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RESUMO 

 

 

MAFIA, Reginaldo Gonçalves, M.S., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 

2004. Rizobactérias como promotoras do enraizamento, crescimento e como 

agentes de biocontrole de doenças na propagação clonal do eucalipto. 

Orientador: Acelino Couto Alfenas. Conselheiros: Luiz Antônio Maffia e Robert 

Weingart Barreto. 

 

Isolados pré-selecionados de rizobactérias foram empregados para 

microbiolização de diferentes substratos. A compatibilidade entre isolados foi 

determinada pelo método do antibiograma, enquanto o possível efeito sinérgico foi 

investigado pelo tratamento do substrato com os isolados de rizobactérias aplicados 

individualmente ou em misturas, empregando-se a mesma proporção de inóculo dos co-

inoculantes. Considerando-se os clones de eucalipto responsivos ao tratamento do 

substrato com rizobactérias, o ganho médio para enraizamento e biomassa radicular foi 

de 20,4 e 73,0%, respectivamente. No entanto, levando-se em consideração a interação 

entre o(s) melhor(es) isolado(s) de rizobactéria e clone(s) de eucalipto, observou-se 

incremento médio de 21,4% e 78,0%, respectivamente para índice de enraizamento e 

biomassa de raízes. Os isolados mais promissores foram o VC2 e Ca para enraizamento 

e o VC2 e 3918 para biomassa radicular. Nos estudos envolvendo mistura de isolados 

não foram observados efeitos significativos de incremento de misturas sabidamente 

compatíveis e vice-versa. Além disso, constatou-se especificidade da interação entre 

isolados de rizobactérias e clones de eucalipto. Quanto à forma de veiculação, os 

resultados variaram de acordo com o clone, forma de aplicação e isolado empregado. 

Em uma última etapa, avaliou se in vitro e em casa de enraizamento o efeito de 

rizobactérias sobre o controle biológico de Cylindrocladium candelabrum e Rhizoctonia 

solani. Considerando o efeito dos meios de cultivo e para os dois patógenos, os isolados 



 ix 

FL2, 3918, S1 e S2 foram os mais efetivos. Ao final de 25 dias, constatou-se ao 

observar as miniestacas mantidas em casa de enraizamento maior incidência de 

podridão (71%) causada por C. candelabrum em relação à mela de miniestacas causada 

por R. solani. Para o primeiro patógeno, o tratamento do substrato com a rizobactéria Ca 

foi responsável pela redução de 33 e 26,7% em termos médios, quando comparado aos 

tratamentos testemunha e imersão de miniestacas em calda fungicida (epoxyconazole + 

pyraclostrobin – 0,6 mL/L do i.a.), respectivamente. Em relação à mela de miniestacas, 

não foram constatadas reduções significativas, embora para o isolado Ca observou-se 

tendência de menor intensidade da doença. O monitoramento periódico da população 

dos patógenos em substrato artificialmente infestado evidenciou para C. candelabrum 

diferenças significativas no tempo necessário para estabilização da população e no nível 

populacional atingido ao longo do tempo de incubação. A partir de 10 dias, notou-se 

maior população do patógeno no tratamento testemunha. Entre os tratamentos com 

rizobactérias, a partir de 15 dias de incubação, o isolado Ca destacou-se dos demais por 

suprimir a população do patógeno. Ao final de 30 dias, a diferença entre a população do 

patógeno no substrato rizobacterizado com este isolado em relação ao tratamento 

testemunha foi de 26,7%. No ensaio realizado in vitro, quando se avaliou a 

sensibilidade de isolados de rizobactérias a fungicidas, tebuconazole inibiu 80% dos 

isolados e a mistura dos fungicidas epoxyconazole e pyraclostrobin inibiu apenas o 

crescimento do isolado S1. O isolado mais sensível aos princípios ativos foi o S1, e os 

menos afetados, o 3918 e MF2. Verifica-se, diante desses resultados, que é necessário 

realizar estudos que viabilizem a produção e formulação do produto biológico à base de 

rizobactérias para seu emprego em escala comercial para o eucalipto. Os depósitos de 

patente foram feitos junto ao INPI (PI 0101400-5 e 001409). 
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ABSTRACT 

 

 

MAFIA, Reginaldo Gonçalves, M.S., Universidade Federal de Viçosa, February of 

2003. Rhizobacteria as rooting, growth promoter and as biocontrol agent of 

diseases on clonal propagation of eucalyptus. Adviser: Acelino Couto Alfenas. 

Committee members: Luiz Antônio Maffia and Robert Weingart Barreto. 

 

 

Pre-selected rhizobacteria isolates were used for microbiolization of different 

substrates. The compatibility among isolates was determined by the antibiogram 

method, and the synergic effect was investigated by treating the substrate with isolates 

individually or mixed. The average increase in rooting and root biomass production 

were 20.4% and 73.0%, respectively, considering the clones responsive to the treatment 

with rhizobacteria. However, taking into consideration the interaction among the best 

isolates and eucalyptus clones, it was observed an increase of 21.4% and 78.0% on 

rooting and dry root biomass production, respectively. The most promising isolates 

were VC2 and Ca for rooting and VC2 and 3918 for root biomass production. In studies 

involving mixing of compatibles and non-compatibles isolates it was not observed any 

significant effect on increment, but it was observed a specificity of interaction among 

rhizobacteria isolates and eucalyptus clones. The response to the inoculation method 

varied according to the clone, the method of application and the isolate used. Finally, 

the effect of the rhizobacteria on the biological control of Cylindrocladium 

candelabrum and Rhizoctonia solani was evaluated in vitro and in greenhouse. 

Considering the effect of culture media for these pathogens, the isolates FL2, 3918, S1 



 xi 

and S2 were the most effective. After 25 days, the rotting caused by C. candelabrum 

(71%) on minicuttings grown in nurseries was higher than the web blight caused by R. 

solani. The treatment of minicuttings with the isolate Ca promoted an average reduction 

of 33% and 26.7% when compared to the non-inoculated treatment and to the treatment 

with immersion of the minicutting in fungicide broth (epoxyconazole + pyraclostrobin – 

0.6 mL/L of a.i.), respectively. It was not observed significant reduction on minicuttings 

web blight, although the isolate Ca have showed a tendency to reduce the disease 

intensity. The periodic monitoring of pathogen populations in artificially infested 

substrate showed significant differences in the time needed for stabilization of the 

population and in the population level of C. candelabrum along the incubation time. It 

was observed a greater pathogen population on the control treatment from 10 days after 

inoculation. After 15 days of incubation, the isolate Ca was the most effective in 

suppressing the pathogen population. After 30 days, the difference between the 

pathogen population in the substrate infested with C. candelabrum and the control 

treatment was 26.7%. In the in vitro assay, tebuconazole (Folicur) inhibited 80% of the 

isolates and the mixture of the fungicides epoxyconazole and pyraclostrobin (Opera) 

only inhibited the isolate S1. This isolate (S1) was the most sensitive to the active 

ingredients tested and 3918 and MF2 the least affected ones. These results indicate the 

need of studies to produce and formulate the bioproduct based on rhizobacteria at a 

commercial scale. Patent deposits were made at INPI (PI 0101400-5 e 001409). 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

 

1. Introdução 

 

Segundo levantamentos da Sociedade Brasileira de Silvicultura, os plantios 

florestais de rápido crescimento, no Brasil, ocupam aproximadamente 4,8 milhões de 

hectares, dos quais 3,0 milhões são de espécies de eucalipto. Enquanto as florestas 

tropicais nativas, sob manejo, produzem 20 a 30 m3/ha/ano, em ciclos de corte de 30 

anos, as plantações florestais apresentam incremento médio de 45 m3/ha/ano em ciclos 

de corte que variam de 7 a 25 anos, dependendo da finalidade da madeira e do gênero 

(Eucalyptus ou Pinus) (Mora & Garcia, 2000; Campinhos Jr., 1999). As florestas de 

eucalipto suprem hoje, 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. 

A produção de mudas é realizada, quase que exclusivamente, por meio da 

propagação vegetativa. A clonagem comercial de eucalipto teve início, em 1975, na 

República Popular do Congo, onde foram estabelecidos inicialmente 3.000 ha de 

floresta clonal (Dewaulle et al., 1983). No Brasil, esta técnica foi introduzida ainda na 

década de 70 (Campinhos & Ikemori, 1983), o que proporcionou, dentre outras 

vantagens, a manutenção de características genéticas pouco herdáveis, como o 

incremento em volume e o rendimento em celulose e a implantação de talhões formados 

por genótipos silvicultural e tecnologicamente superiores, inclusive resistentes a 
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doenças, possibilitando grandes avanços nos programas de melhoramento genético 

(Alfenas et al., 2004; Alfenas & Mafia, 2003). 

Nas últimas décadas, a clonagem do eucalipto sofreu grandes avanços. 

Inicialmente, os propágulos vegetativos, atualmente denominados macroestacas, eram 

coletados em bancos clonais, plantios comerciais após o corte raso ou em áreas com 

manejo específico para este fim, denominadas de jardins clonais. Embora a estaquia 

convencional, atualmente denominada macroestaquia, possibilitasse a multiplicação 

clonal, existiam várias desvantagens, dentre elas o baixo percentual de enraizamento de 

alguns clones e as dificuldades inerentes aos tratos culturais, como irrigação, 

fertilização e controle de fitopatógenos, principalmente em períodos chuvosos (Alfenas 

et al., 2004). Outro inconveniente era a ocorrência de grandes variações na capacidade 

de enraizamento entre espécies de eucalipto e materiais híbridos, além da possibilidade 

de redução gradual do potencial de enraizamento com o envelhecimento ontogênico das 

matrizes. A partir da década de 90, com o objetivo de minimizar estes problemas, foram 

desenvolvidas as técnicas de mini e microestaquia (Assis, 2001), possibilitando a 

clonagem comercial de genótipos recalcitrantes ao enraizamento. Isto foi possível 

graças ao rejuvenescimento proporcionado pela micropropagação in vitro e à 

multiplicação seriada para as técnicas de mini e microestaquia, respectivamente. No 

entanto, para determinados materiais genéticos, sobretudo nas fases iniciais de 

multiplicação, a ocorrência de baixos índices de enraizamento aliada às possibilidades 

de ocorrência de doenças são fatores que ainda dificultam a multiplicação vegetativa do 

eucalipto em escala comercial. Independentemente do método de propagação clonal, as 

condições de temperatura e umidade relativa elevadas, requeridas para o enraizamento 

adventício, são extremamente favoráveis à incidência de patógenos apodrecedores de 

estacas e miniestacas, principalmente Rhizoctonia solani Kühn e Cylindrocladium spp. 

(Alfenas et al., 2004). 

 

 

2. Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas 

 

No substrato de crescimento de plantas, existe normalmente grande número de 

microrganismos, incluindo bactérias, fungos, actinomicetos, protozoários e algas. 

Entretanto, as bactérias são o tipo mais abundante, em razão de seu rápido crescimento e 
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da habilidade de utilizar ampla gama de compostos como fonte de carbono e nitrogênio 

(Glick, 1995). 

A rizosfera é uma região onde ocorrem interações entre o solo, os 

microrganismos e as plantas, podendo ser dividida em três partes: a ectorizosfera, 

definida como o solo adjacente às raízes; o rizoplano ou superfície radicular; e a área 

interna das raízes, compreendida pela rizoderme e pelas células corticais (Benizri et al., 

2001). Em virtude da presença de exsudatos radiculares, a rizosfera é uma região de 

intensa atividade microbiana (Bowen & Rovira, 1999), onde predominam bactérias de 

vida livre ou associadas aos tecidos das plantas (Chanway et al., 1991), que podem 

apresentar efeito benéfico, neutro ou deletério sobre as plantas hospedeiras. As bactérias 

que pertencem ao primeiro grupo têm sido designadas “Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria – PGPR” (Kloepper & Schroth, 1978), termo utilizado inicialmente para 

descrever isolados de ocorrência natural de bactérias de vida livre no solo, sendo a 

maioria pertencente aos gêneros Pseudomonas e Bacillus, que apresentam a capacidade 

de colonizar as raízes de plantas e estimular o seu crescimento. Outros gêneros ainda 

incluem Azotobacter, Arthrobacter, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, 

Serratia e Azospirillum (Benizri et al., 2001). 

Embora o efeito de estímulo ao crescimento mediado por rizobactérias tenha 

sido bem estudado na área agronômica, para o setor florestal esta possibilidade ainda é 

pouco explorada. Entretanto, tem surgido como tecnologia promissora, podendo 

propiciar ganhos de 15 a 30% e, em casos especiais, até mesmo dobrar a biomassa 

produzida (Chanway, 1997; Teixeira, 2001). 

Estudos envolvendo promoção de crescimento para espécies arbóreas, do grupo 

das angiospermas, relatam basicamente o incremento na biomassa de mudas relacionado 

ao controle não inoculado. Ademais, não foram conduzidos experimentos em condições 

de viveiro (Chanway, 1997). Para o gênero Eucalyptus, existe aparentemente apenas um 

relato de efeito da co-inoculação de Azotobacter chroococcum Beijerinck e Bacillus 

megaterium de Bary em Eucalyptus camaldulensis Dehnh., com incremento de 44% na 

biomassa (Mohammad & Prassad, 1998). Em contrapartida, vários trabalhos têm sido 

conduzidos com gimnospermas, principalmente coníferas dos gêneros Pinus, Picea, 

Tsuga e Pseudotsuga (Chanway, 1997). Recentemente, na propagação clonal do 

eucalipto, comprovou-se a eficiência de isolados de rizobactérias na indução do 

enraizamento e crescimento, expresso pela biomassa radicular, cujos ganhos variaram 

de acordo com o isolado de rizobactéria e clone de eucalipto, podendo até mesmo 
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dobrar ou triplicar o enraizamento médio e a biomassa de raízes, respectivamente 

(Teixeira, 2001). 

 

 

3. Mecanismos de promoção de crescimento 

 

Os mecanismos envolvidos na promoção de crescimento mediado por 

rizobactérias promotoras de crescimento não são totalmente conhecidos. No entanto, 

incluem a habilidade de produzir ou mudar a concentração de fito-hormônios como 

ácido indol-acético, ácido giberélico, citocininas e etileno, fixação assimbiótica de N2 e 

antagonismo contra microrganismos fitopatogênicos, seja por produção de sideróforos, 

β-1,3 glucanase, quitinases, antibióticos e cianeto ou solubilização de fosfato mineral e 

outros nutrientes (Cattelan et al., 1999). Ademais, algumas rizobactérias descritas como 

PGPR podem promover o crescimento indiretamente por afetar a fixação simbiótica de 

N2, nodulação ou ocupação por nódulos. Por exemplo, a co-inoculação de rizobactérias 

e Bradyrhizobium japonicum Kirchmer em sementes de soja aumentou a massa e o 

número de nódulos, dependendo do isolado empregado (Polonenko et al., 1987). 

Muitos estudos com rizobactérias comprovam a promoção de crescimento, mas 

somente sob condições controladas onde estas bactérias não competem com os 

microrganismos existentes no solo (Cattelan et al., 1999). Em alguns casos, no entanto, 

quando isolados de rizobactérias promovem crescimento de plantas em solo não 

esterilizado, supõe-se que ocorra o controle de fungos causadores de doenças. Assim, a 

adição de um isolado de Pseudomonas putida (Trevisan) Migula, produtor de 

sideróforos, converteu um solo conducivo em supressivo a Fusarium spp. para três 

diferentes culturas (linho, rabanete e pepino) (Scher & Baker, 1982). Além disso, um 

isolado de Pseudomonas cepacia Palleroni & Holmes, positivo para produção de β-1,3 

glucanase reduziu a incidência de doenças causadas por R. solani, Sclerotium rolfsii 

Sacc. e Pythium ultimum Trow (Fridlender et al., 1993). Similarmente, cinco isolados 

de Pseudomonas, positivos para produção de antibióticos, promoveram crescimento de 

plantas de batata (Solanum tuberosum L.) em solo não-esterilizado (Kloepper & 

Schroth, 1981). 
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4. Colonização de raízes 

 

 Na rizosfera, o inoculante bacteriano compete por nutrientes e nichos ecológicos 

com os microrganismos endógenos, como outras bactérias e fungos. Genes de P. 

fluorescens que são expressos especificamente na rizosfera (por exemplo, genes rhi) 

têm sido identificados usando a tecnologia de expressão in vivo (Rainey, 1999). Mais de 

20 genes rhi já foram identificados, dos quais 14 demonstraram homologia significativa 

com genes envolvidos na aquisição de nutrientes, resposta a estresse ou secreção. Os 

seis genes rhi restantes não foram homólogos a genes de função conhecida (Bloemberg 

& Lugtenberg, 2001). 

A inoculação de mudas no viveiro e antes do plantio pode aumentar a 

estabilização da população de rizobactérias e sua persistência no campo. Neste sentido, 

notou-se que a taxa de crescimento no campo foi menor que a verificada durante o 

tempo de permanência no viveiro. A inoculação de mudas antes do transplantio resulta 

em aumento do crescimento no campo, ao contrário da inoculação concomitantemente 

ao plantio. Este fato pode estar relacionado à necessidade de determinado intervalo de 

tempo para ocorrer a estabilização da população do microrganismo benéfico, 

especialmente quando este é do tipo endofítico. Em inoculações de isolados de Bacillus 

e Pseudomonas, somente 10% da população inicial permaneceram após a etapa de 

produção de mudas. O declínio da população na rizosfera tem sido observado em outras 

culturas agronômicas, particularmente sob condições de estresse hídrico (Shishido & 

Chanway, 2000), assim como foi observado na rizosfera de pinus (Pinus contorta 

Dougl. ex Loud) (Holl & Chanway, 1992). 

 A população na rizosfera de isolados pertencentes ao gênero Bacillus geralmente 

reduz após o transplantio. Este fato está relacionado à capacidade de as bactérias deste 

gênero esporular sobre condições adversas e, a partir de então, normalmente ser 

observado rápido declínio na população de células vegetativas (Roszak & Colwell, 

1987). No entanto, deve-se considerar que nem todos os isolados pertencentes a uma 

determinada espécie ou gênero são capazes de colonizar raízes. Além disso, 

aparentemente não existe relação positiva entre tamanho da população na rizosfera e 

eficácia na promoção de crescimento (Shishido & Chanway, 2000). 

 Recentes estudos demonstram que ácidos orgânicos formam a base nutricional 

responsável pela colonização da rizosfera. A não-utilização destes compostos, que são 

os principais componentes exsudatos em tomate, por exemplo, reduziu a colonização, 
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enquanto a não-utilização de açúcares não interferiu no processo (Lugtenberg et al., 

1999). 

 

 

5. Rizobactérias para o controle biológico 

 

Recentemente, tem-se verificado que o estímulo ao crescimento e à produção, 

produzido por algumas rizobactérias, tem ocorrido indiretamente através da supressão 

de microrganismos deletérios e, ou, patogênicos, seja por mecanismos de antibiose 

direta (Kloepper, 1991; Luz, 1993; Whipps, 2001) ou por indução de resistência 

sistêmica (Kloepper et al., 1992; Van Loon et al., 1998; Van Loon, 1997; Ramamoorthy 

et al., 2001; Eneback & Carey, 2000; Viswanathan & Samiyappan, 2002; Liu et al., 

1995). 

