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RESUMO – Os objetivos deste trabalho foram avaliar métodos de microbiolização e estudar a interação entre
isolados de rizobactérias e clones de eucalipto. Analisaram-se três métodos de microbiolização: a) Adição de
suspensão de rizobactérias a 108 ufc/mL no substrato (0,2 mL/cc); b) Imersão de miniestacas na mesma suspensão
de inóculo; e c) Combinação dos dois tratamentos (a e b). Empregaram-se um clone híbrido de eucalipto (Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla) e isolados de rizobactérias (3918, FL2 e S1). Depois de 25 dias do estaqueamento,
avaliaram-se o índice de enraizamento, a biomassa radicular e da parte aérea e a incidência de doenças. Em
geral, não houve diferença entre os métodos de microbiolização, e todos os isolados aumentaram o enraizamento,
a biomassa radicular e o controle biológico de Cylindrocladium spp. Em outro experimento, os resultados
indicaram interação entre clones de eucalipto e isolados de rizobactérias para enraizamento e biomassa radicular.

Palavras-chave: Propagação clonal, enraizamento, biocontrole e PGPR.

MICROBIOLIZATION AND INTERACTION BETWEEN GROWTH PROMOTING
RHIZOBACTERIA AND EUCALYPTUS CLONES

ABSTRACT – This work aimed to evaluate methods of microbiolization and interaction between isolates of
rhizobacteria and eucalyptus clones. We have tested the following methods of microbiolization: a) Addition
of suspension of rhizobacteria (108 cfu/mL) to the substrate (0.2 mL/cc); b) Immersion of mini-cuttings in
the inoculum suspension (108 cfu/mL); and c) Combination of the two methods (a and b). Mini-cuttings of
a hybrid clone of eucalyptus (Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla) and three (3918, FL2 and S1)
rhizobacteria isolates were used. Twenty-five days after the mini-cuttings were planted, the rooting, root biomass
and disease incidence were evaluated. In general, there were no significant differences between the microbiolization
methods. All rhizobacterial isolates increased rooting, biomass and  biocontrol of Cylindrocladium spp. In
another experiment, the results showed interaction between eucalyptus clones and rhizobacteria isolates for
the rooting index and root biomass.

Keywords: Clonal propagation, rooting, biocontrol and PGPR.

1. INTRODUÇÃO

No Brasil, as florestas de eucalipto ocupam
aproximadamente três milhões de hectares e suprem,
de modo racional e eficiente, a demanda por biomassa
lenhosa com propriedades tecnológicas e silviculturais
específicas de diversos setores industriais brasileiros,

notadamente o de papel e celulose, carvão vegetal e,
mais recentemente, o de madeira serrada (ALFENAS
et al., 2004).

Nas últimas décadas, com o desenvolvimento e
implementação das técnicas de miniestaquia e
microestaquia, ocorreram grandes avanços tecnológicos
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na produção de mudas de eucalipto (TITON et al., 2003).
No entanto, em determinados materiais genéticos,
sobretudo nas fases iniciais de multiplicação, a ocorrência
de baixos índices de enraizamento, aliada às
possibilidades de ocorrência de doenças, constitui
fator que ainda dificulta a clonagem do eucalipto em
larga escala. Nesse sentido, foi demonstrado
recentemente o efeito benéfico da aplicação de
rizobactérias sobre o enraizamento, crescimento e
biocontrole de doenças do eucalipto (MAFIA, 2005;
TEIXEIRA et al., 2005),o que é uma estratégia promissora
para otimização da produção de mudas.

O uso de rizobactérias para aumentar a produtividade
de plantas tem sido extensivamente estudado há vários
anos e em diversas culturas agronômicas, como: batata,
cana-de-açúcar, canola, amendoim, trigo, cevada, milho
e tomate, entre outras (KLOEPPER, 1996). Em espécies
arbóreas, as recentes investigações têm evidenciado
resultados promissores (CHANWAY, 1997; ENEBACK
et al., 1998; SHISHIDO e CHANWAY, 2000), embora
ainda careçam de estudos que visem otimizar o processo
de microbiolização. Além disso, é preciso avaliar as
possibilidades de interação entre isolados de
rizobactérias e genótipos da planta de interesse, conforme
salientado por Kloepper (1996). A respeito da existência
dessa interação, ainda não existem estudos conclusivos.

