicas: pH em H,0 5,0; P 2,0 mg dm 3; Ca 1,0 Cmol. dm?,
Mg 0,8 Cmol. dm; K 0,18 Cmol. dm; Al 0,2 Cmol. dm=3, V 41%, e teve sua
correcdo de fertilidade realizada segundo recomendagdes de S& e outros
(2014).

O calcério foi aplicado buscando elevar a saturagéo de bases para 60%. A
aplicacdo do sulfato de amdnio foi realizada ap6s o plantio e inocula¢do da
bactéria.

O adubo foi aplicado em solucdo, com 500 mL de &gua para cada planta,
para evitar perca do mesmo. A irrigacdo das plantas foi feita em dias
alternados, sendo feita de acordo com a capacidade de vaso (CASAROLI,
LIER, 2008) e o crescimento das plantas.

Ao fim do experimento, aos 90 dias, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: Altura da planta (cm), tomando-se como padréo a gema apical,
medida com régua graduada; Didmetro do coleto (mm), medido com
paquimetro digital; Namero de brotagdes das plantas; Peso de massa seca de
parte aérea e massa seca de raiz (g), cujo material foi acondicionado em
embalagens de papel e submetidas a secagem em estufa com circulagdo
forcada de ar, & temperatura de 65°C, durante 72 horas, e o0 peso foi verificado
utilizando balanga de precisdo de 0,001 mg; Razdo de massa seca de parte
aérea e raiz.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de Normalidade (Teste
de Lilliefors) e Homogeneidade (Teste de Batlett) dos dados, conforme
recomendacdo de Banzatto & Kronka (2006). A analise de variancia
(ANAVA) foi realizada pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
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2011), e quando o teste F foi significativo, as médias foram submetidas ao
teste de Scott Knott a 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas estudadas apresentaram significancia na interacdo dos
fatores Bactérias X Niveis de nitrogénio, por este motivo, procedeu-se o
desdobramento da interacdo, avaliando, posteriormente, a agdo das bactérias

dentro de cada nivel (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia, em relagéo as avaliagOes de altura
(ALT), diametro (DIA), nimero de brotagdes (BROT), massa seca de parte
aérea (MPA), massa seca de raiz (MRA), razdo massa seca de raiz e parte
aérea (MPARA) do clone AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob inoculagdo
de isolados bacterianos, associado a adubacéo nitrogenada

QUADRADO MEDIO

Fv GL
ALT DIA BROT MPA MRA MPARA

ISOLADO 5 38,61* 0,20ns  17,49ns  33,33ns  10,45* 1,14*

DOSE 2 102,37  11,79*  324,79*  143,03*  44,13* 0,13ns
IxD 10 22,31* 2,48* 32,59* 22,86* 9,69* 0,34*
BLOCO 2 24,34 0,01 21,46 6,15 6,4 0,17
RESIDUO 34 8,13 0,82 12,61 14,71 2,92 0,21
CV (%) 6,20 16,34 24,66 23,65 18,28 25,54

A altura sem a presenca de adubacdo foi superior com os isolados
UESBJMR21E, UESBJMRS5E e o rizébio, sendo que os isolados nativos de
eucalipto (47,33 cm) apresentaram um incremento de 15,43% em relacdo ao
controle. Na dose de 20, ndo houve diferenca entre os isolados e, no nivel de
40 mg dm3N, os isolados UESBINR32E, UESBJMR5E, UESBIJIMR21E e 0
tratamento controle foram superiores a inoculagdo com rizébio e a mistura de
isolados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Altura (ALT), didametro (DIA), nimero de brota¢des (BROT) do
clone AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob inoculagdo de isolados
bacterianos e mistura de rizobactérias

ALT (cm) DIA(mm) BROT
0 20 40 0 20 40 0 20 40
CONTROLE 41008 50,33A 50,66A 4,66A 566A 600A 1300A 1466A 12,008
UESBIMR21E  4733A 4500A 51,50A 566A 566A 533B 1200A 1533A 21,00A
UESBIMRSE  4733A 46,00A 50,66A 466A 466A 666A 14,33A 12,33A 18,00A
UESBINR32E 40668 44,66A 4866A 3,66A 566A 800A 866A 14,33A 23,00A
RIZOBIUM 4633 4333A 4633B 433A 566A 633A B866A 1300A 22,00A

MISTURAL 40008 4533A 4333A 50A 633A 5338 933A 866A 19,00A
*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de significancia.