Em resposta às restrições crescentes para o uso de defensivos químicos, a 

utilização de microrganismos como agentes de controle biológico tem surgido como 

tecnologia promissora. No entanto, há limitações importantes para o sucesso desta 

abordagem como o estreito espectro de ação dos agentes de biocontrole, quando 

comparado com os pesticidas sintéticos (Baker, 1991; Janisiewicz, 1996). Os resultados 

até então obtidos são, na maioria dos casos, inconsistentes, o que leva a um uso 

comercial limitado. Outra alternativa consiste na utilização de mistura de agentes de 

biocontrole e defensivos químicos, que, embora não seja passível de ser empregada para 

agricultura orgânica, tem-se mostrado promissora na agricultura tradicional (Raupach & 

Kloepper, 1998). 

A competição entre o agente de biocontrole e o patógeno por nutrientes 

(carbono, nitrogênio e íon férrico) é apontada como uma das formas pelas quais pode se 

causar a supressão do patógeno. Observou-se, por exemplo, que a inoculação de um 

isolado (WCS 374) de Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula em plantas de 

rabanete aumentou a produção da cultura, provavelmente em virtude da redução da 

incidência de murcha causada por Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. raphani Kendr. 

& Snyder, uma vez que não se constataram incrementos significativos na produção 

quando a incidência desta doença vascular foi inferior a 5% (Leeman et al., 1995). 

Recentemente, genes que codificam para produção do ácido fenazina-1-

carboxílico e 2,4-diacetilfloroglucinol têm sido clonados com o intuito de ser 

combinados em um único isolado capaz de produzir ambos os antibióticos (Bangera & 
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Thomashow, 1996; Bonsall et al., 1997; Pierson & Pierson, 1996), cujos resultados 

preliminares sugerem que a expressão combinada pode aumentar a eficiência no 

biocontrole (Buchenauer, 1998). 

 Patógenos radiculares são afetados por ácido cianídrico (HCN) e outros 

compostos voláteis produzidos por Pseudomonas do grupo fluorescente e espécies de 

Bacillus. Todavia, a significância do HCN na inibição de patógenos é 

contraditoriamente discutida. Em fumo, acredita-se que o HCN pode atuar estimulando 

a formação de pêlos radiculares, conferindo um incremento na resistência a doenças. Os 

genes responsáveis pela biossíntese de HCN de um isolado de P. fluorescens (CHAO), 

reconhecido como efetivo no biocontrole da podridão negra de raízes, causada por 

Thielaviopsis basicola (Berkeley & Broome) Ferraris, foram transferidos para um 

isolado (P3) naturalmente negativo para produção de HCN, promovendo melhor 

proteção contra a doença (Voisard et al., 1989). Efeitos similares têm sido obtidos com 

isolados de Pseudomonas colonizadores de folhas. Assim, um isolado de P. putida 

(Trevisan) Migula, após introdução de genes responsáveis pela biosíntese de HCN, 

protegeu folhas de trigo contra Septoria tritici Roberge ex Desmaz mais eficientemente 

que os isolados parentais (Flaishman et al., 1996). Com exceção do HCN, menor 

atenção tem sido despendida para outros compostos antibióticos produzidos por 

rizobactérias. Vários isolados de Pseudomonas e Bacillus produzem antibióticos 

voláteis que ainda não foram caracterizados quimicamente. Isolados de B. cereus (A 47 

e M 22) e B. subtilis (B 908) produziram compostos voláteis diferentes de HCN, que 

foram eficientes em inibir o crescimento de Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Von 

Arx & Olivier var. tritici J. Walker e Rhizoctonia solani Kühn AG-8 in vitro (Tang, 

1994). 

Rizobactérias estão envolvidas também em sistemas eficientes de absorção de 

ferro, pois podem produzir e secretar sideróforos que representam moléculas de baixo 

peso molecular capazes de ligar com alta afinidade com o ferro, tornando-o indisponível 

para os outros microrganismos. É importante ressaltar que a produção de sideróforos 

formando quelatos com o ferro ocorre especialmente sob condições de limitação deste 

elemento na rizosfera. O ferro complexado, absorvido por proteínas receptoras 

específicas presentes na membrana celular, é então transportado para o interior das 

células. Os sideróforos produzidos por vários isolados de Pseudomonas possuem alta 

especificidade e não podem ser utilizados por outros organismos (Buchenauer, 1998). 
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Os microrganismos rizosféricos são capazes também de produzir enzimas com 

atividade deletéria contra fungos fitopatogênicos. Por exemplo, o gene responsável pela 

produção de quitinase (Chi A) de Serratia marcescens Bizio tem sido clonado e 

expressado constitutivamente em P. putida (Trevisan) Migula. Os isolados 

recombinantes (Chi A+) exibiram atividade de biocontrole contra Sclerotium rolfsii 

Sacc. em feijão e contra R. solani em algodão (Buchenauer, 1998). A partir de 

Enterobacter agglomerans Ewing & Fife, o gene Chi A foi clonado e expresso em 

Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers. A enzima produzida foi capaz de 

inibir o crescimento de R. solani e a germinação de conídios de Fusarium oxysporum 

Schlecht. (Chernin et al., 1997). 

Finalmente, quanto à indução de resistência sistêmica, vários isolados de 

rizobactérias têm demonstrado eficiência no controle de fitopatógenos em diversos 

patossistemas. A título de exemplo, observou-se que um isolado de P. aeruginosa 

Migula (7NSK2) foi eficiente na indução de resistência sistêmica em feijão contra B. 

cinerea (De Meyer e Höfte, 1997) e tomate (Audenaert et al., 2002). 

 A identificação de genes responsáveis pr aumentar o crescimento de plantas tem 

despertado a possibilidade de melhorar a performance de agentes de controle biológico 

por meio da construção de novos isolados por modificação genética. Foi demonstrado 

pela primeira vez que a transferência de um operon completo por meio de um pequeno 

plasmídeo (TN 5), responsável pela biossíntese do antibiótico ácido fenazina-1-

carboxílico, aumentou a competência rizosférica de um isolado de P. fluorescens e a 

eficiência no controle biológico (Timms-Wilson et al., 2000). 

 

 

6. Aplicação de mistura de isolados 

 

Na maioria das pesquisas, agentes de biocontrole de fitopatógenos são 

selecionados e aplicados separadamente contra determinado patógeno-alvo, o que pode 

reduzir sua eficiência e gerar resultados pouco satisfatórios, quando houver mudanças 

nas condições ambientes ou incidência de outras doenças. Desse modo, várias 

estratégias de misturas de agentes de controle biológico podem ser adotadas, incluindo a 

mistura de microrganismos colonizadores de diferentes porções da planta, mistura de 

antagonistas eficientes no biocontrole de diversos patógenos, mistura de antagonistas 

com variados mecanismos de supressão, mistura de microrganismos diferentes 
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taxonomicamente ou mistura de antagonistas que apresentem diferenças quanto à 

temperatura ótima, pH ou condições de umidade para colonizar a planta de interesse 

(Raupach & Kloepper, 1998). 

Vários estudos relatam o emprego de agentes de biocontrole em misturas, 

incluindo mistura de fungos antagonistas (Budge et al., 1995; Datnoff et al., 1995; 

Datnoff et al., 1993), mistura de fungos e bactérias (Duffy et al., 1996; Duffy & Weller, 

1995; Janisiewicz, 1996; Leeman et al., 1996) e mistura de bactérias (Raupach & 

Kloepper, 1998; Boer et al., 1999; Jonhson et al., 1993; Pierson & Weller, 1994; 

Raaijmakers et al., 1995; Schisler et al., 1997; Stockwell et al., 1996). Embora na 

maioria dos casos a mistura promova supressão significativamente maior quando 

comparada à aplicação dos agentes de controle biológico separadamente, existem 

relatos de redução da eficiência dos isolados quando aplicados em conjunto. Assim, 

como pré-requisito, deve-se considerar a compatibilidade entre os co-inoculantes 

(Raupach & Kloepper, 1998). 

Um exemplo do efeito sinérgico da mistura de rizobactérias foi comprovado pela 

aplicação de uma mistura de três isolados de PGPR, identificados como Bacillus pumilis 

Meyer & Gottheil (INR 7), Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (GB 03) e 

Curtobacterium flaccumfaciens (Hodges) Collins & Jones (ME 1), através da aplicação 

em sementes de pepino, onde se constataram maior promoção de crescimento e redução 

de doenças quanto ao efeito dos isolados aplicados individualmente, provavelmente em 

virtude dos diferentes mecanismos de ação de cada um deles (Raupach & Kloepper, 

1998). Outro exemplo foi observado no patossistema R. solani-arroz, em que o uso de 

isolados de Streptomyces spp. e Bacillus cereus Frankland & Frankland, produtores de 

quitinase e combinados com isolados de P. fluorescens e Burkholderia cepacia 

Palleroni & Holmes, produtores de antibióticos, ocasionou maior supressão do patógeno 

(Sung & Chung, 1997). No entanto, em certas situações, a mistura de diferentes isolados 

pode não apresentar efeito sinérgico. Além disso, este efeito pode não ocorrer com a 

mudança das condições ambientes e, ou, com a troca do material vegetal de interesse 

(Schisher et al., 1997). 

Nas misturas, geralmente adota-se a mesma proporção de inóculo dos isolados 

empregados (Raupach & Kloepper, 1998; Boer et al., 1999). No entanto, outras 

proporções podem também surtir resultados satisfatórios. A título de exemplo, a 

aplicação de uma mistura de dois isolados quitinolíticos (Paenibacillus sp. 300 e 

Streptomyces sp. 385), na proporção 1:1 ou 1:4, foi efetiva no controle da murcha de 
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Fusarium do pepino, causada por F. oxysporum Schlecht. f. sp. cucumerinum Owen e 

produziram resultado superior ao obtido quando os isolados foram aplicados 

individualmente (Singh et al., 1999). 

 

 

7. Interação entre rizobactérias e plantas hospedeiras 

 

A interação entre isolados de rizobactérias e genótipos da planta de interesse foi 

muito estudada (Kloepper, 1996), não existindo, porém, um consenso sobre o assunto. 

Chanway (1997) mostrou que 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) após inoculação de raízes ou mudas. Além disso, quando isolados selecionados 

por induzir resistência sistêmica na cultura do pepino e tomate foram empregados para 

inoculação de espécies de Pinus, observou-se efeito significativo na velocidade de 

germinação das sementes, na biomassa da parte aérea e no número de ramos por planta 

de Pinus taeda L. e no peso e na altura da parte aérea de Pinus elliottii Engelm, 

dependendo do isolado empregado (Liu et al., 1995; Wei et al., 1996). Em outros 

estudos, no entanto, evidências mostram que existe uma importante especificidade de 

resposta para espécies arbóreas tratadas com rizobactérias promotoras do crescimento, 

que, aparentemente, depende das condições ambientes e geográficas do local de estudo 

(O’Neill et al., 1992; Chanway & Holl, 1993). Assim, isolados promotores de 

crescimento para uma espécie de planta podem não ser efetivos em outras (Schroth & 

Hancock, 1982). Diferenças na quantidade e qualidade de exsudatos radiculares de 

diversas espécies de plantas, bem como de cultivares e genótipos de uma mesma 

espécie, têm sido relatadas como a causa destas variações (Baldani & Dobereiner, 1980; 

Shishido & Chanway, 1999). 

 

 

8. Produto biológico 

 

Os fatores essenciais para produção do agente de biocontrole incluem a 

estabilização da produção massal, formulação e distribuição final do produto. No caso 
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da produção massal é necessário um meio de crescimento de baixo custo e que permita 

a multiplicação do organismo em estado ótimo para o processo de formulação. Durante 

este processo, o agente de biocontrole deve se manter íntegro do ponto de vista físico, 

químico e biológico. Recomenda-se que o produto formulado se mantenha estável e 

viável por seis meses a dois anos, sob condições variáveis de temperatura. As diferentes 

etapas durante a produção massal, formulação e teste de viabilidade (vida de prateleira 

ou “shelf life”) devem ser monitoradas para garantir a atividade do antagonista. A título 

de exemplo, espécies de Bacillus são facilmente formuladas, por se tratarem de 

bactérias do tipo gram-negativa, mas os endósporos necessitam ser ativados após a 

aplicação (Buchenauer, 1998). 
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OBJETIVOS GERAIS 

 

 

 

 

A utilização de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas pode 

constituir uma estratégia altamente vantajosa para maximizar a propagação clonal do 

eucalipto, uma vez que o uso destes microrganismos tem possibilitado aliar o 

biocontrole de doenças com a indução do enraizamento adventício e promover o 

crescimento. Com este propósito, recentemente foram isoladas e selecionadas 

rizobactérias benéficas, a partir de mudas clonais de eucalipto (Teixeira, 2001), sendo 

esta nova tecnologia protegida pela patente PI-0101400-5. 

Objetivou-se neste trabalho: i- selecionar isolados de rizobactérias específicos 

para as diferentes regiões, materiais genéticos e rotina operacional de propagação clonal 

do eucalipto; ii- determinar a compatibilidade in vitro entre os isolados pré-

selecionados, visando sua utilização em misturas, com o intuito de maximizar a 

promoção de enraizamento, crescimento e biocontrole de doenças; iii- estudar o possível 

efeito sinérgico da mistura de isolados na promoção do enraizamento, crescimento e 

biocontrole; iv- avaliar a especificidade de resposta de clones de eucalipto ao tratamento 

com rizobactérias; v- determinar a forma de veiculação dos isolados de rizobactérias 

mais viável do ponto de vista operacional e de eficiência nos viveiros florestais; vi- 

selecionar e avaliar a eficiência de isolados de rizobactérias para o biocontrole de R. 

solani e C. candelabrum, agentes etiológicos da mela e podridão de miniestacas para 

enraizamento, respectivamente; e vii- determinar a compatibilidade entre isolados pré-

selecionados de rizobactérias e fungicidas químicos, visando ao controle integrado de 

doenças. 
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Artigo 1 

 

 

 

 

 

SELEÇÃO DE ISOLADOS DE RIZOBACTÉRIAS E EFEITO DE SUA 

MISTURA NO ENRAIZAMENTO E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO DO 

EUCALIPTO 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 Procurou-se desenvolver um produto biológico à base de rizobactérias 

promotoras do crescimento, para utilização na propagação clonal de eucalipto visando à 

indução do enraizamento adventício, crescimento e biocontrole. Assim, objetivou-se 

com este trabalho selecionar isolados promissores em diversas regiões geográficas do 

Brasil, sob diferentes condições ambientes e para variados materiais genéticos de 

eucalipto. Na segunda etapa, os isolados foram confrontados in vitro para verificação de 

sua compatibilidade e, finalmente, avaliados in vivo, em misturas ou isoladamente, com 

o objetivo de avaliar o possível efeito sinérgico. Após estaqueamento e manutenção dos 

propágulos, por 25 dias, de diferentes clones em casa de enraizamento sob nebulização 

intermitente, foram avaliados o enraizamento médio e a biomassa radicular seca. A 

compatibilidade entre isolados de rizobactérias foi determinada in vitro pelo método do 

antibiograma no meio de Kado e Heskett e no B de King, enquanto o possível efeito 

sinérgico foi investigado através do tratamento do substrato com os isolados de 
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rizobactérias aplicados individualmente ou em misturas, empregando-se a mesma 

proporção de inóculo dos co-inoculantes. Os incrementos em enraizamento, bem como 

em biomassa radicular, variaram com o isolado de rizobactéria e clone de eucalipto, não 

sendo observado efeito deletério em nenhuma das combinações testadas e para as 

variáveis avaliadas. Considerando-se os clones de eucalipto, para os quais o tratamento 

do substrato com rizobactérias foi eficiente, o ganho médio para enraizamento e 

biomassa radicular foi de 20,4 e 73,0%, respectivamente. No entanto, levando-se em 

conta a interação entre o(s) melhor(es) isolado(s) de rizobactéria e clone de eucalipto, 

observou-se incremento médio de 21,4% e 78,0%, respectivamente para índice de 

enraizamento e biomassa de raízes. Os isolados mais promissores foram o VC2 e Ca 

para enraizamento, e VC2 e 3918 para biomassa radicular. Com a mistura de isolados, 

os incrementos também variaram de acordo com o isolado de rizobactéria, aplicado 

isoladamente ou em mistura e com o clone de eucalipto, não sendo normalmente 

observados efeitos significativos de incremento de misturas compatíveis e vice-versa. 

Considerando outras variáveis como biocontrole, a aplicação dos isolados mais efetivos 

para cada variável poderá otimizar simultaneamente o enraizamento, crescimento e 

biocontrole das principais doenças associadas à propagação clonal do eucalipto. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

O eucalipto é a essência florestal mais plantada no mundo, totalizando mais de 

17,8 milhões de hectares, sendo o Brasil o segundo maior país eucaliptocultor, com uma 

área de aproximadamente três milhões de hectares, superado apenas pela Índia, cujos 

plantios ocupam aproximadamente oito milhões de hectares (Campinhos Jr., 1999; 

FAO, 2000). Enquanto na Índia o plantio extensivo é de baixa produtividade, no Brasil 

a eucaliptocultura intensiva é baseada principalmente em clones elites, resultando em 

uma média de produtividade equivalente a 45-60 m3/ha/ano (Mora & Garcia, 2000). 

Além da alta produtividade, as florestas de eucalipto suprem hoje, 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. 
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Atualmente, as florestas de eucalipto têm despertado também o interesse do setor 

privado, para fixação de carbono atmosférico (CO2) (Alfenas et al., 2004). 

As mudas de eucalipto são produzidas principalmente por meio da propagação 

clonal, a qual foi introduzida no final da década de 70 (Campinhos & Ikemori, 1983). 

Desde o início, a propagação vegetativa sofreu grandes avanços, principalmente quanto 

ao tipo de propágulo e método de rejuvenescimento empregado. Assim, a partir da 

década de 90, duas novas técnicas foram desenvolvidas, denominadas microestaquia e 

miniestaquia, em relação ao princípio de estaquia convencional ou macroestaquia. Na 

primeira, a micropropagação in vitro é utilizada como princípio de rejuvenescimento, 

enquanto na segunda, tem-se como base a propagação seriada (Assis, 2001). 

Indiferentemente do método de propagação clonal, as condições de temperatura e 

umidade relativa elevadas, requeridas para o enraizamento adventício, são 

extremamente favoráveis à incidência de patógenos apodrecedores de estacas e 

miniestacas, principalmente Rhizoctonia solani Kühn e Cylindrocladium spp. (Alfenas 

et al., 1997; Alfenas & Mafia, 2003; Alfenas et al., 2004). 

Embora a evolução nas técnicas de clonagem tenha possibilitado grandes 

incrementos nos índices de enraizamento e na qualidade do sistema radicular (Assis, 

2001), ainda hoje podem ocorrer grandes variações na capacidade rizogênica entre 

espécies de eucalipto e materiais híbridos (Penchel et al., 1995), possibilidade de 

redução gradual do potencial de enraizamento com o envelhecimento ontogênico das 

matrizes (Assis, 2001), incidência de doenças (Alfenas & Mafia, 2003), formação de 

mudas com sistema radicular de baixa qualidade, o que tem refletido na sobrevivência e 

no desenvolvimento das plantas no campo e na baixa velocidade de enraizamento, 

dificultando a otimização das instalações do viveiro. Assim, a utilização de rizobactérias 

promotoras do crescimento tem surgido como tecnologia promissora, sobretudo em face 

das possibilidades de incremento no índice de enraizamento, crescimento e controle de 

doenças (Teixeira, 2001). 