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar
a especificidade entre isolados de rizobactérias e
genótipos de eucalipto, bem como possíveis formas
de microbiolização, considerando-se a rotina comercial
de produção de mudas, os custos de produção do
inoculante e a facilidade de aplicação.

2. MATERIAL  E MÉTODOS

2.1. Isolados de rizobactérias e preparo do inóculo

Empregaram-se cinco isolados de rizobactérias
(FL2 - Pseudomonas sp.; S1, S2 e 3918 - Bacillus  subtilis;
e Ca – Pseudomonas fulva), obtidos a partir da rizosfera
de mudas clonais de eucalipto de diferentes regiões
do país. Esses microrganismos foram pré-selecionados
de acordo com a capacidade em promover incremento
na biomassa de raízes e induzir o enraizamento adventício
(TEIXEIRA et al., 2007).

Para se proceder ao preparo do inóculo, cada
isolado foi cultivado separadamente em meio solidificado
de Kado e Heskett (1970), no escuro. Após 48 h,
procedeu-se à raspagem das colônias de bactérias

em solução salina (NaCl 0,85%). A concentração de cada
suspensão foi ajustada de acordo com a correlação entre
a densidade ótica e o número de unidades formadoras
de colônias (u.f.c./ml) para 0,2 Abs. (540 nm), o que
corresponde a aproximadamente a 108 u.f.c./ml. As
suspensões de inóculo foram mantidas sob refrigeração
até o momento de serem utilizadas.

2.2. Interação entre isolados de rizobactéria e clones
de eucalipto

Com o objetivo de verificar a possível interação
entre isolados de rizobactérias e clones de eucalipto,
foram realizados dois experimentos independentes. No
primeiro ensaio, instalado em um viveiro localizado em
Mucuri, BA, testaram-se os isolados FL2, 3918, S2, S1
e Ca nos clones 10, 1172, 2277 e 9882. O segundo
experimento foi realizado em um viveiro instalado em
Eunápolis, BA, no qual foram testados os clones 244,
830, 865 e 1006 e os mesmos isolados de rizobactérias.
Em ambos os experimentos, as suspensões de rizobactérias
foram adicionadas ao substrato de enraizamento
constituído de casca de arroz carbonizada, composto
de casca de pinus (Plantmax ) e vermiculita de granulometria
fina (30:50:20), na proporção de 0,1 ml/cc de substrato
e homogeneizadas em misturador apropriado. Como
testemunha, realizou-se a aplicação de solução salina
estéril, na mesma proporção. Após a microbiolização,
o substrato de enraizamento foi enriquecido com
Osmocote  (NPK = 19:06:10) e superfosfato simples,
na proporção de 2 kg/m3 (ALFENAS et al., 2004). Depois
dessa etapa, miniestacas dos referidos clones foram
coletadas de minijardins clonais, inseridas no substrato
microbiolizado e postas a enraizar em casa de
enraizamento com nebulização intermitente. Após 25
dias, avaliaram-se o índice de enraizamento e a biomassa
seca de raízes para cada combinação isolado-clone.
Para a primeira variável, quantificou-se o número de
miniestacas enraizadas em relação ao total. A avaliação
da biomassa radicular foi realizada após a remoção
dos resíduos de substrato e secagem das raízes em
estufa por 24 h a 70 ºC.

