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CRESCIMENTO DE MUDAS E PRODUTIVIDADE DE MINIJARDINS
CLONAIS DE EUCALIPTO TRATADOS COM RIZOBACTERIAS
SELECIONADAS!

Reginaldo Gongalves Mafia2, Acelino Couto Alfenas?, Eraclides Maria Ferreira?, Talyta Galafazzi Zarpelon®
e Leandro de Siqueira®

RESUMO - O efeito de rizobactérias promotoras do crescimento foi avaliado sobre a producao de biomassa
radicular, nimero de miniestacas por minicepa e produtividade de minijardins clonais (nimero de miniestacas
x porcentagem de enraizamento) de eucalipto, em viveiro. Com exce¢do do clone 57, em todos os demais
testados foi observado incremento da biomassa radicular, com média igual a 53, 52 e 69%, respectivamente,
nos clones 129, 1274 e 7074. Em geral, verificaram-se diferencas significativas em produc¢ao de miniestacas,
mas nao no indice de produtividade. O isolado S1 destacou-se quanto a producao de miniestacas, com incrementos
que variaram de 11 a 23% para os clones 129 e 1274, respectivamente. Para o clone 7074, o incremento
médio foi de 15%. Os resultados indicam claramente que rizobactérias podem ser utilizadas para maximizar
a propagagio vegetativa do eucalipto, por estaquia.

Palavras-chave: Eucalipto, rizobactérias, propagacao clonal e minijardim clonal.

GROWTH OF CUTTINGS AND PRODUCTIVITY OF MINI-CLONAL HEDGES,
TREATED WITH SELECTED RHIZOBACTERIA

ABSTRACT — The effect of plant growth promoting rhizobacteria was evaluated for root biomass of cuttings,
number of mini-cuttings per mini-stump and productivity of mini-clonal hedges (number of mini-cuttings
X rooting percent) of eucalyptus in the nursery. Except for clone 57, all other showed increase in root biomass,
with an average of 53, 52 and 69% for clones 129, 1274, and 7074 respectively. In general, significant differences
were found for mini-cutting production, but not for the productivity index (number of mini-cuttings x rooting
percent). Isolate S1 had a substantial effect on the production of mini-cuttings, with increases varying from
11 to 23% for clones 129 and 1274 respectively. For clone 7074, the average increase was 15%. The results
clearly indicated that rhizobacteria could be employed to maximize the vegetative propagation of eucalyptus
by cutting.

Keywords: Eucalypt, rhizobacteria, clonal propagation, mini-clonal hedges.

1.INTRODUCAO madeira serrada. A produgdao de mudas é feita

Os plantios de eucalipto suprem hoje, no Brasil, principalmente por meio da clonagem, a qual garante

a demanda por madeira com propriedades tecnolégicas amanutencdo plena das caracteristicas da planta-matriz-

e silviculturais especificas de diversos setores industriais, elite selecionada e a implantag@o de talhes uniformes

notadamente o de papel e celulose, carvio vegetal, de elevada produtividade, incluindo resisténcia a
postes, moirdes de cerca e, mais recentemente, o de doencas (ALFENAS et al., 2004).

' Recebido em 05.10.2004 e aceito para publicacdo em 10.08.2005.
2 Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa — UFV, 36570-000 Vigosa - MG.
3 Cia. Suzano Bahia Sul S.A., 18200-000 Itapetininga - SP. E-mail: <aalfenas @ufv.br>.

SATF sociedade se nvestigagses Florestais R. Arvore, Vicosa-MG, v.29, n.6, p.843-851, 2005