As rizobactérias colonizam a rizosfera, região onde interações entre solo, 

microrganismos e plantas ocorrem, que é dividida em três partes: ectorrizosfera ou solo 

adjacente às raízes; rizoplano ou superfície radicular; e a área interna das raízes, 

compreendida pela rizoderme e células corticais (Benizri et al., 2001). Em virtude da 

presença de exsudatos radiculares, a rizosfera é uma região de intensa atividade 

microbiana (Bowen & Rovira, 1999), onde predominam bactérias de vida livre ou 

bactérias associativas (Chanway et al., 1991) que podem apresentar efeito benéfico, 



 16 

neutro ou deletério sobre as plantas hospedeiras. As bactérias que pertencem ao 

primeiro grupo têm sido designadas “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria – PGPR” 

(Kloepper & Schroth, 1978). Esse termo foi utilizado inicialmente para descrever 

isolados de bactérias de ocorrência natural e de vida livre no solo, cuja maioria pertence 

aos gêneros Bacillus e Pseudomonas, que apresentam a capacidade de colonizar as 

raízes de plantas e estimular o seu crescimento. Outros gêneros ainda incluem 

Azotobacter, Arthrobacter, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia e 

Azospirillum (Benizri et al., 2001). 

 O efeito de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (Kloepper & 

Schroth, 1978) tem sido avaliado para culturas agronômicas, mas recentemente, 

investigações com espécies arbóreas têm evidenciado resultados promissores para 

produção (Chanway, 1997; Eneback et al., 1998; Shishido & Chanway, 2000). No setor 

florestal, onde o tempo de rotação é muito longo, a inoculação com rizobactérias 

geralmente não objetiva aumento direto na produção de madeira. Todavia, as mudas 

produzidas com rizobactérias podem sobreviver por mais tempo e se estabelecerem 

mais rapidamente no campo após o plantio, em razão da melhoria da qualidade do 

sistema radicular, além da possibilidade de redução de doenças nos primeiros anos. No 

entanto, a variabilidade de resposta tem impedido o desenvolvimento de inoculantes 

bacterianos para árvores (Chanway & Holl, 1993a, 1994). 

Estudos envolvendo promoção de crescimento para espécies arbóreas, do grupo 

das angiospermas, relatam, basicamente, incremento na biomassa de mudas relacionado 

ao controle não-inoculado. Ademais, não foram conduzidos experimentos em condições 

de viveiro (Chanway, 1997). Para o gênero Eucalyptus, existe à primeira vista, apenas 

um relato do efeito da co-inoculação de Azotobacter chroococcum Beijerinck e Bacillus 

megaterium de Bary em Eucalyptus camaldulensis Dehnh., com um incremento de 44% 

na biomassa (Mohammad & Prassad, 1988). Em contrapartida, vários estudos têm sido 

conduzidos com gimnospermas, principalmente coníferas dos gêneros Pinus, Picea, 

Tsuga e Pseudotsuga (Chanway, 1997). 

 O uso de rizobactérias com o intuito de incrementar a produtividade de plantas 

tem sido extensivamente estudado há vários anos para diversas culturas agronômicas 

como batata (Burr et al., 1978; Kloepper et al., 1980), cana-de-açúcar (Suslow & 

Schroth, 1982), canola (Kloepper et al., 1988), amendoim (Turner & Backman, 1991), 

trigo (Weller & Cook, 1986), cevada (Iswandi et al., 1987), milho (Lalande et al., 1989) 

e tomate (Gagné et al., 1993), entre outras. Todavia, o efeito na produção vegetal em 
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cultivo protegido tem recebido pouca atenção (Gagné et al., 1993). Como exemplo das 

possibilidades de utilização de rizobactérias em cultivo protegido, foi demonstrado que 

substrato utilizado em horticultura, à base de turfa, apresentou boa adaptabilidade para 

bacterização com rizobactérias, embora não tenha sido comparado com a inoculação de 

sementes no campo (Digat, 1988). Ao introduzir rizobactérias (108 u.f.c./mL) em 

substrato à base de turfa (75 mL de inóculo/L de substrato), a produção de tomates foi 

aumentada e o acompanhamento da população, utilizando-se dois isolados mutantes 

resistentes a antibiótico, evidenciou, no período da colheita, a manutenção da 

viabilidade de células usadas no tratamento e o sucesso na colonização do sistema 

radicular sob condições normais de produção (Gagné et al., 1993). Considerando-se os 

exemplos de várias culturas, a utilização de rizobactérias na propagação clonal do 

eucalipto tem grandes possibilidades de sucesso, uma vez que nesse sistema são 

empregados substratos de composição essencialmente orgânica, e as principais etapas 

da multiplicação clonal são realizadas sob condições controladas. Desse modo, 

objetivou-se, neste trabalho avaliar o efeito de rizobactérias no enraizamento e 

crescimento de mudas de eucalipto propagadas por meio de miniestaquia e o possível 

efeito sinérgico entre os isolados selecionados. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados de rizobactérias e preparo das suspensões 

 

 Empregaram-se oito isolados de rizobactérias, obtidos a partir da rizosfera de 

mudas clonais de eucalipto de diferentes regiões do País. Estes microrganismos foram 

pré-selecionados de acordo com a capacidade em promover incremento na biomassa de 

raízes e induzir o enraizamento adventício (Teixeira, 2001). Após identificação por 

meio da análise filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 

16S), conforme Tabela 1, os isolados foram depositados na coleção do Laboratório de 

Patologia Florestal (UFV). 

Para proceder ao preparo das suspensões rizobacterianas, cada isolado foi 

cultivado separadamente em meio de Kado & Heskett (1970), no escuro. Após 48 h, 

procedeu-se à raspagem das colônias de bactérias em solução salina (NaCl 0,85%). A 
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concentração de cada suspensão foi ajustada de acordo com a correlação entre a 

densidade ótica e número de unidades formadoras de colônias (u.f.c./mL) para 0,2 Abs. 

(540 nm), o que corresponde aproximadamente a 108 u.f.c./mL. As suspensões foram 

mantidas sob refrigeração até a sua utilização. 

 

Tabela 1 - Identificação dos isolados bacterianos pré-selecionados com base na análise 

filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) 

Isolados Identificação 

FL2 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900 

3918 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S2 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S1 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

MF2 Pseudomonas sp. Migula, 1894 

CIIb 
Stenotrophomonas maltophilia (Hugh 1872) Palleroni & Bradbury 1993 / S. 

nitritireducens Finkmann et al., 2000 

Ca Pseudomonas fulva Lizuga & Komagata 1963 

VC2 Não identificado 

Fonte: Teixeira (2001). 

 

 

Seleção de isolados de rizobactérias 

 

Para proceder à seleção, foram instalados 52 experimentos de campo, em 

viveiros florestais localizados em Aracruz-ES, Belo Oriente-MG, Bom Despacho-MG, 

Curvelo-MG, Dionísio-MG, Eunápolis-BA, Guaíba-RS, Itapetininga-SP e Jacareí-SP, 

envolvendo 44 clones de eucalipto e oito isolados de rizobactérias. As composições dos 

substratos encontram-se sumarizadas na Tabela 2. Em todos os experimentos, as 

suspensões de rizobactérias foram adicionadas ao substrato de enraizamento na 

proporção de 0,1 mL/cc de substrato e homogeneizadas em misturador apropriado. 

Após esta etapa, miniestacas dos diferentes clones foram coletadas de áreas de 

minijardins clonais de eucalipto, estaqueadas no substrato rizobacteriado e postas a 

enraizar em casa de enraizamento dotadas de nebulização intermitente, temperatura de 

aproximadamente 27 ºC e umidade relativa do ar acima de 80%. Decorridos 25 dias do 

estaqueamento, avaliaram-se o índice de enraizamento e a biomassa seca de raízes, após 
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secagem em estufa por 24 h a 70 ºC, para cada combinação isolado/clone. Os 

experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, composto de 

seis repetições, cada uma constituída de 176 miniestacas. 

 

Tabela 2 - Composição e proporção volumétrica dos substratos, para as diferentes 

localidades, empregados nos ensaios de seleção 

Local Componentes Proporção 

Aracruz-ES 
Composto de casca de eucalipto, casca de arroz carbonizada e 

vermiculita 
50:25:25 

Belo Oriente-MG Casca de arroz carbonizada e vermiculita 50:50 

Bom Despacho-MG 
Composto de casca de eucalipto, casca de arroz carbonizada e 

vermiculita 
68:16:16 

Curvelo-MG 
Composto de casca de eucalipto, casca de arroz carbonizada e 

vermiculita 
50:25:25 

Dionísio-MG Substrato Mec-Plant e vermiculita 60:40 

Eunapólis-BA Substrato Plantmax, casca de arroz carbonizada e vemiculita 50:30:20 

Guaíba-RS Casca de arroz carbonizada e vermiculita 50:50 

Itapetininga-SP Substrato Mec-Plant, casca de arroz carbonizada e vermiculita 30:20:50 

Jacareí-SP 
Sunshine (composto à base de casca de Pinus), vermiculita e 

casca de arroz carbonizada 
60:20:20 

 

Com o objetivo de identificar os isolados mais efetivos, para cada variável, foi 

calculada a freqüência ponderada, definida pela razão entre o número de vezes em que o 

isolado proporcionou incrementos significativos em relação ao número de ensaios em 

que cada um deles foi testado, uma vez que, nem sempre todos foram utilizados nos 

ensaios de seleção. 

 

 

Compatibilidade de isolados de rizobactérias 

 

 Visando avaliar a interação entre isolados de rizobactérias para posteriormente 

utilizar os isolados em mistura, foi realizado o pareamento das culturas em meio de 

Kado & Heskett (1970) e meio B de King (King et al., 1954) pelo método do 

antibiograma. Para isso, discos de papel de filtro nº 1 foram previamente embebidos na 

suspensão de rizobactérias (0,2 Abs.) e secos sob ventilação forçada por 15 min. Após 
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esta etapa, foram depositados sob placas previamente repicadas com o isolado de 

rizobactéria confrontante. As placas foram mantidas a 27 ºC, no escuro, e avaliadas 

depois de 24 e 48 hs. Todas as combinações foram realizadas de forma que cada isolado 

fosse pareado com os demais, ora na situação de confrontante (repicado para placa) ou 

não (presente no disco de papel-filtro). Além disso, amostras de discos embebidos com 

os isolados rizobacterianos foram depositadas sob meio de Kado & Heskett e incubadas 

nas mesmas condições, para certificar a viabilidade das culturas e a inexistência de 

contaminantes fúngicos e, ou, bacterianos; no último caso, somente pela morfologia da 

colônia. Neste experimento, montado em delineamento inteiramente casualizado, foram 

utilizadas cinco repetições para cada combinação, cada qual constituída de uma placa 

com cinco discos confrontantes. As avaliações foram realizadas de forma qualitativa, 

atribuindo sinais positivos e negativos, para os casos em que ocorria compatibilidade ou 

incompatibilidade, respectivamente. 

 

 

Efeito da mistura de isolados de rizobactérias 

 

De posse dos resultados dos ensaios realizados in vitro, foram instalados três 

experimentos, envolvendo cinco clones (1270, 3016, C041, P4295 e VR3709) de 

eucalipto e quatro (FL2, MF2, S2 e CIIb) de rizobactérias, visando avaliar o possível 

efeito sinergístico entre os isolados sabidamente compatíveis. No primeiro ensaio, 

testaram-se os isolados FL2, MF2 e S2, individualmente ou nas misturas M1 (FL2 + 

MF2), M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2) para o clone 1270. No segundo experimento, 

testaram-se os mesmos tratamentos para o clone 3016 e, no terceiro e último ensaio, os 

isolados FL2, CIIb e S2 e as misturas M1 (FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) e M3 (CIIB + 

S2) foram empregados visando avaliar o efeito na indução da rizogênese e crescimento 

de mudas dos clones C041, P4295 e VR3709. Decorridos 25 dias do estaqueamento, 

avaliaram-se o índice de enraizamento e a biomassa seca de raízes para cada 

combinação isolado ou mistura de isolados e clone de eucalipto. Os experimentos foram 

montados em delineamento inteiramente casualizado, composto de seis repetições, cada 

uma constituída de 176 miniestacas. 
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Análises estatísticas 

 

 Os dados de cada ensaio foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 

aplicando-se o teste F, ao nível de 5% de probabilidade, e as médias foram comparadas 

pelo teste de Tukey. Os dados de enraizamento (E) foram transformados para arco 

seno*(E/100) ou para log (1/1 - (E/100)) (Bartlett, 1947), para atendimento das 

pressuposições da análise de variância. Os dados de biomassa seca de raízes (BR), 

quando necessário, foram transformados para raiz quadrada. As análises estatísticas 

foram realizadas com o auxílio do pacote estatístico SAS V.8 (SAS Institute, Cary, NC, 

USA). 

 

 

RESULTADOS 

 

Os incrementos em enraizamento, bem como na biomassa radicular, variaram de 

acordo com o isolado de rizobactéria e clone de eucalipto, não sendo observado efeito 

deletério em nenhuma das combinações testadas. Considerando-se os clones de 

eucalipto responsivos ao tratamento do substrato com rizobactérias, o ganho médio para 

enraizamento e biomassa radicular foi de 20,4 e 73,0%, respectivamente. No entanto, 

levando-se em conta a interação entre o(s) melhor(es) isolado(s) de rizobactéria e clone 

de eucalipto, observou-se incremento médio de 21,4% e 78,0%, respectivamente para 

índice de enraizamento e biomassa de raízes. Para enraizamento, a melhor combinação 

entre isolado de rizobactéria e clone de eucalipto foi obtida com o tratamento do 

substrato com o isolado FL2 e o clone 619, propiciando um incremento de 135% 

(Tabela 3). Além disso, constatou-se reprodutibilidade dos resultados obtidos, para os 

clones testados mais de uma vez. Assim, os clones 2277 e 6013, quando propagados em 

substrato rizobacterizado, apresentaram índice de enraizamento superior quando 

tratados com os isolados FL2 e 3918 nas duas vezes em que foram testados. Para 

biomassa radicular, a melhor combinação entre isolado de rizobactéria e clone de 

eucalipto propiciou um incremento de 285%, quando foram empregados o isolado 3918 

e o clone 1270 (Tabela 4). Em relação à reprodutibilidade dos resultados, observou-se 

para o clone 2277 uma resposta diferenciada, sendo o melhor isolado no primeiro ensaio 

(FL2) diferente do segundo (Ca). Entretanto, para o clone 6013, independentemente do 

ensaio, o isolado Ca foi o mais efetivo. 
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Tabela 3 - Enraizamento médio de clones de eucalipto com respectivos ganhos promovidos por isolados de rizobactérias pré-selecionados. 
aCoeficiente de variação (%), bganho médio e cganho médio considerando o(s) melhor(es) isolado(s), respectivamente 

Tratamento Local Clone 
Test. FL2 3918 S2 S1 MF2 CIIb Ca VC2 

CVa GMb GMIc 

1428 53 b 89 a 90 a 91 a 91 a 90 a - - - 12,1 70 70 
2029 56 55 62 62 54 69 - - - 19,8 - - 
1501 84 98 97 97 95 97 - - - 9 - - 

11099 91 94 90 90 88 93 - - - 6,3 - - 
20242 64 61 69 73 59 73 - - - 17 - - 
1428 77 88 88 91 79 77 - - - 10,1 - - 
2029 94 91 93 94 94 93 - - - 7,6 - - 

Aracruz 
ES 

1501 97 97 96 97 97 96 - - - 4,2 - - 
57 82 83 83 - 82 79 - - - 6,8 - - 

1209 62 68 62 - 69 60 - - - 11,7 - - 
1274 79 80 77 - 81 75 - - - 7 - - 
7074 82 85 85 - 81 80 - - - 7 - - 

Belo Oriente 
MG 

129 79 82 79 - 79 74 - - - 7,1 - - 
042 68 b 92 a 90 a 73 b 96 a - - - - 10,8 36 36 
1270 77 c 80 c 97 a 88 b 92 ab - - - - 6,9 20 26 

Bom 
Despacho 

MG 224 93 b 94 ab 97 a 93 b 97 a - - - - 2 4 4 
3016 96 97 95 98 98 - - - - 6,5 - - 
3486 73 b 91 a 83 ab 86 a 95 a - - - - 10,3 24 24 
3025 90 91 88 91 87 - - - - 7,9 - - 

Curvelo 
MG 

3334 92 ab 93 a 93 a 95 a 89 b - - - - 2,6 - - 
57 97 95 95 98 94 98 - - - 2,67 - - 

2719 92 91 93 92 81 91 - - - 7,8 - - 
1591 74 63 73 70 62 63 - - - 11 - - 

Dionísio 
MG 

129 52 62 61 46 40 41 - - - 33 - - 
 
 
 
 

Continua... 