TRATAMENTOS

Em relagdo ao didmetro das plantas, ndo houve diferenca estatistica entre
os isolados, quando foram empregados os niveis 0 e 20 mg dm N; e no nivel
de 40 mg dm3 N, os isolados UESBIMR5E, UESBINR32E, rizébio e 0
controle foram diferentes dos demais (Tabela 2).

A avaliacdo de diametro, conforme Novais e outros (2014), é muito
importante, pois é usada para estimar a sobrevivéncia de plantas de espécie
florestal no campo, destacando-se, neste trabalho, a importancia do isolado
UESBJNR32E (8,00 mm), no nivel 40 mg dm® N, que embora tenha se
igualado ao controle, estatisticamente ele promoveu um incremento em
didmetro de 33,33% em relag&o ao controle.

O numero de brotagdes ndo apresentou significancia quanto ao uso dos
isolados, nos niveis 0 e 20 de mg dm N, entretanto, no nivel 40 mg dm= N,
0 uso de todos os isolados foram superiores ao controle, sendo que o
UESBJNR32E promoveu 0 maior incremento, com valor de 91,66% superior
ao controle (Tabela 2).

Os isolados nativos de eucalipto UESBIJMR21E, UESBIJMRS5E e
UESBJNR32E, que promoveram resposta no crescimento das plantas
apresentadas anteriormente, foram caracterizados como produtores de auxina

(65,77; 66,63; 65,13, respectivamente). Sabe-se que a auxina produzida pelas
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bactérias age como uma molécula ativadora das interagBes microbianas, tanto
na patogénese quanto na fitoestimulacdo (SPAEPEN; VANDERLEYDEN,
2011), ocasionando, assim, respostas no crescimento.

A producdo de auxinas pelas bactérias altera o pool de auxina acessivel a
planta, e isso podera afetar a divisao celular, extensdo, diferenciacdo, aumento
da taxa de desenvolvimento do xilema e da raiz; o controle de processos de
crescimento vegetativo, inicia a formacdo de raizes adventicias, afeta a
fotossintese, formagdo de pigmentos, biossintese de varios metabolitos e
resisténcia a estresses condigdes (GLICK, 2012), e essas fungdes elucidam a

resposta do presente trabalho.

Tabela 3 — Massa seca de parte aérea (MPA), massa seca de raiz (MRA),
Razdo massa seca de parte aérea sobre massa seca de raiz (MPARA) do clone
AEC144 de Eucalyptus urophylla, sob inoculagdo de isolados bacterianos e
mistura de rizobactérias
MPA(g) MRA(g) MPARA

0 20 40 0 20 40 0 20 40
CONTROLE 13278 1723A 1498A 9,80A 12,62A 10,33A 1,388 140A 144A
UESBIMR2IE  1924A 2049A 1942A 6,09B 9,01B 9,92A 3,08A 237A 195A
UESBIMRSE  1673A 1550A 19,07A 1023A 1162A 914A 162B 1,33A 219A
UESBINR32E 9178  16,31A 21,79A 540B 10,098 1298A 1,688 169A 1,65A
RIZOBIUM 941B 1540A 1931A 522B 943B 1050A 1,99B 164A 1,83A

MISTURAL 11838 1391A 1889A 863A 7948 965A 1,398 1,75A 195A

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5% de significancia.

TRATAMENTOS

Os valores de massa seca de parte aérea foram influenciados pela
inoculagdo somente no nivel 0 de N, com os isolados UESBJIMR21E e
UESBJMRS5E, sendo superiores aos demais, e com valores de 44,98 e 26,07%
superior ao controle, respectivamente (Tabela 3).