2.3. Formas de veiculação

Os experimentos foram instalados em um viveiro
localizado em Curvelo, MG, nos quais foram empregados
três isolados de rizobactérias (3918, FL2 e S1) e um
clone de eucalipto, em três experimentos independentes.
Em todos os experimentos, os isolados de rizobactérias
foram aplicados de três maneiras distintas: diretamente
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no substrato; por imersão das miniestacas em suspensão
de inóculo por 3 min; e pela combinação dos referidos
métodos. Os demais procedimentos foram realizados
conforme descrito anteriormente. As avaliações foram
realizadas após 25 dias, quantificando-se o índice de
enraizamento, a biomassa radicular e a incidência de
doenças. Nesse último caso, as miniestacas não
enraizadas foram coletadas e acondicionadas
individualmente em sacos de papel e, em seguida, sob
condições assépticas, desinfestadas superficialmente,
por imersão em álcool 70%, por 30 s, e em hipoclorito
de sódio (5%) por 3 min. Posteriormente, as
miniestacas foram lavadas (3 x) em água esterilizada,
transferidas para placas de Petri com ágar-água (2%) e
incubadas a 27 ºC, no escuro. Diariamente, realizou-se
a avaliação, sob binocular estereoscópica, quanto
à presença de estruturas típicas de patógenos
associados à propagação clonal de eucalipto, como
Rhizoctonia spp., Cylindrocladium spp. e Botrytis
cinerea Persoon ex Fries.

2.4. Delineamento experimental e análises estatísticas

Os experimentos sobre interação entre isolados
de rizobactérias e clones de eucalipto foram montados,
independentemente, em arranjo fatorial (5 isolados x
4 clones) e em delineamento inteiramente casualizado
composto de seis repetições, cada uma constituída
de 176 miniestacas. Na avaliação de formas de
microbiolização, os experimentos foram conduzidos
em delineamento inteiramente casualizado com sete
repetições, cada uma constituída de 176 miniestacas.

Os dados de cada ensaio foram submetidos à análise
de variância (ANOVA), aplicando-se o teste F a 5%
de probabilidade, e, posteriormente, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. Os dados de
enraizamento (E) foram transformados em arcos
seno*(E/100) ou em log (1/1 – (E/100)), para atendimento
das pressuposições da análise de variância. Os dados
de biomassa seca de raízes, quando necessários, foram
transformados por raiz quadrada. As análises estatísticas
foram realizadas com o auxílio do pacote estatístico
SAS V.8 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

3. RESULTADOS

A interação entre isolados de rizobactérias e clones
de eucalipto foi significativa (P < 0,05) nos dois ensaios,
para índice de enraizamento e biomassa seca de raízes.
Desse modo, os incrementos variaram de acordo com

o isolado e clone de eucalipto, não sendo observado,
em qualquer combinação, efeito deletério dos isolados
sobre a rizogênese do eucalipto ou sobre o seu
crescimento, expresso pela biomassa de raízes. No
primeiro ensaio, na localidade de Mucuri, BA, o clone
1172 foi o que melhor respondeu ao processo de
microbiolização, com um incremento médio de 15,4
e 166,3%, para índice de enraizamento e biomassa
de raízes, respectivamente.

Nos clones 10 e 2277 (Figura 1AB), observou-se
que todos os isolados promoveram incrementos no
índice de enraizamento, em comparação com a testemunha.
De forma geral, nos clones 1172 e 9882 (Figura 1CD)
o isolado 3918 foi o mais efetivo. A melhor interação
isolado-clone foi obtida no enraizamento com o
tratamento do clone 1172 com o isolado S2, com
incremento de 21,1%.

Em relação ao incremento de biomassa radicular,
observou-se que somente os clones 2277 (Figura 1B)
e 830 (Figura 2B) não responderam positivamente ao
processo de microbiolização do substrato em relação
a todos os isolados testados. Nos demais clones, assim
como no enraizamento, as respostas variaram em relação
aos diferentes tratamentos. No entanto, em geral o
isolado S1 foi o mais efetivo para o incremento dessa
variável. A melhor interação isolado clone foi obtida
com a combinação do isolado 3918 e com o clone 1172,
com ganhos percentuais de 187,6%.

No segundo experimento, em Eunápolis, BA, o
clone 865 foi o que apresentou maiores ganhos com
o processo de microbiolização, com incrementos
percentuais de 24,6 e 72,6%, em relação ao índice de
enraizamento e biomassa de raiz, respectivamente,
quando comparado com a testemunha.