 23 

Cont... 
Tratamentos Local Clone 

Test. FL2 3918 S2 S1 MF2 CIIb Ca VC2 
CVa GMb GMIc 

602 39 47 56 65 63 - - - - 11 - - 
3330 45 19 24 48 58 - - - - 26 - - 
6870 35 abc 26 bc 25 c 51 a 47 ab - - - - 13 - - 

Guaíba 
RS 

6872 48 56 52 71 55 - - - - 13,6 - - 
442 91 bc 86 c 98 ab 96 abc 98 ab - - 99 a - 9,2 9 9 

2277 89 b 97 a 96 a 96 a 96 a - - 97 a - 2,6 8 8 
6013 96 b 97 b 100 a 93 b 97 b - - 96 b - 3,1 4 4 

10 86 b 92 a 95 a 93 a 96 a - - 94 a - 3,5 9 9 
9844 53 52 56 54 60 - - 50 - 13,1 - - 
619 26 b 61 a 52 a 55 a 37 ab - - - - 9,7 115 115 
617 17 b 27 a 28 a 23 a 25 a - - - - 8,7 51 51 
24 40 43 40 36 38 - - - - 40,2 - - 
10 93 b 98 a 98 a 97 a 98 a - - 97 a - 1,5 5 5 

1172 79 83 95 96 89 - - 92 - 10,2 - - 
2277 92 b 98 a 98 a 98 a 98 a - - 98 a - 1,9 7 7 
6013 93 b 98 a 99 a 98 a 99 a - - 99 a - 1,8 6 6 

Itapetininga 
SP 

9882 87 b 94 a 95 a 94 a 97 a - - 95 a - 2,8 9 9 
CO41 76 c 90 ab 95 a 82 bc 90 ab - 91 ab - - 10,5 20 25 
P4295 87 ab 96 a 79 b 84 b 84 b - 87 ab - - 9,4 - - 
VR370 82 c 91 ab 83 c 89 abc 93 a - 84 bc - - 6,3 12 13 
C151 92 b 98 a 98 a - 96 a - - 97 a 99 a 2,0 6 6 
C183 81 c 91 b 95 ab - 98 a - - 95 ab 94 ab 3,5 17 21 

Jacareí 
SP 

TC31 93 b 99 a 99 a - 98 a - - 99 a 99 a 1,19 6 6 
244 79 c 91 a 86 ab 93 a 85 b - - 90 a - 5,0 13 16 
830 86 c 89 bc 92 ab 96 a 97 a - - 89 bc - 3,9 10 12 
865 68 b 85 a 85 a 84 a 88 a - - 84 a - 8,9 25 25 

1006 88 b 95 a 98 a 97 a 97 a - - 93 ab - 4,8 10 10 

Eunápolis 
BA 

1028 82 c 94 ab 89 b 94 ab 93 ab - - 96 a - 5,3 14 17 
* Médias seguidas da mesma letra, para cada local e clone, não diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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Tabela 4 - Biomassa seca de raízes de clones de eucalipto com respectivos ganhos promovidos por isolados de rizobactérias pré-selecionados. 
aCoeficiente de variação (%), bganho médio e cganho médio considerando o(s) melhor(es) isolado(s), respectivamente 

Tratamento Local Clone 
Test. FL2 3918 S2 S1 MF2 CIIb Ca VC2 

CVa GMb GMIc 

1428 1091 1527 1404 1645 1423 1464 - - - 18,6 - - 
2029 1821 ab 2185 a 1582 b 2063 a 1812 ab 1830 ab - - - 14,8 - - 
1501 1200 b 1751 a 1625 a 1758 a 1610 a 1776 a - - - 10,8 42 42 

11099 81 b 98 ab 104 a 97 ab 79 b 116 a - - - 18,3 36 36 
20242 91 b 140 a 90 b 135 a 94 b 122 a - - - 17,6 45 45 
1428 78 107 83 104 91 85 - - - 35,1 - - 
2029 165 143 141 147 160 144 - - - 37,7 - - 

Aracruz 
ES 

1501 190 139 146 160 130 178 - - - 35,1 - - 
57 2033 2016 2300 - 2200 2016 - - - 28,3 - - 

1209 916 b 1316 a 1250 a - 1350 a 1266 a - - - 13,1 41 41 
1274 1316 c 1850 a 1950 a - 2000 a 1683 b - - - 10,9 42 47 
7074 1083 b 1800 a 1900 a - 1833 a 1833 a - - - 11,32 70 70 

Belo Oriente 
MG 

129 1033 c 1516 ab 1250 bc - 1583 a 1483 ab - - - 20,6 48 53 
042 900 b 1180 b 1928 a 868 b 1020 b - - - - 42,2 114 114 

1270 604 b 1040 b 2328 a 1106 b 1190 b - - - - 38 285 285 
Bom 

Despacho 
MG 224 2356 b 3162 a 3740 a 2152 b 2536 ab - - - - 2,34 47 47 

3016 920 b 1380 ab 1380 ab 1640 a 1040 b - - - - 29,8 78 78 
3486 660 c 1240 a 1100 ab 1220 a 920 b - - - - 9,4 70 86 
3025 760 d 1060 bc 1520 a 1300 ab 920 cd - - - - 8,7 70 100 

Curvelo 
MG 

3334 840 b 1040 ab 1280 a 1240 a 1060 ab - - - - 16,6 50 50 
57 2020 1620 1370 1410 1821 1667 - - - 58,3 - - 

2719 1219 bc 1048 c 1828 a 1576 ab 1510 abc 1438 abc - - - 20,9 50 50 
1591 691 b 800 b 1265 a 1148 a 1203 a 980 ab - - - 23,1 74 74 

Dionísio 
MG 

129 652 727 522 671 638 706 - - - 28,1 - - 
 
 
 

Continua... 
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Cont... 
Tratamentos Local Clone 

Test. FL2 3918 S2 S1 MF2 CIIb Ca VC2 
CVa GMb GMIc 

602 164 b 213 ab 199 b 275 a 212 ab - - - - 23,2 68 68 
3330 86 87 56 127 98 - - - - 12,0 - - 
6870 72 b 92 b 112 ab 100 b 169 a - - - - 9,4 135 135 

Guaíba 
RS 

6872 208 b 216 b 279 ab 294 a 344 a - - - - 3,4 53 53 
442 385 388 460 343 429 - - 457 - 17,3 - - 

2277 282 b 372 a 263 b 271 b 292 b - - 269 b - 13,4 32 32 
6013 352 b 375 b 379 b 359 b 389 b - - 510 a - 20,6 45 45 

10 156 b 255 a 241 a 163 b 231 ab - - 181 ab - 23,6 59 59 
9844 54 bc 75 ab 53 bc 102 a 66 bc - - 39 c - 27,6 89 89 
619 107 b 97 b 146 a 111 ab 88 b - - - - 22,7 36 36 
617 66 74 85 88 89 - - - - 37 - - 
24 70 c 79 bc 125 a 79 bc 112 ab - - - - 6,4 69 79 
10 266 c 439 b 600 a 452 b 416 bc - - 403 bc - 19,3 87 126 

1172 96 c 245 ab 270 ab 185 b 276 ab - - 301 a - 22,3 166 214 
2277 408 b 689 a 556 ab 559 ab 615 a - - 753 a - 4,9 68 68 
6013 337 b 595 a 589 a 463 ab 555 a - - 743 a - 6,1 84 84 

Itapetininga 
SP 

9882 309 b 313 b 537 a 468 a 386 ab - - 395 ab - 5,4 63 63 
CO41 546 b 613 b 897 a 533 b 650 b - 648 b - - 22,9 64 64 
P4295 420 c 701 a 579 ab 584 ab 520 bc - 541 bc - - 19,9 48 67 
VR370 787 b 889 ab 1053 a 825 b 845 b - 894 ab - - 15,2 34 34 
C151 440 580 438 - 396 - - 413 439 27 - - 
C183 228 b 384 a 528 a - 530 a - - 476 a 508 a 12,6 113 113 

Jacareí 
SP 

TC31 448 c 740 a 489 b - 598 b - - 711 a 711 a 25,9 45 61 
244 190 c 242 bc 271 abc 327 ab 362 a - - 252 bc - 21,7 82 91 
830 446 b 428 b 632 ab 775 a 520 ab - - 406 b - 5,1 74 74 
865 236 b 382 a 553 a 333 ab 397 a - - 375 ab - 6,5 88 88 

1006 390 b 448 b 654 a 530 ab 647 a - - 515 ab - 25,4 67 67 

Eunápolis 
BA 

1028 340 b 442 b 481 b 374 b 641 a - - 484 b - 24,6 89 89 
* Médias seguidas da mesma letra, para cada local e clone, não diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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Considerando o enraizamento médio, observou-se que os isolados VC2 e Ca foram 

os mais efetivos, com freqüências equivalentes a 1,00 e 0,72, respectivamente. Em relação 

à biomassa radicular, no entanto, verificou-se que os isolados VC2 e 3918 se destacaram 

dos demais com valores iguais a 0,66 e 0,52, respectivamente (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Comparação dos isolados de rizobactérias em relação ao incremento de 

enraizamento e biomassa de raízes de eucalipto 

Enraizamento (%) Biomassa de raízes (mg) 

Isolado Freqüência* Isolado Freqüência 

VC2 1,00 VC2 0,66 

Ca 0,72 MF2 0,41 

FL2 0,38 3918 0,52 

3918 0,44 FL2 0,37 

S1 0,42 S1 0,37 

S2 0,36 S2 0,36 

CIIb 0,33 Ca 0,33 

MF2 0,06 CIIb 0,00 

*Resultados baseados na Tabela 4. 

 

Nos ensaios realizados in vitro, visando avaliar a compatibilidade entre isolados de 

rizobactérias, observou-se a mesma resposta nos pareamentos em meio de cultivo de Kado 

& Heskett e meio B de King. Além disso, os isolados, quando repicados como 

confrontantes (repicado para placa) ou não (presente no disco de papel-filtro), resultaram 

em reações com pequenas variações no diâmetro dos halos de inibição, sem haver, porém, 

diferenças quanto à compatibilidade entre estes. 

Em 64% das combinações possíveis, não se constataram reações de 

incompatibilidade entre os isolados de rizobactérias. Além disso, os isolados VC2 e CIIb 

foram compatíveis com o maior número de isolados, totalizando, cada um, 90% de misturas 

possíveis. Em contrapartida, o isolado S1 demonstrou menor possibilidade de combinação. 

Nas misturas entre isolados da mesma espécie, como aqueles pertencentes a B. subtilis, 

foram observados 70% de possíveis combinações (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Interação de isolados de rizobactérias pré-selecionados, considerando-se o meio 

de Kado & Heskett e meio B de King 

 Isolados de rizobactérias 

 S2 3918 VC2 R1 MF4 S1 CIIb FL2 Ca MF2 

S2 + - + + - - + - - - 

3918 - + + + - + + - - - 

VC2 + + + - + + + + + + 

R1 + + - + + - + - + + 

MF4 - - + + + - + + + + 

S1 - + + - - + - - - - 

CIIb + + + + + - + + + + 

FL2 - - + - + - + + + + 

Ca - - + + + - + + + + 

MF2 - - + + + - + + + + 

* Sinal positivo (+) indica combinações compatíveis, ou seja, sem surgimento de halos de 
inibição entre isolados de rizobactérias, enquanto o negativo (-) refere-se a combinações 
em que ocorreram halos inibitórios. 

 

 

Nos ensaios de mistura de isolados, os incrementos variaram de acordo com o 

isolado de rizobactéria, aplicado isoladamente ou em mistura no substrato e de acordo com 

o clone de eucalipto. Assim, constatou-se, para o clone 1270 (Figura 1), incremento 

significativo para enraizamento médio, independentemente da aplicação dos isolados 

individualmente ou nas misturas, mesmo para M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2), 

sabidamente incompatíveis, pelo menos em condições in vitro. No caso da biomassa 

radicular, observou-se que o isolado S2 e a mistura M1 (FL2 + MF2), esta sabidamente 

compatível, foram os melhores tratamentos, com incrementos de 62 e 57%, 

respectivamente. 

Quanto ao clone 3016, nas duas variáveis analisadas, todos os tratamentos diferiram 

significativamente da testemunha. Como para o clone 1270, a mistura M1 (FL2 + S2) 

destacou-se como a mais promissora para enraizamento, diferindo da mistura M2 (FL2 + 

S2), sabidamente incompatível. Para a biomassa radicular, não ocorreu diferenciação entre 
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os tratamentos de rizobactérias, independentemente de estarem ou não combinados com 

outros isolados, sendo o maior incremento observado para o isolado MF2 com 64% de 

ganho (Figura 2). 

A propagação do clone C041 em substrato rizobacterizado propiciou a melhor 

distinção entre os tratamentos, sendo observada, no geral, redução da eficiência dos 

isolados quando aplicados em mistura sabidamente incompatíveis (M2 = FL2 + S2). Além 

disso, a mistura M3 (CIIb + S2), que in vitro foi qualificada como compatível, não 

promoveu incrementos significativos quando comparada com a testemunha para 

enraizamento médio, apresentando resultado intermediário para biomassa radicular. Os 

melhores resultados foram obtidos com os isolados FL2 e S2, aplicados individualmente 

para enraizamento, e a mistura M1 (FL2 + CIIb) para biomassa radicular, com incrementos 

de 10 e 239%, respectivamente (Figura 3). 

No caso do clone P4295, todos os isolados, aplicados isoladamente ou em 

combinações promoveram incrementos significativos no índice de enraizamento e na 

biomassa radicular (Figura 4), com incrementos máximos de 18 e 88%, promovido pelo 

isolado FL2 ou pelas misturas M1 (FL2 + CIIb) e M2 (FL2 + S2), respectivamente, sendo 

esta última combinação considerada incompatível pelos pareamentos realizados in vitro. 

Para o clone VR3709, somente a mistura M3 (CIIb + S2) não apresentou resultado 

satisfatório para índice de enraizamento, mesmo sendo considerada compatível in vitro. 

Além disso, para biomassa radicular todos os tratamentos apresentaram efeito significativo, 

com incremento máximo de 162%, pelo isolado S2 (Figura 5). 
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Figura 1 - Enraizamento médio e biomassa radicular do clone 1270 propagado em substrato 

rizobacterizado com os isolados FL2, MF2, S2 e com as misturas M1 (FL2 + 

MF2), M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2). Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 16,5 e 22,7 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 2 - Enraizamento médio e biomassa radicular do clone 3016 propagado em substrato 

rizobacterizado com os isolados FL2, MF2, S2 e com as misturas M1 (FL2 + 

MF2), M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2). Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 12,0 e 23,4 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 3 - Enraizamento médio e biomassa radicular do clone C041 propagado em 

substrato rizobacterizado com os isolados FL2, CIIb, S2 e com as misturas M1 

(FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) e M3 (CIIb + S2). Colunas sob a mesma letra 

não diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 6,7 e 20,5 para 

enraizamento e biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 4 - Enraizamento médio e biomassa radicular do clone P4295 propagado em 

substrato rizobacterizado com os isolados FL2, CIIb, S2 e com as misturas M.  

(FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) e M3 (CIIb + S2). Colunas sob a mesma letra 

não diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 4,5 e 25,4 para 

enraizamento e biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 5 - Enraizamento médio e biomassa radicular do clone VR3709 propagado em 

substrato rizobacterizado com os isolados FL2, CIIb, S2 e com as misturas M1 

(FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) e M3 (CIIb + S2). Colunas sob a mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 1,0 e 23,6 para 

enraizamento e biomassa radicular, respectivamente. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Em geral, obtiveram-se respostas significativas mais freqüentes para a variável 

biomassa radicular, o que, provavelmente, deveu-se ao fato do enraizamento adventício ser 

um processo fisiológico complexo e depender da otimização concatenada de vários fatores 

(Assis, 2001). Outro ponto a considerar diz respeito à capacidade máxima rizogênica, que é 

variável de acordo com o material genético. 

 Observou-se inicialmente, nos resultados de seleção, certa variação na eficiência 

dos isolados de rizobactérias. A redução da população de certas rizobactérias na rizosfera é 

apontada como um dos motivos da variabilidade de resposta no crescimento. Contudo, em 

alguns casos, não ocorre concomitantemente redução na eficácia de promoção de 

crescimento e na população de rizobactérias (Reddy & Rahe, 1989). A título de exemplo, 

para espécies arbóreas, um isolado de Bacillus (L6-16R) foi capaz de colonizar 

efetivamente a rizosfera de pinus (Pinus contorta Dougl. ex Loud) um mês após a 

inoculação, mas, após este período, a população declinou, coincidindo com o período de 

promoção de crescimento (Holl & Chanway, 1992). Em outras condições, realizando o 

estudo em câmaras de crescimento, dois isolados de Bacillus, denominados L6-16R e Pw-

2R, mantiveram-se na rizosfera de pinus (P. contorta), em uma população elevada (acima 
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de 5 x 107 u.f.c/g de tecido radicular fresco) e estável em pelo menos duas semanas após a 

inoculação, tendo sido verificado declínio na população somente a partir da quarta semana 

(Shishido et al., 1995). 

 Ainda no que se refere à capacidade de colonização da superfície radicular e do 

substrato rizosférico, certas rizobactérias promotoras de crescimento são capazes também 

de penetrar nos tecidos vegetais e colonizar microssítios internos nas plantas (Hallmann et 

al., 1997), algo que não pode ser descartado para os isolados testados. A promoção de 

crescimento, normalmente, ocorre de forma mais consistente para rizobactérias capazes de 

colonizar os tecidos internos da planta hospedeira (Shishido & Chanway, 2000). Isso ocorre 

em virtude de não haver, neste caso, competição com os microrganismos naturais do solo, 

que potencialmente podem reduzir ou até mesmo excluir as rizobactérias benéficas 

introduzidas (Kloepper et al., 1989). 

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de seleção, aparentemente existe 

uma especificidade entre isolados de rizobactérias e clones de eucalipto, o que explica 

dessa forma, as diferenças de resposta ao processo de tratamento do substrato com 

rizobactérias. Existem evidências desta especificidade de resposta para espécies arbóreas 

tratadas com rizobactérias (O’Neill et al., 1992; Chanway & Holl, 1993b), que, 

aparentemente, estão relacionadas com as condições ambientes e geográficas (Eneback et 

al., 1998). Tal fato pode explicar a maior resposta à aplicação de rizobactérias em 

determinadas regiões. Além disso, também se devem considerar as diferenças no substrato 

de enraizamento, uma vez que uma série de fatores abióticos (pH, disponibilidade de 

nutrientes, retenção de umidade, aeração etc.) e bióticos (composição quali-quantitativa da 

microbiota e outros) poderá favorecer ou não a colonização, sobrevivência e a atividade 

benéfica das rizobactérias. 

Nos ensaios de seleção, observaram-se grandes variações nos incrementos mediados 

pelas rizobactérias e, no geral, os ganhos podem ser considerados satisfatórios quando 

comparados à introdução da técnica de miniestaquia, que propiciou acréscimo no índice de 

enraizamento de no máximo 40% (Assis, 2001). Além disso, deve-se considerar que o 

processo de tratamento do substrato com rizobactérias não envolve alterações significativas 

de infra-estrutura ou no manejo durante a produção de mudas, podendo maximizar a 

produção de mudas e otimizar a utilização das instalações do viveiro. 
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 Considerando as misturas de isolados, com vistas ao incremento no efeito benéfico 

no enraizamento e crescimento, expresso pela biomassa radicular, os resultados obtidos in 

vitro não se correlacionaram totalmente com os observados in vivo. Assim, misturas 

consideradas compatíveis numa situação não promoveram incrementos significativos 

quando comparadas ao tratamento com os isolados aplicados individualmente e vice-versa, 

provavelmente em virtude de diferenças no modo de ação (Raupach & Kloepper, 1998). É 

importante ressaltar que nos ensaios realizados in vitro, utilizaram-se os meios de cultura 

de Kado & Heskett e B de King para contornar um dos problemas apontados por Kloepper 

(1991), ou seja, a limitação da eficiência apenas para os agentes produtores de antibióticos. 

Dessa forma, isolados de Pseudomonas, potencialmente produtores de sideróforos, 

poderiam inibir outros isolados confrontantes por meio da competição pelo elemento ferro 

escasso no meio de King’B. 

Utilizando-se como exemplos estudos de biocontrole, antagonistas são selecionados 

e aplicados separadamente para determinados patógenos alvo, o que pode reduzir a 

performance e gerar resultados pouco satisfatórios com mudanças nas condições ambientes 

e com a incidência de outras doenças. Desse modo, várias estratégias de misturas de 

agentes de controle biológico podem ser adotadas, incluindo a mistura de microrganismos 

colonizadores de diferentes porções da planta, antagonistas eficientes no biocontrole de 

diferentes patógenos, com mecanismos de supressão distintos, mistura de microrganismos 

diferentes taxonomicamente ou que apresentem diferenças quanto à temperatura ótima, pH 

ou condições de umidade para colonizar a planta de interesse (Raupach & Kloepper, 1998). 

Várias misturas têm sido avaliadas, incluindo mistura de fungos antagonistas 

(Budge et al., 1995; Datnoff et al., 1995; Datnoff et al., 1993), mistura de fungo e bactérias 

(Duffy et al., 1996; Duffy & Weller, 1995; Janisiewicz, 1996; Leeman et al., 1996) e 

mistura de bactérias (Raupach & Kloepper, 1998; Boer et al., 1999; Jonhson et al., 1993; 

Pierson & Weller, 1994; Raaijmakers et al., 1995; Schisler et al., 1997; Stockwell et al., 

1996). Embora na maioria dos casos a mistura promova supressão significativamente maior 

quando comparada à aplicação dos agentes de controle biológico separadamente, existem 

relatos de redução da eficiência. Assim, como pré-requisito, tem sido aconselhado 

considerar a compatibilidade entre os co-inoculantes (Raupach & Kloepper, 1998). Diante 

destas considerações, a aplicação de misturas de isolados de rizobactérias na propagação 
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clonal do eucalipto pode incrementar concomitantemente o enraizamento, o crescimento e o 

biocontrole, otimizando, dessa forma, o processo de produção de mudas. 