844

A propagacdo clonal de eucalipto, desde a sua
introducdo no Brasil, sofreu grandes avancos, o que
culminou com o desenvolvimento de trés técnicas de
producio, designadas cronologicamente macroestaquia,
microestaquia e miniestaquia (ASSIS, 2001). Em virtude
de uma série de vantagens, como menores custos
relacionados com a implantagdo e manutengéo dos
minijardins, maior facilidade de colheita e menores custos
com transporte e processamento de brota¢des, maior
controle da irrigacdo e nutri¢cdo das minicepas, alto
grau de juvenilidade das brotacdes, menores variagdes
sazonais e maior velocidade de enraizamento, entre
outros, a miniestaquia tem sido hoje a técnica de
propagacao mais comumente empregada no pais. Por
essa técnica, mudas obtidas a partir de qualquer uma
das técnicas de propagacdo sdo manejadas para formar
minicepas produtoras de propagulos (miniestacas) para
enraizamento. Embora existam vérios tipos de minijardins
clonais, o estabelecimento de minicepas em canaletdes
de amianto ou concreto com leito de areia e fertirrigagao
por gotejamento € atualmente o mais empregado. Nesse
sistema, obtém-se uma produtividade de aproximadamente
10.000 a 12.000 miniestacas/m*/ano, embora existam
variagdes conforme o material genético, idade das
minicepas e tratos culturais, entre outros fatores
(ALFENAS etal., 2004).

Na propagacao clonal do eucalipto por miniestaquia,
dois fatores sdo criticos para maximizar a producao:
a produtividade de brotos para estaquia e a capacidade
de enraizamento do material genético. Nesse sentido,
todos os esfor¢os devem ser despendidos para otimizar,
de forma concatenada, esses dois fatores. Assim, toda
tecnologia que otimize as condi¢des de crescimento
e producdo das minicepas favorece diretamente a
capacidade produtiva do viveiro.

No substrato de crescimento de plantas, existe
normalmente um grande nimero de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, actinomicetos,
protozodrios e algas. Entretanto, as bactérias sdo
o tipo mais abundante, dados o seu rapido crescimento
e a habilidade de utilizar ampla gama de compostos
como fonte de carbono e nitrogé€nio. Esse fato, aliado
ao suprimento constante de compostos organicos,
fornecidos pelas raizes, possibilita a ocorréncia, na
rizosfera, de uma ampla e diversificada populagéo
bacteriana (GLICK, 1995).
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Atualmente, bactérias benéficas as plantas e de
vida livre no solo tém sido denominadas rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (PGPR — Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) (KLOEPPER et al.,
1989) ou como bactérias capazes de incrementar a producéo
(YIB - Yield-Increasing Bacteria) (PIAO et al., 1992),
as quais tem demonstrado potencial para o
desenvolvimento de sistemas sustentaveis de produgédo
(PAN et al., 1999). A promocgdo de crescimento pode
ocorrer de formas indireta ou direta. No primeiro caso,
as rizobactérias reduzem ou previnem os efeitos
negativos de um ou mais microrganismos patogénicos
e, ou, deletérios ao crescimento. Em contrapartida, o
efeito direto na promogao de crescimento ocorre a partir
do fornecimento de compostos que atuam como
reguladores de crescimento da planta ou que facilitam
a absorc¢do de nutrientes (GLICK, 1995).

Fertilizantes bacterianos nao simbiontes foram
empregados ja no final do século XIX (1885), na antiga
Unido Soviética. Nesse mesmo pais, em 1958 foram
utilizados em cerca de 107 ha de 50-70% das principais
culturas e propiciaram um incremento de 10-20% na
sua produtividade (BROWN, 1974). No entanto, somente
apartir do final da década de 1970 € que surgiram trabalhos
que apontaram, de forma consistente, o papel das
rizobactérias e procuraram elucidar seus mecanismos
de ag¢do como promotores de crescimento. Dentre esses,
a producgio ou a alteragdo dos niveis de fitormonios
tém explicado, em grande parte, o efeito observado
em vdrias culturas. Diversos microrganismos sao capazes
de produzir 4dcido indolacético (AIA), incluindo bactérias
epifiticas e colonizadoras de tecidos vegetais (PATTEN
e GLICK, 1996). Em geral, tem sido sugerido que mais
de 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes
de produzir esse regulador de crescimento (PRIKRYL
etal., 1985; LOPER e SCHROTH, 1986; LEINHOS e
VACEK, 1994). A producdo de citocininas desponta
como o principal fator responsavel pelo estimulo ao
crescimento de plantas. Em uma sele¢@o de rizobactérias
incluindo espécies de Pseudomonas e Serratia, observou-
se uma relacdo entre induc¢do de alongamento radicular
e producao de certas citocininas (BUCHENAUER, 1998).
Outro estudo indicou que o crescimento de rabanete
cv. “Cherry Belle” foi incrementado por um isolado
de Pseudomonas produtor de compostos com atividade
de citocinina (SALAMONE et al., 1997). Outro mecanismo
essencial de promogao de crescimento de plantas refere-
se aredugdo da concentragdo de etileno na planta,
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pelo incremento da atividade da enzima 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilico (ACC) deaminase (GLICK
etal., 1994, 1995; HALL et al., 1996).