No clone 1006 não houve diferença entre os
tratamentos para índice de enraizamento. Todavia, nos
demais clones pelo menos um isolado diferiu da
testemunha. Em geral, o isolado S2 foi o melhor tratamento
(Figura 2A-D). A melhor interação isolado clone de
eucalipto foi obtida com o isolado 3918 e o clone 865,
com incremento percentual de 28,5%.

Em relação à biomassa radicular, as respostas
também foram variáveis. No entanto, a melhor interação
foi obtida com o tratamento do substrato de enraizamento
com o isolado S1 e o clone 865, com incremento percentual
de 134,0%.
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De forma geral, não houve diferença entre as formas
de aplicação dos isolados de rizobactérias para índice
de enraizamento (Figura 3A), para biomassa radicular
(Figura 3B) e para incidência de podridão de miniestacas

(Figura 3C), causada por Cylindrocladium spp. Em
contrapartida, independentemente da forma de
microbiolização, obtiveram-se incrementos em relação
à testemunha. Para índice de enraizamento, o isolado

Figura 1 – Índice de enraizamento e biomassa de raízes dos clones 10 (A), 2277 (B), 1172 (C) e 9882 (D) propagados em
substrato microbiolizado com diferentes isolados de rizobactérias e não tratado (Test.). Colunas sob a mesma
letra não diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figure 1 – Rooting index and root biomass of the clones 10 (A), 2277 (B), 1172 (C) and 9882 (D) in substrate treated
with rhizobacteria isolates and control without microbiolization. Columns under the same letter did not differ
statistically by the Tukey test (p<0.05).
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S1 foi mais efetivo quando aplicado no substrato e por
imersão das miniestacas. Em biomassa de raízes, no
entanto, não houve diferença entre o método de imersão

e as duas formas de microbiolização. A incidência de
podridão de miniestacas foi menor, no isolado 3918 quando
se realizaram as duas formas de microbiolização.

Figura 2 – Índice de enraizamento e biomassa de raízes dos clones 244 (A), 830 (B), 865 (C) e 1006 (D) propagados em
substrato microbiolizado com diferentes isolados de rizobactérias e não tratado (Test.). Colunas sob a mesma
letra não diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figure 2 – Rooting index and root biomass of the clone 244 (A), 830 (B), 865 (C) and 1006 (D) in substrate treated with
rhizobacteria isolates and control without microbiolization. Columns under the same letter did not differ statistically
by the Tukey test (p<0.05).
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Figura 3 – Índice de enraizamento (A), biomassa de raízes (B) e incidência de podridão de miniestacas (C) causada por Cylindrocladium
spp. no clone 3487, propagado com o uso de diferentes isolados (3918, FL2 e S1) de rizobactérias aplicados no
substrato (S), por imersão de miniestacas (I), e os dois tratamentos (S + I). Colunas sob a mesma letra e no mesmo
isolado de rizobactéria não diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figure 3 – Rooting index (A), root biomass (B) and disease incidence caused by Cylindrocladium spp. (C) in substrate
(S), immersion of mini-cuttings (I), and the two treatments of microbiolization (S + I) with rhizobacteria isolates.
Columns under the same letter did not differ statistically by the Tukey test (p<0,05).

4. DISCUSSÃO

Vários mecanismos de ação têm sido sugeridos
para explicar o fenômeno de promoção de crescimento
mediado por rizobactérias. Entre esses mecanismos
incluem o incremento na fixação de nitrogênio, produção
de auxina, giberelinas, citocininas e controle do nível
de etileno, solubilização de fosfatos e oxidação de enxofre,
incremento na disponibilidade de nitrato, produção
extracelular de antibióticos, enzimas líticas e ácido
cianídrico, incremento na permeabilidade das raízes
e competição por nutrientes nos sítios radiculares, bem
como indução de resistência sistêmica (CHANWAY,
1997; KLOEPPER, 1996). Mesmo diante de todas essas
possibilidades, pesquisas sobre a utilização de rizobactérias
promotoras de crescimento na área florestal, quando
comparada com o setor agrícola, são praticamente