O efeito sinérgico foi comprovado por meio da aplicação de uma mistura de três 

isolados de PGPR, identificados como Bacillus pumilis Meyer & Gottheil (INR 7), B. 

subtilis (GB 03) e Curtobacterium flaccumfaciens (Hodges) Collins & Jones (ME 1), 

através do tratamento de sementes de pepino, onde se constatou maior crescimento e 

redução de doenças, quando comparado ao efeito dos isolados aplicados individualmente, 

provavelmente em razão dos diferentes mecanismos de ação de cada isolado (Raupach & 

Kloepper, 1998). No patossistema R. solani - arroz, o uso de isolados de Streptomyces spp. 

e B. cereus Frankland & Frankland, comprovadamente produtores de quitinase, em 

combinação com isolados de P. fluorescens Migula e Burkholderia cepacia Palleroni & 

Holmes, produtores de antibióticos, demonstraram maior supressão do patógeno (Sung & 

Chung, 1997). No entanto, em certas situações, a mistura de diferentes isolados pode não 

apresentar efeito sinergístico. Além do mais, este efeito pode não ocorrer, em virtude das 

condições ambientes e, ou, da troca do material vegetal de interesse (Schisher et al., 1997). 

 Nas misturas, geralmente adota-se a mesma proporção de inóculo dos isolados 

(Raupach & Kloepper, 1998; Boer et al., 1999), como realizado neste trabalho, nos ensaios 

visando avaliar o possível efeito sinérgico entre isolados de rizobactérias. No entanto, 

outras proporções podem também surtir em resultados satisfatórios, devendo ser mais bem 

estudas. A título de exemplo, a aplicação de uma mistura de dois isolados quitinolíticos 

(Paenibacillus sp. 300 e Streptomyces sp. 385) na proporção 1:1 ou 1:4 foi mais efetiva no 

controle da murcha de Fusarium do pepino, causada por Fusarium oxysporum f. sp. 

cucumerinum Owen, do que os isolados aplicados individualmente (Singh et al., 1999). 

Outro ponto a ser considerado diz respeito ao custo mais elevado de produtos para o 

biocontrole composto de mistura de isolados, quando comparado ao de isolados 

separadamente (Ramamoorthy et al., 2001). Para contornar este tipo de problema e 

minimizar os custos de produção do produto biológico, pode-se optar pela realização da 

mistura no ato da aplicação no substrato. 

Considerando os resultados aqui obtidos, é necessário também realizar estudos de 

mistura dos isolados em diferentes proporções. Assim, o uso de isolados selecionados de 

rizobactérias, aplicados separadamente ou em misturas compatíveis avaliadas nos ensaios 
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in vivo, poderá constituir uma estratégia altamente vantajosa ao setor florestal, com 

possibilidades de incremento no índice de enraizamento, crescimento e, possivelmente, de 

biocontrole, restando apenas determinar a existência de especificidade entre isolados de 

rizobactérias e clones de eucalipto e desenvolver o produto biológico para utilização 

comercial. 
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RESUMO 

 

 Diante da tecnologia, emergente e promissora, de utilização de rizobactérias 

promotoras do crescimento de plantas na propagação clonal, objetivou-se neste trabalho 

avaliar a especificidade entre isolados de rizobactérias e clones de eucalipto, bem como a 

melhor forma de veiculação, considerando-se a rotina comercial de produção de mudas, os 

custos de produção de inóculo e a facilidade de aplicação. Para investigar a especificidade 

da interação de isolados de rizobactérias e clones de eucalipto, foram testados cinco 

isolados (FL2, 3918, S2, S1 e Ca) para oito clones de eucalipto (442, 2277, 9882, 244, 830, 

865, 1006 e 1028) em dois experimentos. Para avaliar a forma mais eficiente de veiculação 

do inóculo, três isolados (3918, FL2 e S1) foram aplicados diretamente no substrato de 

enraizamento, por meio da imersão de miniestacas e ambos os tratamentos 

concomitantemente. Em todos os experimentos, a concentração de inóculo empregada foi 

de 108 u.f.c./mL, e as avaliações foram feitas aos 25 dias após o estaqueamento, quando se 
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quantificaram o enraizamento médio, a biomassa radicular e a incidência de doenças na 

segunda etapa. Em nenhum dos experimentos foi observado efeito deletério das 

rizobactérias na rizogênese do eucalipto. Os incrementos em enraizamento e biomassa 

radicular variaram conforme o isolado e o clone de eucalipto, evidenciando certa 

especificidade na interação. Quanto à forma de veiculação, os resultados variaram de 

acordo com o clone, forma de aplicação e isolado empregado. Quanto ao modo de 

veiculação, os resultados evidenciaram pelo menos três formas eficientes de aplicação de 

isolados selecionados de rizobactérias. Considerando o custo de produção do produto 

biológico e a facilidade de aplicação, a imersão de miniestacas poderá ser utilizada 

rotineiramente, quando o objetivo for a promoção de enraizamento e crescimento e 

acompanhado da aplicação em substrato quando o objetivo se estender para biocontrole de 

patógenos apodrecedores de miniestacas para enraizamento. Além dos ganhos em 

enraizamento médio e biomassa radicular, foi observada redução significativa na incidência 

de Cylindrocladium sp. em mudas de eucalipto. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

As florestas de eucalipto de rápido crescimento ocupam aproximadamente três 

milhões de hectares (Campinhos Jr., 1999) e suprem hoje no Brasil, 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. 

A produção de mudas de eucalipto é realizada, quase que exclusivamente, por meio 

da propagação vegetativa. A clonagem desta essência florestal teve início, em 1975, na 

República Popular do Congo, onde foram estabelecidos inicialmente 3.000 hectares de 

floresta clonal (Dewaulle et al., 1983). No Brasil, esta técnica foi introduzida ainda na 

década de 70 (Campinhos & Ikemori, 1983), o que proporcionou, dentre outras vantagens, 

a manutenção de características genéticas pouco herdáveis como o incremento em volume e 

o rendimento em celulose, possibilitando grandes avanços nos programas de melhoramento 

genético. Por meio da multiplicação clonal é possível obter estandes uniformes de rápido 
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crescimento e produção de matéria-prima homogênea, uma vez que a clonagem permite a 

manutenção plena das características da planta-mãe, possibilitando a implantação de 

talhões formados por genótipos silvicultural e tecnologicamente superiores, incluindo 

resistência a doenças (Alfenas & Mafia, 2003). 

Nas últimas décadas, a clonagem do eucalipto sofreu grandes avanços. Embora a 

estaquia tradicional, atualmente denominada macroestaquia, possibilitasse a multiplicação 

clonal, existiam várias desvantagens, dentre elas o baixo percentual de enraizamento de 

alguns clones e as dificuldades inerentes aos tratos culturais, como irrigação, fertilização e 

controle de fitopatógenos, principalmente em períodos chuvosos (Alfenas et al., 2004). 

Outro inconveniente era a ocorrência de grandes variações na capacidade de enraizamento 

entre espécies de eucalipto e materiais híbridos, além da possibilidade de redução gradual 

do potencial de enraizamento com o envelhecimento ontogênico das matrizes. A partir da 

década de 90, com o objetivo de minimizar estes problemas, foram desenvolvidas as 

técnicas de mini e microestaquia (Assis, 2001), possibilitando a clonagem comercial de 

genótipos recalcitrantes ao enraizamento. No entanto, para determinados materiais 

genéticos, sobretudo nas fases iniciais de multiplicação, a ocorrência de baixos índices de 

enraizamento e a incidência de doenças são fatores que ainda dificultam a multiplicação 

vegetativa do eucalipto em escala comercial. Desse modo, a utilização de rizobactérias 

promotoras do enraizamento e crescimento de plantas tem sido uma estratégia altamente 

vantajosa para maximizar a propagação clonal do eucalipto (Teixeira, 2001). 

No substrato de crescimento de plantas, existe normalmente grande número de 

microrganismos, incluindo bactérias, fungos, actinomicetos, protozoários e algas. 

Entretanto, as bactérias são o tipo mais abundante, dado o seu rápido crescimento e a 

habilidade de utilizar ampla gama de compostos como fonte de carbono e nitrogênio 

(Glick, 1995). Este fato, aliado ao suprimento constante de compostos orgânicos, 

fornecidos pelas raízes, possibilita a ocorrência de ampla e diversificada população 

bacteriana na rizosfera (Siqueira & Franco, 1988), a qual pode interagir com as raízes de 

forma benéfica, neutra ou até mesmo deletéria, dependendo inclusive das condições do 

substrato de crescimento. Em relação às bactérias benéficas, dois grupos podem ser 

designados para diferenciá-las quanto ao modo de associação, ou seja, aquelas com relação 

simbiótica com as plantas e aquelas de vida livre, denominadas “Plant Growth-Promoting 
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Rhizobacteria” ou PGPR (Kloepper & Schroth, 1978; Kloepper et al., 1989) que são 

capazes de colonizar as raízes e estimular o crescimento quando aplicadas na rizosfera, 

tubérculos ou sementes (Kloepper et al., 1980; Weller, 1988). 

Embora o efeito de estímulo ao crescimento mediado por rizobactérias tenha sido 

bem estudado na área agronômica, para o setor florestal esta possibilidade ainda é pouco 

explorada. Entretanto, tem surgido como tecnologia promissora, podendo propiciar ganhos 

de 15 a 30% e, em casos especiais, até mesmo dobrar a biomassa produzida (Chanway, 

1997; Teixeira, 2001), além das possibilidades de controle biológico. Nesse último caso, 

tem sido verificado que o efeito de estímulo ao crescimento e à produção, para algumas 

rizobactérias, tem ocorrido indiretamente, através da supressão de microrganismos 

deletérios e, ou, patogênicos, seja por mecanismos de antibiose direta (Silva et al., 1996; 

Kloepper, 1991; Luz, 1993; Whipps, 2001) ou por indução de resistência sistêmica 

(Kloepper et al., 1992; Van Loon et al., 1998; Van Loon, 1997; Ramamoorthy et al., 2001; 

Eneback & Carey, 2000; Viswanathan & Samiyappan, 2002). 

Considerando-se que existem diferenças quanto à quantidade e composição de 

exsudatos provenientes de sementes e raízes, dependendo do genótipo da planta, 

normalmente ocorrem variações na capacidade de colonização, no tamanho e na 

composição da população bacteriana e na atividade de agentes de biocontrole (Buchenauer, 

1998). Nesse sentido, um isolado (CHAO) de Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula 

foi capaz de produzir concentrações mais elevadas do antibiótico pioluteorina em raízes de 

agrião quando comparado com 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 virtude do cultivar avaliado (Smith et al., 

1997). Pouco se conhece sobre o controle genético da planta sobre a composição da 

população de rizobactérias no sistema radicular (Oka et al., 1997). Além disso, não se sabe 

com precisão quais características das bactérias contribuem para sua dispersão na superfície 

radicular. Buchenauer (1998), utilizando mutantes de Pseudomonas, considerou a atração 

por aminoácidos e vitamina B1, taxa rápida de crescimento, utilização de ácidos orgânicos 

e lipopolissacarídeos como características que favorecem a colonização de raízes. 

A colonização de raízes por rizobactérias é um processo que envolve várias etapas, 

iniciando-se pelo quimiotactismo e adesão em sítios apropriados na superfície da raiz 
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seguidos de multiplicação ao longo do sistema radicular e competição com microrganismos 

naturais do solo, que sobrevivem de nutrientes presentes na rizosfera (Lifschitz et al., 1987; 

Loper et al., 1985; Weller, 1983). A colonização depende do número de genes envolvidos 

na formação de flagelos, da via de transdução de sinais quimiotácticos e das estruturas 

presentes na superfície radicular, o que tem sido comprovado em estudos em que são 

utilizados mutantes com habilidades distintas de colonização (Buchenauer, 1998). 

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a interação entre isolados de rizobactérias pré-

selecionados e genótipos de eucalipto, bem como estudar a melhor forma de veiculação dos 

isolados de rizobactérias, considerando-se o incremento em enraizamento, crescimento 

expresso pela biomassa radicular e biocontrole como reflexos da capacidade de 

colonização, sobrevivência e multiplicação na rizosfera de mudas clonais de eucalipto. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados de rizobactérias e preparo das suspensões 

 

Empregaram-se cinco isolados de rizobactérias, obtidos a partir da rizosfera de 

mudas clonais de eucalipto de diferentes regiões do País. Estes microrganismos foram pré-

selecionados de acordo com a capacidade de incrementar a biomassa de raízes e induzir o 

enraizamento adventício (Teixeira, 2001). Após a identificação por meio da análise 

filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) (Tabela 1), os 

isolados foram depositados na coleção do Laboratório de Patologia Florestal (UFV). 

Para proceder ao preparo das suspensões rizobacterianas, cada isolado foi cultivado 

separadamente em meio de Kado & Heskett (1970) a 27 ºC, no escuro. Após 48 h, o 

crescimento bacteriano foi raspado em solução salina (NaCl 0,85%). A concentração das 

suspensões 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 

aproximadamente a 108 u.f.c./mL. As suspensões foram mantidas sob refrigeração até o 

momento de serem utilizadas. 
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Tabela 1 - Identificação dos isolados nacterianos pré-selecionados com base na análise 

filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) 

Isolados Identificação 

FL2 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900 

3918 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S2 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S1 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

Ca Pseudomonas fulva Lizuga & Komagata, 1963 

Fonte: Teixeira (2001). 

 

 

Interação isolado de rizobactéria e clone de eucalipto 

 

Com o objetivo de verificar a possível interação entre isolados de rizobactérias e 

clones de eucalipto, foram realizados dois ensaios. No primeiro, instalado em um viveiro 

localizado em Mucuri - BA, testaram-se os isolados FL2, 3918, S2, S1 e Ca e os clones 10, 

1172, 2277 e 9882. No segundo ensaio, instalado em Eunápolis - Ba, testaram-se os 

mesmos isolados de rizobactérias e os clones 244, 830, 865, 1006 e 1028. Em ambos os 

experimentos, as suspensões de rizobactérias foram adicionadas ao substrato de 

enraizamento constituído de casca de arroz carbonizada, Plantmax e vermiculita de 

granulometria fina (30:50:20), na proporção de 0,1 mL/cc de substrato e homogeneizadas 

em misturador apropriado. O substrato de enraizamento, conjuntamente com as 

rizobactérias, foi enriquecido nos dois ensaios com Osmocote (NPK = 19:06:10) na 

proporção de 2 kg/m3, além de 2 kg/m3 de superfosfato simples, no segundo ensaio. Após 

esta etapa, miniestacas dos referidos clones foram coletadas de áreas de minijardins clonais 

de eucalipto, estaqueadas no substrato tratado com rizobactérias e postas para enraizar em 

casa de enraizamento dotada de nebulização intermitente, temperatura de aproximadamente 

27 ºC e umidade relativa do ar acima de 80%. Decorridos 25 dias do estaqueamento, 

avaliaram-se a biomassa seca de raízes e o índice de enraizamento para cada combinação 

isolado clone. Os experimentos foram montados em arranjo fatorial (5 isolados x 3 clones 

no primeiro experimento e 5 isolados x 5 clones no segundo ensaio), seguindo-se um 
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delineamento inteiramente casualizado, composto de seis repetições, cada uma delas 

constituída de 176 miniestacas. 

 

 

Formas de veiculação 

 

Com vistas à utilização de rizobactérias em escala comercial, instalaram-se dois 

experimentos em localidades distintas (Bom Despacho – MG e Curvelo – MG), com dois 

clones de eucalipto (1270 e 3487) e três isolados de rizobactérias (3918, FL2 e S1), visando 

elucidar a melhor forma de veiculação, do ponto de vista operacional e de eficiência na 

indução biológica do enraizamento, crescimento e biocontrole. Em todos os ensaios, foram 

testadas a veiculação direta no substrato, como descrito em ensaios anteriores, a imersão de 

miniestacas na suspensão de inóculo na concentração de 0,2 Abs., o que corresponde 

aproximadamente a 108 u.f.c./mL, as duas formas de tratamento concomitantemente, além 

da testemunha, na qual não foi aplicado o isolado de rizobactéria. 

Após o estaqueamento das miniestacas e decorridos 25 dias em casa de 

enraizamento, avaliaram-se o enraizamento médio e a biomassa seca de raízes, conforme 

descrito anteriormente, além da incidência de fungos apodrecedores de miniestacas na fase 

de enraizamento. Nesse último caso, miniestacas não-enraizadas foram coletadas e 

acondicionadas individualmente em sacos de papel e, em seguida, sob condições assépticas, 

foram desinfestadas superficialmente, plaqueadas em ágar-água (2%) e incubadas a 27 ºC, 

no escuro. Diariamente, foi feita a avaliação 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. Os experimentos foram montados 

em delineamento inteiramente casualizado, composto de quatro tratamentos, com sete 

repetições, cada qual constituída de 176 miniestacas. 
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Análises estatísticas 

 

Os dados de cada ensaio foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

aplicando-se o teste F, ao nível de 5% de probabilidade e, posteriormente, as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey. Os dados de enraizamento (E) e de biomassa seca de 

raízes (BR) foram transformados para arco seno*(E/100) e raiz de (BR), respectivamente. 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa SAS V.8 (SAS 

Institute, Cary, NC, USA). 

 

 

RESULTADOS 

 

Nos dois ensaios, quando se avaliou a possibilidade de interação entre isolados de 

rizobactérias e clones de eucalipto, constatou-se interação significativa (P = 0,05) para as 

variáveis enraizamento médio e biomassa seca de raízes. 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, o ganho médio foi de 9,2% para 

enraizamento e de 81,4% para biomassa de raízes. O clone 1172 foi o que melhor 

respondeu ao tratamento do substrato com rizobactérias, com incremento médio de 15,4 e 

166,3%, respectivamente. 

Para os clones 10 e 2277, observou-se que todos os isolados promoveram 

incrementos significativos no índice de enraizamento quando comparados com a 

testemunha e, para os clones 1172 e 9882, as respostas foram variáveis. No entanto, o 

isolado 3918 foi o mais efetivo para ambos os materiais genéticos (Figuras 1, 2, 3 e 4). A 

melhor interação isolado clone foi obtida para enraizamento do clone 1172 com o isolado 

S2, com incremento de 21,1%. 

Em relação ao incremento de biomassa radicular, observou-se que somente o clone 

2277 não respondeu significativamente ao tratamento do substrato com rizobactérias. Para 

os demais clones, houve incremento significativo e as respostas variaram de acordo com os 

diferentes tratamentos (Figuras 1-4). No entanto, em geral o isolado S1 foi o mais efetivo 
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para incremento de biomassa radicular. A melhor interação isolado clone foi obtida com a 

combinação do isolado 3918 e o clone 1172, com ganho de 187,6%. 
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Figura 1 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 10, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 1,5 e 19,3 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 2 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 1172, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 10,2 e 22,3 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 3 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 2277, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 1,9 e 5,0 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 4 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 9882, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 2,8 e 5,4 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 

 

No segundo ensaio, também com o objetivo de avaliar a interação entre clones de 

eucalipto e isolados de rizobactérias, constatou-se resposta benéfica significativa quanto à 

aplicação de rizobactérias no substrato de enraizamento e, novamente, os resultados 

variaram de acordo com o clone e isolado. Em média, o ganho em enraizamento foi de 
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13,1% e, para biomassa radicular, de 48,8%. O clone 865 foi o que melhor respondeu ao 

tratamento do substrato com as rizobactérias, com incremento de 24,6 e 72,6% em relação 

ao índice de enraizamento e biomassa de raiz, respectivamente. 