Além da producgao ou alteragdo nos niveis dos
reguladores de crescimento, rizobactérias podem
promover o crescimento pelo biocontrole de doengas
ou inibicdo de microrganismos deletérios ao
desenvolvimento vegetal, seja pela competi¢do por
espaco e nutrientes (De LEIJ et al., 1995), producio
de sider6foros (BUCHENAUER, 1998), antibi6ticos
(ELLIS et al., 1979) e compostos volateis (VOISARD
et al., 1989), sem contar, ainda, a habilidade em
liberar nutrientes a partir do solo pela producao
de enzimas, como fosfatases, sulfatases etc. (De
LEIJ e LYNCH, 1997).

Neste trabalho, avaliou-se o efeito de rizobactérias
sobre o crescimento de mudas e produtividade de
minicepas de eucalipto estabelecidas em leito de areia,
com fertirrigagdo por gotejamento.

2.MATERIAL E METODOS
Isolados de rizobactérias e preparo das suspensdes

Empregaram-se quatro isolados de rizobactérias
(FL2 - Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula;
3918 - Bacillus subtilis Cohn; S1 - Bacillus subtilis
Cohn; e MF2 - Pseudomonas sp. Migula, obtidos a
partir da rizosfera de mudas clonais de eucalipto de
diferentes regides do pais. Essas bactérias foram pré-
selecionadas pela capacidade em promover incremento
na biomassa de raizes e induzir o enraizamento adventicio
(TEIXEIRA, 2001). Apés a identifica¢do por meio da
andlise filogenética de seqiiéncias parciais de DNA
ribossomal 16S (rDNA 16S), os isolados foram
depositados na cole¢do do Laboratério de Patologia
Florestal (UFV).

Para proceder ao preparo das suspensdes
rizobacterianas, cada isolado foi cultivado separadamente
em meio de Kado e Heskett (1970) a 27 °C, no escuro.
Ap6s 48 h, as coldnias bacterianas foram recolhidas
em solugdo salina (NaCl 0,85%). A concentragdo de
cada suspensio foi ajustada de acordo com a correlagao
entre a densidade 6tica e niimero de unidades formadoras
de coldnias (u.f.c./mL) para 0,2 Abs. (540 nm), o que
corresponde aproximadamente a 10® u.f.c./mL. As
suspensdes foram mantidas sob refrigeracdo até a sua
utilizacao.
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Producio das mudas para instalacio do minijardim clonal

Depois de proceder ao preparo das suspensdes
de rizobactérias, cada isolado foi adicionado em
substrato constituido de casca de arroz carbonizada
e vermiculita (1:1), previamente enriquecido com macro
e micronutrientes (Quadro 1), na proporcdo de 0,1
mL/cm? de substrato, seguido de homogeneizagao
em misturador do tipo betoneira. Apds o preenchimento
dos tubetes (50 cm?), miniestacas de quatro clones
de eucalipto foram estaqueadas e mantidas por 25
dias em casa de enraizamento, dotada de sistema
de irrigacao por nebulizagdo. Decorrido esse periodo,
as mudas foram transferidas para drea de sombreamento
(50%) e, ap6s sete dias, para canteiros a céu aberto.
Ap6s completar 70 dias de idade, as mudas foram
podadas a 10 cm de altura, visando a formacao de
minicepas produtoras de propagulos, as quais, apds
a pré-formacao, foram replantadas em canaletdes com
leito de areia e fertirrigag@o por gotejamento.