incipientes. No entanto, a utilização de rizobactérias
tem surgido como tecnologia promissora, sendo estudada
até então como alternativa para o incremento de biomassa
em diferentes essências florestais, podendo propiciar
ganhos médios de 15 a 30% e, em casos especiais, até
mesmo dobrar a biomassa produzida (CHANWAY, 1997).
Neste estudo, além dos ganhos em biomassa de raízes,
constataram-se incrementos no índice de enraizamento,
o que, provavelmente, pode estar relacionado com
alterações no balanço hormonal do propágulo vegetativo,
induzidas pelos isolados de rizobactérias testados.

A interação entre clones de eucalipto e isolados
de rizobactérias pode estar relacionada com diferenças
do ambiente da rizosfera entre os clones testados, além
da própria constituição genética. Segundo Buchenauer
(1998), considerando que existem diferenças quanto
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à quantidade e composição de exsudatos provenientes
de sementes e raízes, a depender do genótipo da planta,
ocorrem variações normalmente na capacidade de
colonização, no tamanho e na composição da população
e na atividade de microrganismos. Em um estudo de
biocontrole, foi observado que um isolado (CHAO)
de Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula foi
capaz de produzir concentrações mais elevadas do
antibiótico pioluteorina em raízes de agrião do que
de pepino (MAURHOFER et al., 1994). Além disso,
a eficiência do controle biológico mediado por
Bacillus cereus Frankland & Frankland (VW 85)
contra o tombamento de mudas de tomate variou
em função do cultivar avaliado (SMITH et al., 1997).
Todavia, pouco se conhece sobre o controle do genótipo
da planta sobre a composição da população de
rizobactérias no sistema radicular (OKA et al., 1997)
e sobre as características das bactérias que contribuem
para sua maior dispersão e colonização da superfície
radicular (BUCHENAUER, 1998).

Alterações na quantidade e composição dos
exsudatos radiculares de diferentes espécies de plantas,
bem como de cultivares e genótipos de uma mesma
espécie, têm sido relatadas como a causa de variações
na indução do crescimento de plantas inoculadas com
rizobactérias (SHISHIDO e CHANWAY, 1999). Neste
estudo, a interação entre isolado de rizobactéria e clone
de eucalipto foi significativa para enraizamento e biomassa
radicular. Dessa forma, havendo o interesse em utilizar
esses microrganismos benéficos em escala comercial,
torna-se necessário identificar em cada material genético
o isolado mais promissor. Diante das particularidades
da propagação clonal do eucalipto, principalmente em
relação à alta rotatividade de clones nos viveiros,
idealmente faz-se necessário realizar uma seleção
considerando as variabilidades entre os diferentes
materiais genéticos e selecionar isolados menos
específicos.

No campo agronômico, uma das principais formas
de veiculação de rizobactérias até então estudadas
é via microbiolização de sementes (LUZ, 1993), sobretudo
quando o objetivo é o biocontrole de patógenos no
solo. Entretanto, como na maioria dos casos a
propagação do eucalipto ocorre por enraizamento de
estacas, não é possível utilizar essa forma de
microbiolização. Portanto, os resultados evidenciaram
pelo menos duas formas alternativas de aplicação
dos isolados de rizobactérias.