A massa seca de raiz no nivel 0 de N apresentou significancia com o
uso dos isolados UESBIJMR5E, mistura 1 e controle, no nivel 20 mg dm= N.
Os isolados UESBJMR5E e o controle foram superiores aos demais, e 0

altimo nivel ndo apresentou diferenca entre os isolados (Tabela 3).
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Segundo Marschner (2012), o crescimento radicular pode ser
favorecido em solos deficientes de nutrientes, notadamente de N, pois a planta
tenta alocar as reservas, inicialmente, para o crescimento das raizes (SOUZA,;
FERNANDES, 2006), a fim de que a planta consiga explorar mais o solo em
busca dos nutrientes, corroborando o presente trabalho, no qual o controle sem
inoculacdo promoveu aumento significativo da massa seca de raiz.

Semelhantemente ao presente estudo, Rocha (2015) e Jesus e outros (2012)
observaram que 0 nitrogénio promoveu maior acimulo de massa seca das
mudas formadas de E. grandis x E. urophylla, e em plantas adultas de E.
urophylla, a adubacéo nitrogenada incrementou o volume do tronco e a
matéria seca da parte aérea, respectivamente.

O isolado UESBJMRS5E, que propiciou maiores acimulos de massa seca
de parte aérea e raiz no nivel 0 de N, foi caracterizado anteriormente, além da
producéo de auxina (66,63), como fixador de nitrogénio, o qual é responsavel
pela produgdo de RNA e DNA, que promove criagdo de novos tecidos,
ocasionando, assim, maior acimulo de massa.

A reposta em acumulo de massa seca de raiz por este isolado é justificada
pela acdo da auxina, que é responsavel principalmente por crescimento de
raizes adventicias e formacdo de novas raizes.

A razdo massa seca da parte aérea sobre raiz s6 apresentou diferenca
significativa com o uso do isolado UESBIJMR21E, no nivel 0 de N, sendo que
o0s demais niveis ndo apresentaram diferenca significativa (Tabela 3).

Segundo Paiva; Guerrero (2006), o indice MPARA é considerado
adequado, quando seu valor é igual a dois ou um pouco superior, pois, assim,
existe um equilibrio maior entre o crescimento da parte aérea e da raiz das
plantas.

Observa-se que somente a utilizacdo do isolado UESBJMR21E, no nivel
20 g dm? N (2,37), e do isolado UESBIMR5E, no nivel de 40 mg dm® N
(2,19), conseguiram promover esse equilibrio, sendo que o isolado
UESBJMRS5E se aproximou mais de 2.
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A juncdo das caracteristicas de producéo de auxina e fixador de nitrogénio,
em um mesmo isolado (UESBJMRS5E), possivelmente, faz com que a planta
consiga promover uma melhor particao de fotoassimilados, promovendo tanto
a producdo e expansao de novos tecidos, e a expansdo do sistema radicular.

Por fim, é importante salientar que diversos estudos mostram a importancia
da adubacdo nitrogenada para favorecer o crescimento de plantas (ROCHA e
outros, 2015; MARSCHENER, 2012; CARVALHO e outros, 2011;
OLIVEIRA, 2013). Entretanto, pode-se constatar no presente trabalho que o
uso dos isolados nativos UESBJMR5 e UESBIJM21E, sem a presenca de
adubagdo, conseguiu promover o crescimento das plantas.

Essa resposta positiva dos isolados nativos de eucalipto vem afirmar cada
vez mais a importancia do uso e do estudo de bactérias promotoras do
crescimento de plantas, que conseguem, devido a juncdo de seus diversos
mecanismos de promocdao, favorecer o crescimento das plantas na auséncia da

adubacdo ou mesmo em uma dose menor que as comumente utilizadas.

4 CONCLUSOES

Os isolados bacterianos UESBJMR5 e UESBJMR21E promoveram
crescimento das plantas de eucalipto na auséncia de adubac&o nitrogenada, e
o isolado UESBIJNR32E promoveu crescimento em altura no nivel 40 mg dm-
3N.
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