Efeito de rizobactérias sobre o crescimento radicular

Avaliou-se a biomassa radicular dos quatro clones
submetidos ao enraizamento em substrato previamente
tratado com rizobactérias. Para isso, decorridos 30 dias
do estaqueamento, removeram-se 40 mudas de cada
repeticdo e, apds a eliminagdo dos residuos de substrato
e separagdo da parte aérea do sistema radicular, procedeu-
se a secagem das raizes a 70 °C até atingir massa constante.
Ap6s esse periodo em estufa, determinou-se a biomassa
radicular seca (mg) por miniestaca enraizada.

Quadro 1 -Adubagio com macro e micronutrientes empregada
no substrato de enraizamento constituido de casca
de arroz carbonizada e vermiculita (1/1)
Table 1 — Fertilization with macro and micronutrients applied
to the rooting substrate consisted of carbonized rice
bark and vermiculite (1/1)

Fertilizante Dose (kg/m®)  Forma de Aplicacido
Superfosfato simples 8,000 Direta
Sulfato de amonio 1,042 Via solugdo
Cloreto de potdssio 0,208 Via solugio
Sulfato de zinco 0,014 Via solucao
Sulfato de cobre 0,014 Via solucao
Sulfato de manganés 0,014 Via solugio
Acido bérico 0,028 Via solugdo

R. Arvore, Vicosa-MG, v.29, n.6, p.843-851, 2005
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Efeito de rizobactérias sobre a produtividade do
minijardim clonal

Ap6s o estabelecimento do minijardim clonal com
minicepas produzidas a partir de mudas propagadas
em substrato tratado com rizobactérias, realizaram-se
coletas quinzenais de acordo com a rotina comercial
normal, sendo quantificado o nlimero de miniestacas
produzidas por minicepa (NM) em cada coleta. Estas
foram em seguida estaqueadas no mesmo tipo de substrato
citado anteriormente, sem aplicagdo de rizobactérias,
e mantidas nas mesmas condi¢des de enraizamento
descritas anteriormente. Apds 25 dias na casa de
enraizamento, avaliou-se a porcentagem de enraizamento
em cada repeticdo. De posse dos valores médios relativos
a producgdo de miniestacas por minicepa (NM) e do
enraizamento médio (E), determinou-se o indice de
produtividade (IP) definido por: IP=NM x E (%).

Para avaliar o efeito das rizobactérias sobre a
producdo de miniestacas e sobre a produtividade (IP),
comparam-se estatisticamente os valores acumulados
de ambas as varidveis pelo método da drea abaixo da
curva, rotineiramente empregado em estudos de
epidemiologia (CAMPBELL e MADDEN, 1990).

Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram realizados no viveiro da
Cenibra S.A., em Belo Oriente, Minas Gerais. Os ensaios
foram conduzidos, para cada clone, em delineamento
inteiramente casualizado, composto de cinco
repeti¢des por tratamento, cada qual com 40 mudas
ou 40 minicepas para andlise do efeito de rizobactérias
sobre o crescimento e produtividade de minijardim
clonal de eucalipto, respectivamente. Os dados de
cada ensaio foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), aplicando-se o teste F, no nivel de 5%
de probabilidade, e posteriormente as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. As andlises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico SAEG (EUCLYDES, 1983).

3.RESULTADOS

As respostas a aplicac@o de rizobactérias no
substrato variaram de acordo com o clone de eucalipto
e oisolado de rizobactéria testado. Em relacio a biomassa
radicular, apenas no clone 57 ndo foi observado
incremento significativo nessa varidvel. Dentre os
isolados de rizobactérias testados, o S1 foi o mais efetivo,
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independentemente do clone de eucalipto avaliado.
Todavia, os ganhos variaram conforme o material genético,
sendo em média iguais a 52,7; 52,1; e 69,0% nos clones
129, 1274 ¢ 7074, respectivamente. No clone 129, outros
isolados promoveram incrementos significativos, como
os isolados FL2 e MF2. Analogamente, obtiveram-se
ganhos intermedidrios no clone 1274, quando as mudas
foram produzidas em substrato tratado com os isolados
de rizobactérias FL2, 3918 e MF2. Nos clones 1274 e
7074, todos os isolados diferiram significativamente
do tratamento-testemunha (Figura 1).