No caso do clone 1006, não se constatou diferença significativa, provavelmente em 

razão do elevado índice de enraizamento apresentado pela testemunha, em média igual a 

88,4%. Neste caso, o material genético possivelmente já se encontra na sua capacidade 

rizogênica máxima. Para os demais clones, pelo menos um isolado diferiu 

significativamente da testemunha sendo, em geral, o isolado S1 o mais efetivo (Figuras 5-

9). A melhor interação isolado clone de eucalipto foi obtida com o isolado 3918 e o clone 

865, com incremento de 28,5%. 

Em relação ao incremento de biomassa radicular, novamente as respostas foram 

variáveis; no entanto, os isolados 3918 e S1 sobressaíram-se em relação aos demais 

(Figuras 5-9). A melhor interação foi obtida com o tratamento do substrato de enraizamento 

com o isolado S1 e o clone 865, com incremento de 134,0%. 
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Figura 5 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 244, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 5,0 e 21,7 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 6 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 830. propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 3,9 e 5,1 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 7 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 865, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 8,9 e 6,5 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 

 

 
 



 54 

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

��������
��������
��������
��������
��������
��������
��������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

��������
��������
��������
��������
��������
��������

�������
�������
�������
�������82

84
86
88
90
92
94
96
98

100

FL2 3918 S2 S1 Ca Test.

Tratamentos

En
ra

iz
am

en
to

 (%
) a

a a a

a

a

�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

������
������
������
������
������
������
������
������

�������
�������
�������
�������
�������
�������
�������

�������
�������
�������
�������
�������0

100

200
300

400
500

600
700

FL2 3918 S2 S1 Ca Test.

Tratamentos

B
io

m
as

sa
 s

ec
a 

de
 r

aí
ze

s 
(m

g)

ab

a

ab

a

ab

b

 
 
Figura 8 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 1006, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 4,8 e 25,4 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 
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Figura 9 - Enraizamento médio e biomassa seca de raízes do clone 1028, propagado em 

substrato previamente rizobacterizado. Colunas sob a mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 5,3 e 24,6 para enraizamento e 

biomassa radicular, respectivamente. 

 

 
As médias de enraizamento e biomassa radicular variaram de acordo com a forma 

de aplicação dos isolados de rizobactéria. Além disso, em geral, os isolados 3918, FL2 e 

S1, aplicados no substrato de enraizamento, veiculados por imersão da base de miniestacas 



 55 

ou nas duas formas simultâneas de aplicação foram efetivos na indução da rizogênese, 

crescimento de mudas de eucalipto e no biocontrole de Cylindrocladium sp. Para os dois 

clones testados não foram observados efeitos deletérios sobre a rizogênese e o ganho de 

biomassa radicular. Para o isolado 3918, a melhor forma de veiculação consistiu no 

tratamento do substrato e na imersão de miniestacas, para enraizamento médio e biomassa 

de raízes, respectivamente, para o clone 1270. Entretanto, para o clone 3487, não foi 

observada diferença significativa entre as formas de veiculação para enraizamento e, em 

contrapartida, todas as formas de aplicação do isolado de rizobactéria foram efetivas para 

ganho de biomassa radicular. O isolado FL2, ao contrário dos demais, independentemente 

da forma de veiculação e para os dois clones de eucalipto, promoveu incrementos 

significativos nas duas variáveis analisadas, enquanto o isolado S1, para o clone 1270 foi 

mais efetivo quando veiculado no substrato de enraizamento. Para o clone 3487, a 

eficiência desse isolado foi significativamente maior quando se realizou o tratamento do 

substrato e a imersão da base das miniestacas concomitantemente (Figuras 10-13). 

Em relação à incidência natural de Cylindrocladium sp., para o clone 3487, 

constatou-se que não houve diferença significativa entre as formas de aplicação dos 

isolados FL2 e S1. No entanto, para o isolado 3918, a aplicação via substrato conjunta com 

a imersão de miniestaca resultou em melhor proteção do propágulo vegetativo. Para todos 

os isolados de rizobactérias, quando se comparou a testemunha, foi observada redução 

significativa na incidência do patógeno (Figura 14). 
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Figura 10 - Enraizamento médio do clone 1270 para a testemunha (Test.), substrato 

rizobacterizado (SR), imersão de miniestacas (IM) e os tratamentos 2 e 3 

concomitantemente (SR + IM) para os isolados de rizobactérias 3918, FL2 e 

S1. Colunas sob a mesma letra e para o mesmo isolado de rizobactéria não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 20,2 (3918); 26,5 (FL2) e 

26,5 (S1). 
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Figura 11 - Biomassa seca de raízes do clone 1270 para a testemunha (Test.), substrato 

rizobacterizado (SR), imersão de miniestacas (IM) e os tratamentos 2 e 3 

concomitantemente (SR + IM) para os isolados de rizobactérias 3918, FL2 e 

S1. Colunas sob a mesma letra e para o mesmo isolado de rizobactéria não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 18,4 (3918); 40,0 (FL2) e 

16,0 (S1). 
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Figura 12 - Enraizamento médio do clone 3487 para a testemunha (Test.), substrato 

rizobacterizado (SR), imersão de miniestacas (IM) e os tratamentos 2 e 3 

concomitantemente (SR + IM) para os isolados de rizobactérias 3918, FL2 e 

S1. Colunas sob a mesma letra e para o mesmo isolado de rizobactéria não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 16,7 (3918); 22,4 (FL2) e 

21,7 (S1). 
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Figura 13 - Biomassa seca de raízes do clone 3487 para a testemunha (Test.), substrato 

rizobacterizado (SR), imersão de miniestacas (IM) e os tratamentos 2 e 3 

concomitantemente (SR + IM) para os isolados de rizobactérias 3918, FL2 e 

S1. Colunas sob a mesma letra e para o mesmo isolado de rizobactéria não 

diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: 26,2 (3918); 37,7 (FL2) e 

40,0 (S1). 
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Figura 14 - Incidência de podridão de Cylindrocladium sp. em miniestacas não-enraizadas 

do clone 3487 para a testemunha (Test.), substrato rizobacterizado (SR), 

imersão de miniestacas (IM) e os tratamentos 2 e 3 concomitantemente (SR + 

IM) para os isolados de rizobactérias 3918, FL2 e S1. Colunas sob a mesma 

letra e para o mesmo isolado de rizobactéria não diferem entre si pelo teste de 

Tukey (P<0,05). CV: 12,5 (3918); 23,5 (FL2) e 14,2 (S1). 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Comprovou-se neste trabalho, a promoção do enraizamento e o crescimento de 

mudas de eucalipto por rizobactérias, embora ainda não se conheçam os mecanismos. Em 

outras pesquisas, no entanto, vários mecanismos de ação têm sido sugeridos para explicar a 

promoção de crescimento mediado por rizobactérias. Estes incluem o incremento na 

fixação de nitrogênio, produção de auxina, giberilinas, citocininas, 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, competição por nutrientes nos sítios radiculares, bem como 

indução de resistência sistêmica (Chanway, 1997; Kloepper, 1993). Mesmo diante de todas 

estas possibilidades, as pesquisas sobre a utilização de rizobactérias promotoras de 

crescimento na área florestal, quando comparadas ao setor agrícola, são ainda incipientes. 

No entanto, a utilização de rizobactérias tem surgido como tecnologia promissora, sendo 
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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; Teixeira, 2001). 

Diante dos resultados, é possível inferir que, dependendo do isolado de rizobactéria, 

da variável analisada e do clone de eucalipto, existe uma forma preferencial de veiculação. 

No entanto, diante da necessidade de otimizar as condições de aplicação de rizobactérias e 

levando-se em conta o custo de produção de inóculo e a facilidade de aplicação, o método 

de imersão de miniestacas poderá ser empregado como padrão, uma vez que a quantidade 

demandada de inóculo é extremamente baixa quando comparada ao tratamento do substrato 

e, além do mais, sua execução interfere de forma mínima na rotina operacional de produção 

de mudas clonais de eucalipto. Quando o objetivo for, entretanto, o controle biológico, deve 

se conciliar a imersão de miniestacas com a aplicação no substrato. 

Observou-se que a interação entre isolado de rizobactéria e clone de eucalipto é 

significativa. Embora essa associação já tenha sido muito estudada (Kloepper, 1996), 

aparentemente não existe consenso sobre o assunto. A título de exemplo, 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) após inoculação de raízes ou mudas 

(Chanway, 1997). Além disso, quando os isolados selecionados, capazes de induzir 

resistência sistêmica na cultura do pepino e tomate, foram empregados para inoculação de 

espécies de Pinus, observou-se efeito significativo na velocidade de germinação das 

sementes, na biomassa da parte aérea e no número de ramos por planta de Pinus taeda L. e 

peso e na altura da parte aérea de Pinus elliottii Engelm, dependendo do isolado empregado 

(Liu et al., 1995; Wei et al., 1996). Em outros estudos, no entanto, evidências sugerem que 

existe especificidade de resposta para espécies arbóreas tratadas com rizobactérias 

promotoras do crescimento, que, aparentemente, depende das condições ambientes e 

geográficas (O’Neill et al., 1992; Chanway & Holl, 1993). Assim, isolados promotores de 

crescimento para uma espécie de planta podem não ser efetivos em outras (Schroth & 

Hancock, 1982). Diferenças na quantidade e qualidade de exsudatos radiculares de 

diferentes espécies de plantas, bem como de cultivares e genótipos de uma mesma espécie 
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têm sido relatadas como a causa destas variações (Baldani & Dobereiner, 1980; Shishido & 

Chanway, 1999). 

Uma vez que neste estudo a interação entre isolado de rizobactéria e clone de 

eucalipto foi significativa para enraizamento e biomassa radicular, havendo o interesse em 

utilizar estes microrganismos benéficos em escala comercial, seria necessário identificar 

para cada material genético o isolado mais promissor. No entanto, diante das 

particularidades da propagação clonal do eucalipto, principalmente em relação à alta 

rotatividade de clones nos viveiros, é necessário realizar uma seleção considerando-se as 

variabilidades entre os diferentes materiais genéticos e aplicar um ou vários isolados mais 

efetivos ou plásticos. Neste caso, embora seja esperada uma redução nos ganhos em 

incremento de enraizamento, crescimento e no controle biológico de patógenos, uma vez 

que as rizobactérias não estariam sendo utilizadas, considerando-se a melhor interação 

isolado-clone, diante dos incrementos até então evidenciados, a tecnologia tem se mostrado 

altamente promissora, principalmente quando comparada com a introdução da técnica de 

miniestaquia, cujo incremento médio não ultrapassou 40% para enraizamento em relação à 

estaquia tradicional (Assis, 2001). Além disso, a aplicação de rizobactérias não envolve 

mudanças ou ajustes na infra-estrutura dos viveiros e no manejo. Outro ponto a ser 

considerado diz respeito à possibilidade de utilização de misturas de isolados, com o 

objetivo de garantir o máximo de eficiência na promoção do enraizamento, crescimento e 

biocontrole, por meio da seleção de isolados de rizobactérias específicos para cada fim. 

No campo agronômico, uma das principais formas de veiculação de rizobactérias é 

via microbiolização de sementes (Luz, 1993), principalmente quando o objetivo é o 

biocontrole de patógenos do solo. Entretanto, esta tecnologia não é passível de ser 

empregada para produção de mudas de eucalipto, uma vez que, atualmente, praticamente 

todos os viveiros empregam a clonagem em escala comercial. Dessa forma, evidenciaram-

se, neste trabalho, formas eficientes de aplicação de isolados selecionados de rizobactérias. 

Considerando, no entanto, o custo de produção do produto biológico e a facilidade de 

aplicação, a imersão de miniestacas na suspensão de inoculo poderá ser utilizada 

rotineiramente quando o objetivo for promoção de enraizamento e crescimento, e 

acompanhado da aplicação no substrato, quando o objetivo se estender para biocontrole de 

patógenos apodrecedores de miniestacas para enraizamento. 
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Muitos estudos têm demonstrado que certos isolados de rizobactérias promotoras do 

crescimento de plantas (PGPR), especialmente aqueles pertencentes aos gêneros Bacillus e 

Pseudomonas, proliferam não somente ao redor do sistema radicular, mas são capazes de 

colonizar os tecidos internos de várias espécies de plantas (Hallmann et al., 1997). Como 

não se sabe se as rizobactérias utilizadas neste estudo são endofíticas, existe a possibilidade 

de alguns isolados apresentarem maior facilidade de colonização dos tecidos vegetais, 

mesmo que sejam aplicados por imersão de miniestacas. Shishido et al. (1995), trabalhando 

com um isolado de Bacillus polymyxa (Prazmowski) Mace (Pw-2R) promotor de 

crescimento, recuperaram-no do interior de raízes de Pinus contorta var. latifolia (Dougl.) 

Engelm. após a desinfestação superficial, pelo método de diluição e, mais tarde, este 

mesmo isolado (Pw-2R), juntamente com um isolado de P. fluorescens (Sm3-RN) foi 

recuperado de tecidos internos da haste de mudas de abeto (Picea glauca x P. engelmannii) 

e visualizado usando-se a técnica de coloração por imunofluorescência (Shishido et al., 

1999). Bactérias endofíticas dos gêneros Bacillus e Pseudomonas foram capazes de atuar 

como agentes de controle biológico promovendo o crescimento de plantas, inibindo 

microrganismos patogênicos como Pythium e Rhizoctonia (Hagedorn et al., 1989, 1993) ou 

induzindo resistência sistêmica contra fungos e bactérias patogênicos como Fusarium e 

Pseudomonas syringae Van Hall (Wei et al., 1991, 1996). 

A avaliação de miniestacas não-enraizadas evidenciou para o clone 3487 incidência 

relativamente alta e significativa de podridão de Cylindrocladium sp. para a testemunha, 

quando comparado com os isolados de rizobactérias testados, independentemente da forma 

de veiculação. Embora ainda não seja conhecido o modo de ação destes isolados de 

rizobactérias, por estes resultados é provável que a supressão de microrganismos 

patogênicos esteja envolvida indiretamente na 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 

destes outros microrganismos é dificilmente constatada, pois sua ação se restringe à 

produção de metabólitos tóxicos, cujo efeito se expressa na redução do desenvolvimento, 

por atuarem negativamente sobre os processos de germinação, brotação e enraizamento da 

planta hospedeira (Schippers et al., 1987). Dentre os modos de ação envolvidos no 

biocontrole, a competição entre o agente de controle biológico e o patógeno por substrato 
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(carbono, nitrogênio e íon férrico) ou por nichos ecológicos é apontada como uma das 

formas de supressão do patógeno. Observou-se que a inoculação de um isolado (WCS 374) 

de P. fluorescens em plantas de rabanete aumentou a produção, provavelmente em virtude 

da redução da incidência de murcha causada por Fusarium oxysporum Schlecht f.sp. 

raphani Kendrick & Snyder, uma vez que não se constataram incrementos significativos na 

produção quando a incidência desta doença vascular foi inferior a 5% (Leeman et al., 

1995). Vários modos de ação podem garantir ao agente de controle biológico certa 

vantagem competitiva na rizosfera e possibilitar a supressão de microrganismos 

patogênicos e, ou, deletérios, incluindo produção de antibióticos, compostos voláteis, 

sideróforos e enzimas líticas e indução de resistência sistêmica (Buchenauer, 1998). 

Estímulo ao enraizamento adventício em 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 & Schwarz, 1996). No entanto, sob condições de 

propagação em viveiro, poucos trabalhos mostram o efeito de rizobactérias promotoras de 

crescimento na iniciação e no desenvolvimento de raízes adventícias, como demonstrado 

neste estudo. 

Diante destes aspectos, este trabalho é um dos pioneiros em demonstrar, para a 

cultura do 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 e a melhor forma de veiculação. No entanto, 

para que esta tecnologia possa ser empregada em larga escala, outros estudos, incluindo a 

possibilidade de utilização de isolados em mistura, como já estudado por Boer et al. (1999) e 

Raupach & Kloepper (1998), de forma a otimizar o enraizamento, crescimento e biocontrole 

de patógenos associados à propagação clonal do eucalipto, além do desenvolvimento de uma 

formulação comercial (Utkhede & Smith, 1997; Amer & Utkhede, 2000) de baixo custo, de 

fácil aplicação, com longa vida de prateleira “shelf life” devem ser priorizados. 
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Artigo 3 

 

 

 

 

 

BIOCONTROLE DA MELA E PODRIDÃO DE MINESTACAS DE EUCALIPTO 

POR RIZOBACTÉRIAS 

 

 

 

 

RESUMO 

 

Avaliaram-se a antibiose de rizobactérias in vitro e no controle biológico em casa de 

enraizamento de Cylindrocladium candelabrum e Rhizoctonia solani, os agentes 

etiológicos da podridão e da mela de miniestacas para enraizamento, respectivamente. A 

inibição in vitro do crescimento micelial de C. candelabrum e R. solani variou de acordo 

com o isolado de rizobactéria e meio de cultura (BDA ou meio de Kado e Heskett). No 

entanto, considerando-se os dois meios de cultura e os dois patógenos, os isolados FL2, 

3918, S1 e S2 foram os mais efetivos. Ao final de 25 dias, constatou-se nas miniestacas 

mantidas em casa de enraizamento maior incidência de podridão (71%) causada por C. 

candelabrum em relação à mela de miniestacas incitada por R. solani. Para o primeiro 

patógeno, o tratamento do substrato com o isolado Ca promoveu redução significativa de 

33 e 26,7% em termos médios, quando comparado à testemunha e à imersão de miniestacas 

em calda fungicida (epoxyconazole + pyraclostrobin – 0,6 mL/L do i.a.), respectivamente. 

Os isolados FL2 e 3918 não diferiram significativamente da testemunha. A imersão de 
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miniestacas na mistura dos fungicidas não reduziu significativamente a incidência de 

doença, provavelmente em virtude da lixiviação dos princípios fungitóxicos pelas 

freqüentes nebulizações de água, necessárias ao enraizamento. Em relação à mela de 

miniestacas, não foram constatadas reduções significativas, embora para o isolado Ca tenha 

se observado tendência de menor intensidade da doença. Provavelmente em razão da baixa 

incidência de mela de miniestacas, não se constataram diferenças significativas no 

enraizamento em substrato infestado previamente com R. solani. O acompanhamento 

periódico da população dos patógenos em substrato artificialmente infestado evidenciou 

tendência de maior velocidade de redução e estabilização em nível populacional menor para 

R. solani. Além disso, para este patógeno, não se observaram diferenças significativas 

quanto ao nível populacional na maior parte do tempo de incubação, independentemente do 

tratamento. Em contrapartida, para C. candelabrum, constataram-se diferenças no tempo 

necessário para estabilização da população e no nível populacional atingido ao longo do 

tempo de incubação. A partir de 10 dias, observou-se maior população do patógeno na 

testemunha. Entre os tratamentos com rizobactérias, a partir de 15 dias de incubação, o 

isolado Ca destacou-se dos demais em suprimir a população do patógeno. Ao final de 30 

dias, a diferença entre a população do patógeno no substrato rizobacterizado com este 

isolado em relação à testemunha foi de 26,7%. No ensaio realizado in vitro, em que se 

avaliou a sensibilidade de isolados de rizobactérias a fungicidas passíveis de serem 

utilizados no controle de doenças do eucalipto em viveiro, constatou-se ampla variação de 

resposta em relação ao princípio ativo e isolado de rizobactéria. O fungicida tebuconazole 

inibiu 80% dos isolados e a mistura dos fungicidas epoxyconazole e pyraclostrobin inibiu 

apenas o crescimento do isolado S1, e mesmo assim, de forma branda (diâmetro da faixa 

inibitória menor que 1 mm). O isolado mais sensível aos princípios ativos testados foi o S1, 

e os menos afetados foram o 3918 e MF2. 
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INTRODUÇÃO 

 

Segundo levantamentos conduzidos pela Sociedade Brasileira de Silvicultura, os 

plantios florestais de rápido crescimento ocupam aproximadamente 4,8 milhões de 

hectares, dos quais 3,0 milhões são de espécies de eucalipto. Enquanto as florestas tropicais 

sob manejo produzem de 20 a 30 m3/ha/ano, em ciclos de corte de 30 anos, as plantações 

florestais apresentam incremento médio de 45 m3/ha/ano em ciclos de corte, que variam de 

7 a 25 anos, dependendo da finalidade da madeira e do gênero (Eucalyptus ou Pinus) (Mora 

& Garcia, 2000). 