Muitos estudos têm demonstrado que certos
isolados de rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas, especialmente aqueles pertencentes aos
gêneros Bacillus e Pseudomonas, proliferam não somente
ao redor do sistema radicular, mas são capazes também
de colonizar os tecidos internos de várias espécies
de plantas (HALLMANN et al., 1997). Ainda não há
informações sobre a capacidade de colonização dos
isolados testados. Todavia, existindo isolados
endofíticos, a sua aplicação poderá ser feita ainda na
fase de produção de brotações em minijardim clonal,
garantindo que as miniestacas sejam produzidas já
microbiolizadas. Existem vários exemplos de rizobactérias
endofíticas. Como exemplos, um isolado de Bacillus
polymyxa (Prazmowski) Mace (Pw-2R) promotor de
crescimento foi recuperado do interior de raízes de
Pinus contorta var. latifolia (Dougl.) Engelm. após
a desinfestação superficial pelo método de diluição
(SHISHIDO et al., 1995). Mais tarde, esse mesmo isolado
(Pw-2R), juntamente com um de P. fluorescens (Sm3-RN),
foi recuperado de tecidos internos da haste de mudas
de abeto (Picea glauca x P. engelmannii) e visualizado
usando a técnica de coloração por imunofluorescência
(SHISHIDO et al., 1999). Em outro estudo, bactérias
endofíticas dos gêneros Bacillus e Pseudomonas foram
capazes de atuar como agentes de biocontrole,
promovendo o crescimento de plantas indiretamente,
por inibir microrganismos patogênicos como Pythium
e Rhizoctonia (HAGEDORN et al., 1993) ou, diretamente,
por induzir resistência sistêmica contra fungos e bactérias
patogênicos, como Fusarium e Pseudomonas syringae
Van Hall (WEI et al., 1996).

A diagnose de miniestacas não enraizadas
evidenciou incidência maior de podridão de miniestacas,
causada por Cylindrocladium spp. na testemunha,
em comparação com os tratamentos com rizobactérias,
independentemente da forma de microbiolização. Embora
ainda não seja conhecido o modo de ação desses
isolados de rizobactérias, pelos resultados é provável
presumir que a supressão de microrganismos
patogênicos esteja envolvida como mecanismo indireto
de promoção de crescimento. Além disso, sabe-se
que a inibição de microrganismos deletérios também
pode ocorrer, uma vez que, embora o efeito de
microrganismos patogênicos seja facilmente detectável
e conhecido, a atuação desses outros microrganismos
é dificilmente constatada, já que a sua ação se restringe
à produção de metabólitos tóxicos, cujo efeito se
expressa na redução do desenvolvimento, em função
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do efeito negativo sobre os processos de germinação,
brotação e enraizamento da planta hospedeira
(SCHIPPERS et al., 1987).

Indução do enraizamento adventício de explantes
de Pinus elliottii, sob condições axênicas, produzido
por um isolado não identificado de bactéria, propiciou
ganhos de 15 a 90% em relação à testemunha (BURNS
e SCHWARZ, 1996). No entanto, sob condições de
propagação em viveiro, poucos trabalhos mostram o efeito
de rizobactérias promotoras de crescimento na iniciação
e desenvolvimento de raízes adventícias, bem como no
biocontrole. Desse modo, este trabalho comprovou, no
eucalipto, a eficiência de isolados de rizobactérias na
indução do enraizamento adventício, bem como no
crescimento, incluindo a comprovação da especificidade
de isolados de rizobactérias e clones de eucalipto. Em
relação às formas de microbiolização, observou-se que
os métodos testados foram eficientes e esses devem ser
investigados considerando outros critérios, como facilidade
de operacionalização, consumo de inoculante e custo,
entre outros fatores.

A interação entre isolados de rizobactérias e clones
de eucalipto pode constituir fator complicador na
operacionalização do emprego de um inoculante à base
de rizobactérias. Para contornar esse problema, torna-se
necessário selecionar isolados com maior capacidade
plástica, ou seja, aqueles que são capazes de aumentar
o enraizamento e crescimento de maior número de clones
possível.

Assim, para que essa tecnologia possa ser empregada
em larga escala, outros estudos devem ser realizados, incluindo
a possibilidade de utilizar isolados em mistura, como já foi
pesquisado por Boer et al. (1999). Dessa forma, podem-se
otimizar o enraizamento, crescimento e biocontrole de patógenos
associados à propagação clonal do eucalipto. Além disso, é
necessário desenvolver uma formulação comercial (AMER e
UTKHEDE, 2000) de baixo custo, de fácil aplicação e com
longa vida de prateleira (shelf life).
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