Em geral, observaram-se diferencas significativas
na producdo de miniestacas, mas ndo no indice de
produtividade. Em relagdo a produgio de miniestacas,
no clone 57 ndo foram constatados incrementos
significativos (Figura 2). Nos demais clones, o isolado
S1 destacou-se entre os tratamentos com rizobactérias,
com incrementos que variaram de 11,4 a23,0% nos clones
129 (Figura 3) e 1274 (Figura 4), respectivamente. No clone
7074, o incremento médio foi de 15,4% (Figura 5).

4. DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram, dependendo do clone
de eucalipto, o efeito de rizobactérias sobre o crescimento
de mudas de eucalipto, expresso pela biomassa radicular
e sobre a producido de miniestacas. Todavia, quando
miniestacas coletadas de drea de minijardim tratado
com rizobactérias foram estaqueadas em substrato ndo-
tratado, ndo foram observados incrementos significativos
no indice de enraizamento, refletido no indice de
produtividade. Tais observagdes permitem concluir
que, aparentemente, esses isolados de rizobactérias
dependem da sua presenca na rizosfera para estimular
o crescimento das plantas de eucalipto e que o seu
efeito ndo € sistémico.

Considerando os ganhos médios (16,6% somente
nos clones de resposta e 12,4% considerando todos
os clones) em relacdo a producdo de miniestacas, a
tecnologia de utilizac¢do de rizobactérias para formagéo
de minijardim clonal de eucalipto desponta como mais
uma alternativa promissora. Aparentemente, o aumento
na produtividade estd relacionado a melhoria nas
condicdes vegetativas das plantas-matrizes. Isso porque
ficou evidenciado que plantas de eucalipto produzidas
em substrato tratado com rizobactérias, especialmente
com os isolados S1 e 3918, apresentaram maior
desenvolvimento do sistema radicular e, portanto, maior
suporte fisiolégico para produgio.
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Figura 1 — Biomassa radicular seca por miniestaca enraizada dos clones 57 (A), 129 (B), 1274 (C) e 7074 (D) ap6s o estaqueamento

em substrato tratado com diferentes isolados de rizobactérias. Colunas sob a mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 28,3, 20,5, 10,9 e 11,3, respectivamente.

Figure 1 — Dry root biomass per rooted mini-cutting of clones 57 (A), 129 (B), 1274 (C) and 7074 (D) in substrate treated

with different rhizobacterium isolates. In the same column means followed by the same letter did not differ statistically
by the Tukey’s test (p<0.05). CV (%) = 28.3, 20.5, 10.9 e 11.3, respectively.
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Figura 2 — Producao acumulada de brotos por minicepas (A), indice de produtividade por minicepa (B), drea abaixo da curva

de producido (C) e drea abaixo da curva do indice de produtividade (D) do clone 57. Colunas sob a mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 5,3 ¢ 5,6, respectivamente.

Figure 2 — Accumulated production of shoots per mini-stump (A), productivity index per mini-stump (B), area under the

SIPF

production curve (C) and area under the productivity index curve (D) for clone 57. In the same column means
followed by the same letter did not differ statistically by the Tukey’s test (p<0.05). CV (%) = 5.3 e 5.6 respectively.
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Figura 3 — Produc¢ao acumulada de brotos por minicepas (A), indice de produtividade por minicepa (B), drea abaixo da curva
de producdo (C) e drea abaixo da curva do indice de produtividade (D) do clone 129. Colunas sob a mesma letra
nido diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 5,5 e 6,9, respectivamente.

Figure 3 — Accumulated production of shoots per mini-stump (A), productivity index per mini-stump (B), area under the

production curve (C) and area under the productivity index curve (D) for clone 129. In the same column means
followed by the same letter did not differ statistically by the Tukey's test (p<0.05). CV (%) = 5.5 € 6.9, respectively.
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Figura 4 — Producao acumulada de brotos por minicepas (A), indice de produtividade por minicepa (B), area abaixo da curva
de producao (C) e drea abaixo da curva do indice de produtividade (D) do clone 1274. Colunas sob a mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 7,4 e 8,6, respectivamente.