Atualmente, a propagação clonal do eucalipto é a principal forma de garantir a 

manutenção das características fenotípicas desejáveis, independentemente do grau de 

herdabilidade. Por este motivo, no Brasil, praticamente todas as empresas florestais 

utilizam a clonagem em escala comercial, o que possibilitou, nos últimos anos, grandes 

avanços nos programas de melhoramento genético, especialmente em relação ao controle 

de doenças. Na fase de enraizamento, em virtude da alta umidade relativa do ar e da 

predominância de temperaturas ideais para a maioria dos fungos fitopatogênicos, a 

incidência de doenças constitui um dos grandes obstáculos a multiplicação comercial do 

eucalipto (Alfenas & Mafia, 2003; Alfenas et al., 2004), mesmo após o desenvolvimento 

das técnicas de microestaquia e miniestaquia que aumentaram significativamente a 

eficiência do processo (Assis, 2001). 

Em resposta à objeção crescente ao uso de defensivos químicos, a utilização de 

microrganismos como agentes de controle biológico tem sido estimulada como método 

alternativo de controle de pragas e doenças. No entanto, em face do estreito espectro de 

ação quando comparado aos pesticidas sintéticos (Baker, 1991; Janisiewicz, 1996), os 

resultados até então obtidos são, na maioria dos casos, inconsistentes e resultam no uso 

comercial limitado. Outra alternativa promissora consiste na utilização integrada de agentes 

de biocontrole e defensivos químicos, que, embora não seja passível de ser empregada para 

agricultura orgânica, tem se mostrado promissora na agricultura tradicional (Raupach & 

Kloepper, 1998). 

Dentre os agentes de controle biológico, as rizobactérias promotoras do crescimento 

de plantas (Kloepper & Schroth, 1978; Kloepper et al., 1989) têm oferecido a possibilidade 
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de aliar o biocontrole de doenças com a promoção de crescimento (Teixeira, 2001). Embora 

os mecanismos envolvidos não estejam totalmente esclarecidos, sabe se que certas 

rizobactérias podem atuar como agentes de controle biológico indiretamente, em razão da 

habilidade de produzir sideróforos, β-1,3 glucanase, quitinases, antibióticos e ácido 

cianídrico (HCN) (Cattelan et al., 1999) em antibiose direta contra patógenos e, ou, 

microrganismos deletérios (Kloepper, 1991; Luz, 1993; Whipps, 2001) ou induzindo 

resistência sistêmica (Kloepper et al., 1992; Van Loon et al., 1998; Van Loon, 1997; 

Ramamoorthy et al., 2001; Eneback & Carey, 2000; Viswanathan & Samiyappan, 2002). 

 O agente de controle biológico deve competir efetivamente na rizosfera e se manter 

ativo por longo tempo. A produção de antibióticos parecer ter uma função importante na 

competição e sobrevivência. Para comprovar esta hipótese, foi demonstrado que a 

população de mutantes defectivos quanto à produção do ácido fenazina-1-carboxílico 

reduziu mais rapidamente nas gerações sucessivas na rizosfera que o isolado parental e 

normal de P. fluorescens (2 – 79), evidenciando que a produção do antibiótico garantiu ao 

isolado selvagem maior oportunidade de sobrevivência no ambiente (Mazzola et al., 1995). 

Isolados de bactérias pertencentes aos gêneros Agrobacterium, Burkholdeira, Erwinia, 

Bacillus e Pseudomonas são capazes de produzir antibióticos in vitro, que são 

caracterizados como compostos de baixo peso molecular. Evidências acumuladas nas duas 

últimas décadas indicam que antibióticos produzidos por rizobactérias constituem 

importante fator de supressão de doenças radiculares (Ellis et al., 1979). 

 Além dos mecanismos citados, rizobactérias podem proteger plantas contra 

fitopatogénos presentes no solo, competindo por espaço e nutrientes, na rizosfera e 

espermosfera (Buchenauer, 1998). Assim, um isolado de Pseudomonas (SWB 25), apesar 

de não produzir metabólicos inibidores de fungos patogênicos, colonizou efetivamente as 

raízes de trigo e reduziu significativamente as infecções fúngicas. Inoculações de sementes 

de ervilha com este mesmo isolado resultaram em colonização e proteção contra várias 

doenças fúngicas (De Leij et al., 1995). 

 Como o controle biológico representa um componente do manejo integrado de 

doenças, é necessário que exista compatibilidade com outras medidas de controle, 

especialmente com a aplicação de fungicidas. Para o tratamento de sementes, por exemplo, 

é essencial determinar a compatibilidade entre agentes biológicos e químicos, uma vez que 
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o antagonista deve ser capaz de multiplicar rapidamente na presença do fungicida e 

competir com outros microrganismos presentes na espermosfera e rizosfera, dando 

continuidade ao controle por longo tempo, em adição, aos efeitos benéficos do tratamento 

consorciado. A combinação de rizobactérias com fungicidas compatíveis tem demonstrado 

ser uma estratégia próxima do controle integrado de doenças (Buchenauer, 1998). 

Diante desses aspectos, objetivou-se avaliar a eficiência de isolados de 

rizobactérias, pré-selecionados quanto à capacidade de promover o crescimento de mudas 

clonais de eucalipto, no biocontrole de Rhizoctonia solani Kühn, agente etiológico da mela 

de miniestacas para enraizamento e Cylindrocladium candelabrum Viégas, agente causal da 

podridão de miniestacas, bem como investigar sua compatibilidade com fungicidas, 

visando o controle integrado. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados de rizobactérias e preparo das suspensões 

 

 Empregaram-se dez isolados de rizobactérias, obtidos a partir da rizosfera de mudas 

clonais de eucalipto de diferentes regiões do País. Estes microrganismos foram pré-

selecionados de acordo com a capacidade em promover incremento na biomassa de raízes e 

induzir o enraizamento adventício (Teixeira, 2003). Após identificação, por meio da análise 

filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) (Tabela 1), os 

isolados foram depositados na coleção do Laboratório de Patologia Florestal (UFV). 

Para proceder ao preparo das suspensões rizobacterianas, para montagem dos 

ensaios de biocontrole in vivo e de compatibilidade com fungicidas, cada isolado foi 

cultivado separadamente em meio de Kado & Heskett (1970) a 27 ºC, no escuro. Após 48 

h, procedeu-se à raspagem das colônias de bactérias em solução salina (NaCl 0,85%). A 

concentração das suspensões foram ajustadas de acordo com a correlação entre a densidade 

ótica e número de unidades formadoras de colônias (u.f.c./mL) para 0,2 Abs. (540 nm), o 

que corresponde, aproximadamente, a 108 u.f.c./mL. As suspensões foram mantidas sob 

refrigeração até o momento de seu uso. 



 74 

Tabela 1 - Identificação dos isolados bacterianos pré-selecionados com base na análise 

filogenética de seqüências parciais de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S) 

Isolados Identificação 

FL2 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter, 1872) Migula, 1900 

3918 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S2 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

S1 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

MF2 Pseudomonas sp. Migula, 1894 

MF4 Pseudomonas sp. Migula, 1894 

CIIb 
Stenotrophomonas maltophilia (Hugh, 1872) Palleroni & Bradbury, 1993 / S. 

nitritireducens Finkmann et al., 2000 

Ca Pseudomonas fulva Lizuga & Komagata, 1963 

R1 Frauteria aurantia Swings et al., 1980 

VC2 Bacillus subtilis Cohn, 1872 / B. vallismortis Roberts et al., 1996 

Fonte: Teixeira (2001). 

 

 

Teste de antibiose 

 

 Com o objetivo de selecionar os isolados de rizobactérias mais efetivos, realizou-se 

um ensaio sob condições controladas, no qual foi empregado o método da estria central. 

Para isso, dois discos de cultura em BDA de R. solani (RH2) ou de C. candelabrum (UFV 

117) foram repicados, separadamente, para os pólos de placas de Petri, distanciados 1,5 cm 

da borda, em meio de MB1 ou BDA. Após esta etapa, realizou-se uma estria de cada 

isolado de rizobactéria no centro das placas, as quais foram mantidas a 27 ºC, no escuro, 

com fotoperíodo de 12 h. Após três e seis dias, mensurou-se o raio de cada colônia de R. 

solani e C. candelabrum, respectivamente, em direção ao centro das placas. A inibição do 

crescimento micelial foi calculada em relação à testemunha (estria de solução salina 

estéril), em termos percentuais. 
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O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, composto 

de cinco repetições, cada uma delas constituída de uma placa e dois discos de cultivo do 

patógeno avaliado. 

 

 

Eficiência de isolados no biocontrole 

 

 Com o objetivo de avaliar a eficiência dos isolados pré-selecionados in vitro, 

realizou-se um experimento em casa de enraizamento, no qual o substrato empregado foi 

rizobacterizado e ao mesmo tempo infestado com os diferentes patógenos. 

Para produzir o inóculo dos patógenos, discos de cultivo (5 mm de φ) obtidos da 

borda de colônias, em franco crescimento em BDA, foram repicados para meio líquido 

semi-sintético (Sacarose (10 g/L); L-asparagina (2 g/L); Extrato de levedura (2 g/L); 

KH2PO4 (1 g/L); MgSO4 . 7 H2O (0,1 g/L); ZnSO4 . 7 H2O (0,44 mg/L); FeCl3 . 6 H2O 

(0,48 mg/L); MnCl2 . H2O (0,36 mg/L)) (Alfenas et al., 1998) contidos em Erlenmeyers de 

125 mL de capacidade (50 mL/frasco) e incubados por sete ou cinco dias, no escuro, 

respectivamente para C. candelabrum e R. solani. Decorridos estes intervalos, a massa 

micelial foi coletada e lavada três vezes com água destilada esterilizada, sob vácuo. Após 

remover o excesso de água por prensagem manual em papel-filtro, a massa micelial foi 

utilizada para preparar a suspensão de inoculo. 

De posse dos resultados do ensaio anterior, três isolados (Ca, FL2 e 3918) de 

rizobactérias foram selecionados para tratamento do substrato de enraizamento, na 

proporção de 0,1 mL/cc de substrato homogeneizado em misturador apropriado. Após esta 

etapa, realizou-se a infestação com micélio triturado dos patógenos na proporção de 0,2 

mg/g de substrato. O substrato utilizado constou de uma mistura de composto de casca de 

arroz carbonizada e vermiculita (1:1 v/v), enriquecido previamente com macro e 

micronutrientes, fornecidos através de fertilizantes simples, conforme a Tabela 2. 
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Tabela 2 - Fonte, doses e forma de aplicação dos fertilizantes empregados na adubação do 

substrato de enraizamento para eucalipto 

Fertilizantes Doses 
(Kg/m³) Forma de Aplicação 

Superfosfato simples 8,000 Direta 

Sulfato de amônio 0,695 Via solução 

Cloreto de potássio 0,208 Via solução 

Sulfato de zinco 0,014 Via solução 

Sulfato de cobre 0,014 Via solução 

Sulfato de manganês 0,014 Via solução 

Ácido bórico 0,028 Via solução 

 

 O substrato tratado com rizobactérias e infestado com os patógenos foi incubado por 

cinco dias, a 27 ºC, antes da instalação definitiva do experimento. Uma alíquota do 

substrato foi apenas infestada com os patógenos e mantida por igual tempo e condição de 

incubação, para servir como testemunha (controle negativo). O tratamento com a mistura 

dos fungicidas epoxyconazole + pyraclostrobin (0,6 mL/L do i.a.) consistiu o controle 

positivo, aplicado através da imersão de miniestacas. Após esta etapa, miniestacas de 8 a 10 

cm de comprimento, provenientes de um clone comercial de eucalipto, coletadas de áreas 

de minijardins clonais, foram inseridas no substrato e postas para enraizar em casa de 

enraizamento dotadas de nebulização intermitente, à temperatura de aproximadamente 27 

ºC e umidade relativa do ar acima de 80%. 

Durante 25 dias, realizou-se a avaliação diária da incidência de podridão e mela das 

miniestacas, causada por C. candelabrum e R. solani, respectivamente. Ao final deste 

intervalo, foram quantificados o índice de enraizamento, a biomassa seca, o comprimento 

das raízes e a incidência de doenças. Para realizar a quantificação da biomassa seca, 

miniestacas enraizadas tiveram a parte aérea separada do sistema radicular, após remoção 

dos resíduos de substrato e, em seguida, procedeu-se à secagem em estufas em temperatura 

de 70 ºC por 24 horas. Durante a avaliação da incidência de doenças, miniestacas com 

sintomas de podridão ou de mela foram coletadas individualmente, desinfestadas 

superficialmente com hipoclorito de sódio a 1.000 ppm de cloro ativo, por três min, lavadas 

em água destilada esterilizada para remover o excesso de cloro e foram semeadas em placas 
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de Petri contendo ágar-água (2%) acidificado (pH = 5,0). Após incubação, no escuro, a 27 

ºC por 48 h ou cinco dias, avaliou-se, sob microscópio estereoscópico, a presença de sinais 

típicos de R. solani e C. candelabrum, respectivamente. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, composto 

de cinco repetições, cada uma constituída de 50 plantas. 

 

 

Dinâmica populacional em substrato de enraizamento 

 

 Com o objetivo de monitorar a população dos patógenos no substrato de 

enraizamento, realizou-se a quantificação por meio do método de iscas biológicas de 

eucalipto (segmentos de haste de eucalipto com 2 a 2,5 cm). Para isso, o substrato de 

enraizamento tratado com os diferentes isolados de rizobactérias e infestado com os 

patógenos foi mantido em caixas plásticas do tipo gerbox (13 x 13 x 4 cm), nas quais em 

intervalos de cinco dias, 30 iscas, previamente desinfestadas, como descrito anteriormente, 

foram inseridas e incubadas a 27 ºC, no escuro. Após 48 h, as iscas foram retiradas 

cuidadosamente, lavadas em água de torneira por três min, desinfestadas com NaClO, a 

1000 ppm de cloro ativo, por três min, enxaguadas duas vezes com água destilada 

esterilizada, e semeadas em ágar-água (2%) acidificado (pH = 5,0). Decorridas 48 h ou 

cinco dias, avaliou-se sob microscópio estereoscópico a presença de estruturas típicas de R. 

solani e C. candelabrum, respectivamente. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, composto 

de cinco repetições, cada uma constituída de um gerbox com 30 iscas. 

 

 

Sensibilidade de isolados de rizobactérias a fungicidas 

 

Com o intuito de averiguar a possível integração do uso de rizobactérias com o 

controle químico, realizou-se um ensaio, sob condições controladas, no qual se avaliou 

qualitativamente o efeito dos principais fungicidas (Tabela 3) utilizados em viveiros que 

empregam a clonagem do eucalipto (Alfenas et al., 2004), sobre isolados de rizobactérias, 
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pelo método do antibiograma. Para isso, os isolados de rizobactérias foram previamente 

semeados uniformemente sobre placas contendo meio de Kado & Heskett (1970) e 

posteriormente, discos de papel-filtro (nº 2) embebidos na suspensão dos fungicidas, na 

concentração de 2 µg/mL do ingrediente ativo e secos por 15 min sob ventilação forçada, 

foram transferidos assepticamente para as placas, que foram mantidas por 48 h, a 27 ºC, no 

escuro. Decorrido este intervalo, avaliou-se, qualitativamente, atribuindo sinal positivo e 

negativo para combinações fungicida e isolado de rizobactérias, nas quais havia ou não 

presença de halo de inibição, respectivamente. A inibição do crescimento bacteriano foi 

classificada de acordo com o diâmetro da faixa inibitória em negativo (-), quando não 

ocorreu inibição aparente; positivo (+), quando menor que 1 mm; duplo positivo (++), 

quando igual ou compreendida entre 1 e 2 mm; e triplo positivo (+++), quando superior a 2 

mm. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, composto 

de cinco repetições, cada uma constituída de uma placa com cinco discos. 

 

 

Análises estatísticas 

 

 Os dados de cada ensaio quantitativo foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), aplicando-se o teste F, ao nível de 5% de probabilidade e, posteriormente, as 

médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As análises estatísticas foram realizadas 

com o auxílio do programa estatístico SAS V.8 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
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Tabela 3 - Especificações técnicas dos principais fungicidas passíveis de utilização no controle de doenças do eucalipto em viveiros 

Fungicida (i.a.) 
Dose 

(i.a./L) 

Modo de 

ação 
Grupo químico Formulação Tarja Classe toxicológica Risco ambiental 

Azoxystrobin 0,1 g/L Mesostêmico Estrobilurina 
WG Granulado 

dispersível 
Verde (IV) - pouco tóxico Perigoso (III) 

Captan 1,2 g/L Protetor Ftalimida Pó molhável Azul (III) - tóxico - 

Epoxyconazole 0,2 g/L Sistêmico Triazol Suspensão concentrada Azul (III) - tóxico Muito perigoso (II) 

Epoxyconazole + 

Pyraclostrobin 
0,4 g/L Mesostêmico 

Triazol + 

Estrobilurina 
Suspensão emulsionável Amarela 

(II) - altamente 

tóxico 
Muito perigoso (II) 

Iprodione 1,2 g/L Protetor Hidantoína Pó molhável Verde (IV) - pouco tóxico - 

Tebuconazole 0,4 g/L Sistêmico Triazol 
Concentrado 

emulsionável 
Azul (III) - tóxico Muito perigoso (II) 

Tetraconazole 0,2 g/L Sistêmico Triazol 
Concentrado 

emulsionável 
Amarela 

(II) - altamente 

tóxico 
Muito perigoso (II) 

Thiram 2,1 g/L Protetor Ditiocarbamato Pó molhável Azul (III) - tóxico - 

Triadimenol 0,5 g/L Sistêmico Triazol 
Concentrado 

emulsionável 
Amarela 

(II) - altamente 

tóxico 
Muito perigoso (II) 

*Ressalta-se que não existem fungicidas registrados para o eucalipto e, portanto, sua utilização não encontra amparo legal na legislação atual. 
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RESULTADOS 

 

A inibição do crescimento micelial de C. candelabrum e R. solani variou de acordo 

com o isolado de rizobactéria e meio de cultura. No entanto, considerando-se os dois meios 

de cultura e os dois patógenos, os isolados FL2, 3918, S1 e S2 foram os mais efetivos. 

Para C. candelabrum, o isolado S2 propiciou 70,7 e 61,0 % de inibição nos meios 

de BDA e MB1, não diferindo dos isolados FL2 e 3918 para o primeiro meio, com 

inibições do crescimento micelial de 66,7 e 65,3 %, respectivamente. Os isolados S1, FL2, 

3918 e VC2 no meio de MB1, também não diferiram do S2, com inibições, em média, 

iguais a 61,0, 57,5 e 56,6 %, respectivamente (Figura 1). 