Figure 4 — Accumulated production of shoots per mini-stump (A), productivity index per mini-stump (B), area under the
production curve (C) and area under the productivity index curve (D) for clone 1274. In the same column means
followed by the same letter did not differ statistically by the Tukey'’s test (p<0.05). CV (%) = 7.4 e 8.6 respectively.
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Figura 5 — Produ¢io acumulada de brotos por minicepas (A), indice de produtividade por minicepa (B), drea abaixo da curva

de produgdo (C) e area abaixo da curva do indice de

produtividade (D) do clone 7074. Colunas sob a mesma letra

nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 6,8 € 9,2, respectivamente.
Figure 5 — Accumulated production of shoots per mini-stump (A), productivity index per mini-stump (B), area under the
production curve (C) and area under the productivity index curve (D) for clone 7074. In the same column means
followed by the same letter did not differ statistically by the Tukey’s test (p<0.05). CV (%) = 6.8 e 9.2 respectively.

Dentre os clones testados, apenas o 57 nédo
respondeu significativamente ao tratamento com
rizobactérias em relacdo a biomassa radicular,
provavelmente em funcdo da elevada capacidade
produtiva desse clone ou da inexisténcia de um isolado
especifico de rizobactéria entre aqueles empregados
neste estudo. Um trabalho conduzido com lentilha e
ervilha evidenciou diferencas na habilidade de promogéo
de crescimento mediado por dois isolados de
rizobactérias, o que foi atribuido, em parte, ao efeito
do gendtipo da planta (CHANWAY et al., 1989).

A interagdo entre isolados de rizobactérias e
gendtipos da planta de interesse € muito estudada
(KLOEPPER, 1996) e aparentemente nao existe consenso
sobre o assunto. Isolados de Pseudomonas e
Arthrobacter, sabidamente colonizadores do sistema
radicular e estimuladores do crescimento de canola
(Brassica campestris L. e B. napus L.), foram efetivos
em incrementar a altura e biomassa de plantas de abeto-
negro (Picea mariana (Mill.) B.S.P.) e branco (Picea
glauca (Moench) Voss) apds a inoculacio de raizes

SIPF

ou mudas (CHANWAY, 1997). Além disso, quando
isolados selecionados por induzir resisténcia sist€émica
na cultura do pepino e tomate foram empregados para
inoculacao de espécies de Pinus, observou-se efeito
significativo na velocidade de germinacao das sementes,
na biomassa da parte aérea e no nimero de ramos por
planta de Pinus taeda L. e no peso e altura da parte
aérea de Pinus elliottii Engelm, a depender do isolado
empregado (LIU et al., 1995; WElI et al., 1996). Em outros
estudos, no entanto, parece haver especificidade de
resposta para espécies arboreas tratadas com rizobactérias
promotoras do crescimento, que aparentemente depende
das condi¢des de ambiente e geograficas do local de
estudo (O’NEILLetal., 1992; CHANWAY e HOLL, 1993).
Assim, isolados promotores de crescimento em uma
espécie de planta podem n#o ser efetivos em outras
(SCHROTH e HANCOCK, 1982). Diferencgas na
quantidade e qualidade de exsudatos radiculares de
diferentes espécies de plantas, bem como de cultivares
e gendtipos de uma mesma espécie, tém sido relatadas
como a causa dessas variagdes (BALDANI e
DOBEREINER, 1980; SHISHIDO e CHANWAY, 1999).
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5. CONCLUSOES

A producio de mudas de eucalipto em substrato
tratado com rizobactérias pré-selecionadas, para posterior
formacdo de minicepas, poderd aumentar a producao
de brotos, dependendo do isolado de rizobactéria e
clone de eucalipto.

O efeito promotor de crescimento ndo foi sistémico,
havendo a necessidade de aplicacdo dos isolados em
substrato de enraizamento.

A utilizacdo de rizobactérias benéficas podera ser
empregada com o intuito de maximizar a propagagao
do eucalipto, por meio da otimizagado das condi¢cdes
de crescimento das plantas-matriz em minijardim clonal.
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