Para R. solani, obtiveram-se inibições ligeiramente menores. Levando-se em conta 

os dois meios de cultura, o isolado FL2 foi o mais efetivo com inibições de 70,4 e 65,7 %, 

nos meios BDA e MB1, respectivamente. No meio MB1, o isolado S2 também foi efetivo, 

não diferindo do melhor tratamento, com inibição do crescimento micelial do patógeno 

igual a 60,1 % (Figura 2). 
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Figura 1 - Inibição do crescimento micelial de Cylindrocladium candelabrum, nos meios de 

cultura BDA e MB1, mediado por isolados de rizobactérias em relação à 

testemunha (estria com solução salina estéril). Colunas de mesma cor e sob a 

mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 2 - Inibição do crescimento micelial de Rhizoctonia solani, nos meios de cultura 

BDA e MB1, mediado por isolados de rizobactérias em relação à testemunha 

(estria com solução salina estéril). Colunas de mesma cor e sob a mesma letra 

não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 Ao final de 25 dias, constatou-se nas miniestacas mantidas em casa de enraizamento 

maior incidência de podridão (71%) causada por C. candelabrum, em relação à mela de 

miniestacas causada por R. solani (Figura 3). Para o primeiro patógeno, o tratamento do 

substrato com o isolado de rizobactéria Ca promoveu redução significativa de 33 e 26,7% 

em termos médios, quando comparado à testemunha e ao tratamento de imersão de 

miniestacas em calda fungicida, respectivamente. Os isolados FL2 e 3918 não diferiram 

significativamente do tratamento testemunha. Além disso, a imersão de miniestacas na 

mistura dos fungicidas epoxyconazole + pyraclostrobin não surtiu em reduções 

significativas quanto à incidência de doença, provavelmente em virtude da lixiviação dos 

princípios ativos pelas freqüentes nebulizações de água, necessárias ao enraizamento. Em 

relação à mela de miniestacas, não foram constatadas reduções significativas, embora para 

o isolado Ca observou-se tendência de menor intensidade da doença. 
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Figura 3 - Incidência de podridão causada por Cylindrocladium candelabrum (esquerda) e 

mela de miniestacas causada por Rhizoctonia solani (direita) em substrato 

tratado com rizobactérias. A testemunha (Test.) e o tratamento com fungicida 

(Fung.) referem-se ao substrato apenas infestado com o patógeno e a imersão 

prévia de miniestaca em uma solução da mistura dos fungicidas epoxyconazole 

e pyraclostrobin (0,6 mL do i.a./L), respectivamente. Colunas sob a mesma letra 

não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 Como reflexo direto de maior incidência da podridão, quando comparado à mela de 

miniestacas, obtiveram-se menores índices de enraizamento (Figura 4) no substrato 

previamente infestado com C. candelabrum. Neste substrato, o isolado Ca foi o que 

promoveu maior enraizamento médio, com incremento de 132,9%, quando comparado à 

testemunha. Para o isolado FL2 e o tratamento com fungicidas, obtiveram-se índices de 

enraizamento intermediários em relação ao incremento proporcionado pelo isolado Ca e a 

testemunha. Provavelmente em razão da baixa incidência de mela de miniestacas, não se 

constataram diferenças significativas no enraizamento em substrato infestado previamente 

com R. solani. 

 Em relação ao comprimento médio do sistema radicular, observaram-se diferenças 

significativas em relação à testemunha somente para miniestacas submetidas ao 

enraizamento em substrato infestado com C. candelabrum (Figura 5). Assim como para as 

demais variáveis, o isolado Ca destacou-se dos demais, com incremento médio de 89,6%, 

quando comparado com a testemunha. Para os outros tratamentos, não foram constatadas 

diferenças significativas. 
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Figura 4 - Enraizamento de miniestacas em substrato previamente tratado com rizobactérias 

e infestado com Cylindrocladium candelabrum (esquerda) e Rhizoctonia solani 

(direita). A testemunha (Test.) e o tratamento com fungicida (Fung.) referem-se 

ao substrato apenas infestado com o patógeno e a imersão prévia de miniestaca 

em uma solução da mistura dos fungicidas epoxyconazole e pyraclostrobin (0,6 

mL do i.a./L), respectivamente. Colunas sob a mesma letra não diferem entre si, 

pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 5 - Comprimento do sistema radicular de miniestacas enraizadas em substrato 

previamente tratado com rizobactérias e infestado com Cylindrocladium 

candelabrum (esquerda) e Rhizoctonia solani (direita). A testemunha (Test.) e 

tratamento com fungicida (Fung.) referem-se ao substrato apenas infestado 

com o patógeno e a imersão prévia de miniestaca em uma solução da mistura 

dos fungicidas epoxyconazole e pyraclostrobin (0,6 mL do i.a./L), 

respectivamente. Colunas de mesma cor não diferem entre si, pelo teste de 

Tukey (p<0,05). 
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 A biomassa de raízes foi significativamente maior para miniestacas submetidas ao 

enraizamento em substrato tratado com o isolado de rizobactéria Ca, independentemente do 

patógeno empregado na infestação (Figura 6). No substrato infestado com R. solani, o 

ganho promovido por este isolado foi de 76,5%. Além do isolado Ca, a rizobactéria FL2 

promoveu incremento significativo quando comparada com a testemunha. Em 

contrapartida, para o substrato infestado com C. candelabrum, apenas o isolado Ca 

promoveu incremento significativo para esta variável, equivalente a 129,3%, evidenciando 

que seu maior efeito foi relativo ao controle biológico da podridão causada por C. 

candelabrum. 
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Figura 6 - Massa seca de raízes por miniestaca enraizada em substrato tratado previamente 

com rizobactérias e infestado com Cylindrocladium candelabrum (esquerda) e 

Rhizoctonia solani (direita). A testemunha (Test.) e o tratamento com fungicida 

(Fung.) referem-se ao substrato apenas infestado com o patógeno e a imersão 

prévia de miniestaca em uma solução da mistura dos fungicidas epoxyconazole e 

pyraclostrobin (0,6 mL do i.a./L), respectivamente. Colunas sob a mesma letra 

não diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

 

O monitoramento periódico da população dos patógenos em substrato 

artificialmente infestado evidenciou tendência de maior velocidade de redução e 

estabilização em nível populacional menor para R. solani. Além disso, para este patógeno, 

não se observaram diferenças significativas quanto ao nível populacional na maior parte do 
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tempo de incubação, independentemente do tratamento. Estas observações reforçam os 

resultados obtidos quanto à incidência da mela de miniestacas em casa de enraizamento. 

Em contrapartida, para C. candelabrum, constataram-se diferenças quanto ao tempo 

necessário para estabilização da população e nível populacional atingido ao longo do 

período de incubação. A partir de 10 dias de incubação, observou-se maior população do 

patógeno na testemunha. Entre os tratamentos com rizobactérias, a partir de 15 dias de 

incubação, o isolado Ca destacou-se dos demais em suprimir a população do patógeno. Ao 

final de 30 dias, a diferença entre a população do patógeno no substrato rizobacterizado 

com este isolado em relação ao tratamento testemunha foi de 26,7% (Figura 7). 
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Figura 7 - Nível populacional de Cylindrocladium candelabrum (esquerda) e Rhizoctonia 

solani (direita) em substrato tratado com rizobactérias. A testemunha refere-se 

ao substrato apenas infestado com o patógeno. Barras verticais representam o 

desvio-padrão da média. 

 

 

 Como o experimento em casa de enraizamento foi realizado após cinco dias de 

incubação do substrato rizobacterizado e infestado separadamente com os patógenos, as 

diferenças do nível populacional de C. candelabrum entre a testemunha e o isolado Ca 

reforçam os resultados obtidos quanto à incidência de podridão de miniestacas para 

enraizamento. 

 No ensaio realizado in vitro, onde se avaliou a sensibilidade de isolados de 

rizobactérias a fungicidas, constatou-se ampla variação de resposta em relação ao princípio 
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ativo e isolado de rizobactéria. Tebuconazole inibiu 80% dos isolados e a mistura dos 

fungicidas epoxyconazole + pyraclostrobin inibiu apenas o crescimento do isolado S1 e, 

mesmo assim, de forma branda (diâmetro da faixa inibitória menor que 1 mm). O isolado 

mais sensível aos princípios ativos testados foi o S1 e os menos afetados foram o 3918 e 

MF2. A sensibilidade variou entre isolados da mesma espécie. Assim, para os isolados S1, 

S2 e 3918 de Bacillus subtilis, observaram-se grandes diferenças, principalmente para o 

primeiro e último isolado, que foram o mais e o menos afetados, respectivamente  

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Sensibilidade* de isolados de rizobactérias a fungicidas passíveis de serem 

utilizados no controle de doenças do eucalipto em viveiros 

Isolados de rizobactérias 
Fungicidas (i.a.) 

3918 Ca CIIb FL2 MF2 MF4 R1 S1 S2 VC2 

Azoxystrobin - - + - + - - +++ + + 

Captan - - ++ - - + - - - - 

Epoxyconazole - - + - - - + + + - 

Epoxyconazole + 

pyraclostrobin 
- - - - - - - + - - 

Iprodione - + + + - - ++ + - + 

Tebuconazole + ++ + - - ++ +++ +++ +++ + 

Tetraconazole - - + - - - +++ +++ - - 

Thiram + ++ - - - - - + - - 

Triadimenol - - - - + - + ++ - - 

Testemunha - - - - - - - - - - 

*A inibição do crescimento bacteriano foi classificada de acordo com o diâmetro da faixa 

inibitória em: negativo (-) quando não ocorreu inibição aparente; positivo (+) quando 

menor que 1 mm; duplo positivo (++) quando igual ou compreendida entre 1 e 2 mm; e 

triplo positivo (+++) quando superior a 2 mm. 
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DISCUSSÃO 

 

 Na rizosfera, que compreende a área circunvizinha às raízes, as bactérias estão 

abundantemente presentes, organizadas em microcolônias. Algumas destas rizobactérias 

não somente se beneficiam de nutrientes secretados pelo sistema radicular, mas também 

podem influenciar positivamente a planta de forma direta ou indireta, resultando em 

estímulo ao crescimento. Estas rizobactérias promotoras do crescimento podem ser 

classificadas de acordo com o efeito benéfico em biofertilizantes, fitoestimulantes ou como 

agentes de controle biológico, na medida em que podem fixar nitrogênio, promover 

diretamente o crescimento ou proteger as plantas contra a ação de fitopatógenos, 

respectivamente (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). Este último grupo tem despertado o 

interesse nos últimos anos para o controle biológico. Assim, neste trabalho ficou 

demonstrado que determinados isolados previamente selecionados por Teixeira (2001), por 

promoverem crescimento de eucalipto, atuam segundo este mecanismo. 

Muitos estudos com rizobactérias comprovam a promoção de crescimento, mas 

somente sob condições controladas, em que estas bactérias não competem com os 

microrganismos existentes no solo (Cattelan et al., 1999). Em alguns casos, no entanto, 

quando isolados de rizobactérias promovem crescimento de plantas em solo não-

esterilizado, supõe-se que ocorra o controle de fungos causadores de doenças, conforme 

comprovado para o isolado Ca, que, além de atuar no controle biológico, foi capaz de 

aumentar o crescimento de eucalipto, provavelmente pela inibição de microrganismos 

deletérios ao crescimento. Em um outro exemplo, a adição de um isolado de Pseudomonas 

putida (Trevisan) Migula, produtor de sideróforos, converteu um solo conducivo em 

supressivo a Fusarium spp., para três diferentes culturas (linho, rabanete e pepino) (Scher 

& Baker, 1982). Além disso, um isolado de Pseudomonas cepacia Palleroni & Holmes, 

positivo para produção de β-1,3 glucanase, reduziu a incidência de doenças causadas por R. 

solani, Sclerotium rolfsii Sacc. e Pythium ultimum Trow (Fridlender et al., 1993). 

Similarmente, cinco isolados de Pseudomonas, positivos para produção de antibióticos, 

promoveram crescimento de plantas de batata (Solanum tuberosum L.) em solo não 

esterilizado (Kloepper & Schroth, 1981). 
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 Substratos supressivos contêm rizobactérias capazes de controlar doenças de plantas 

causadas por patógenos fúngicos e, ou, bacterianos. Esta possibilidade pode ser explorada 

na propagação clonal do eucalipto, mediante a aplicação de isolados eficientes no controle 

biológico, como o isolado Ca selecionado neste trabalho. Os mecanismos responsáveis pela 

atividade de biocontrole incluem a competição por nutrientes, exclusão de nichos 

ecológicos e produção de metabólicos tóxicos em antibiose direta (Kloepper, 1991; Luz, 

1993; Whipps, 2001) ou indução de resistência sistêmica (Kloepper et al., 1992; Van Loon 

et al., 1998; Van Loon, 1997; Ramamoorthy et al., 2001; Eneback & Carey, 2000; 

Viswanathan & Samiyappan, 2002). Diante destas possibilidades, comprovou-se neste 

trabalho, que é possível utilizar rizobactérias promotoras do crescimento para otimizar a 

produção de mudas clonais de eucalipto, uma vez que a adição do isolado Ca ao substrato 

de enraizamento reduziu significativamente a incidência de podridão de miniestacas na fase 

de enraizamento. 

A competição entre o agente de biocontrole e o patógeno por nutrientes (carbono, 

nitrogênio e íon férrico) é apontada como uma das formas pelas quais se pode produzir 

supressão do patógeno. Observou-se, por exemplo, que a inoculação de um isolado (WCS 

374) de Pseudomonas fluorescens (Trevisan) Migula em plantas de rabanete aumentou a 

produção da cultura, provavelmente em virtude da redução da incidência de murcha 

causada por Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. raphani, uma vez que não se constataram 

incrementos significativos na produção quando a incidência desta doença vascular foi 

inferior a 5% (Leeman et al., 1995). Similarmente a estes resultados, observou se supressão 

significativa somente para C. candelabrum, em razão da maior incidência da doença, 

quando comparado a mela de miniestacas causada por R. solani. 

 Os microrganismos rizosféricos são capazes também de produzir enzimas com 

atividade deletéria contra fungos fitopatogênicos. Por exemplo, o gene responsável pela 

produção de quitinase (Chi A) de Serratia marescens Bizio tem sido clonado e expressado 

constitutivamente em Pseudomonas putida (Trevisan) Migula. Os isolados recombinantes 

(Chi A+) exibiram atividade de biocontrole contra S. rolfsii em feijão e contra R. solani em 

algodão (Buchenauer, 1998). A partir de Enterobacter agglomerans Ewing & Fife, o gene 

Chi A foi clonado e expresso em Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers. A 
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enzima produzida foi capaz de inibir o crescimento de R. solani e a germinação de 

conídios, de F. oxysporum (Chernin et al., 1997). 

A base genética do controle biológico é mais bem conhecida para o gênero 

Pseudomonas (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). A maioria dos isolados identificados 

como pertencentes a este gênero produzem metabólicos com atividade antifúngica, como 

fenazinas, pirrolnitrinas, 2,4-diacetilfloroglucinol e pioluteorina. Todavia, novos compostos 

foram descobertos recentemente, como a classe dos lipopeptídeos cíclicos, que incluem as 

viscosinamidas (Nielsen et al., 1999) e tensina (Nielsen et al., 2000). O primeiro composto 

preveniu a infecção de cana-de-açúcar por P. ultimum (Thrame et al., 2000). Genes 

individuais têm sido descobertos como responsáveis pela presença de grupos funcionais em 

compostos de fenazinas. Na base de homologia e estudos com mutantes, a função de vários 

genes identificados na biossíntese tem sido proposta. Todavia, investigações bioquímicas 

tornam-se necessárias para comprovar tais funções (Bloemberg & Lugtenberg, 2001). A 

título de exemplo, em Bacillus cereus Frankland & Frankland foi descoberto recentemente 

genes em “cluster” responsáveis pela biossíntese do antibiótico Zuitermicina A (Stohl et 

al., 1999). Aparentemente, para o isolado Ca, considerado o mais eficiente, os mecanismos 

de ação não envolvem a produção de substâncias antimicrobianas, uma vez que não foram 

constatados nos testes de antibiose in vitro valores elevados de inibição. 

A correlação entre produção de antibióticos e eficiência no biocontrole tem sido 

estudada (Fenton et al., 1992; Shanahan et al., 1992). O tratamento de beterraba com o 

isolado selvagem (F 113) de P. fluorescens, capaz de produzir o composto antibiótico 2,4-

diacetilfloroglucinol, controlou vários patógenos radiculares, enquanto a aplicação do 

mutante defectivo (F 113 G22) não surtiu efeito. Normalmente, durante a formação de 

solos naturalmente supressivos, ocorre um incremento na população de isolados produtores 

de antibióticos. Assim, foi demonstrado que a população de isolados de Pseudomonas spp., 

na rizosfera de trigo, produtores do antibiótico 2,4-diacetilfloroglucinol, foi maior quando 

comparada com solo conducivo (Buchenauer, 1998). Diferentemente destas observações, 

neste trabalho, a maior eficiência em inibir os patógenos testados in vitro pelos isolados 

FL2 e 3918 não correlacionaram com os resultados in vivo, provavelmente em virtude da 

baixa capacidade de colonização. 
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 Pseudomonas do grupo fluorescente produzem metabólicos secundários e enzimas 

in vitro, especialmente sob condições de alta densidade de células e crescimento lento. Na 

rizosfera, estes microrganismos também têm alcançado alta densidade de células na 

manifestação da atividade de biocontrole (Raaijmakers et al., 1995). Isto tem sugerido que 

a construção de isolados modificados geneticamente de Pseudomonas, produtores de 

quantidades suficientes de antibióticos e enzimas, na rizosfera em baixa densidade 

populacional, pode melhorar a atividade de controle biológico (Rich et al., 1994). Assim, 

os isolados testados poderiam ser combinados de forma a otimizar os efeitos observados in 

vitro com os resultados obtidos em casa de enraizamento. 

 O controle de doenças, mediado por rizobactérias produtoras de antibióticos, 

depende da sensibilidade natural da população do patógeno-alvo, algo que não foi avaliado 

neste trabalho e que também pode explicar as diferenças observadas para o controle 

biológico de Rhizoctonia solani e Cylindrocladium candelabrum. Pouco se conhece sobre a 

ocorrência e porcentagem de isolados na população de patógenos no campo resistentes a 

certos antibióticos. Nesse sentido, o controle de doenças foi menos pronunciado quando o 

solo estava infestado com menos isolados do patógeno Gaeumannomyces graminis var. 

tritici sensíveis ao antibiótico ácido fenazina-1-carboxílico (Hamdan et al., 1991; Mazzola 

et al., 1995). O controle biológico, que depende da produção de um único antibiótico, tende 

a ser menos eficaz que tratamentos com largo espectro de antibióticos (Buchenauer, 1998) 

e, por este motivo, acredita-se que a combinação de diferentes isolados de rizobactérias 

pode não somente otimizar o controle biológico, mas também induzir o enraizamento e o 

crescimento na propagação clonal do eucalipto. 

 Dentre os mecanismos pelos quais microrganismos rizosféricos podem inibir 

fitopatógenos, a produção de sideróforos se destaca. Muitos organismos necessitam de ferro 

em concentrações de 10-6 M. Todavia, em solos aerados, o ferro está disponível na forma 

do íon férrico, cuja solubilidade em água é de aproximadamente 10-18 M, em pH neutro. A 

baixa solubilidade desse elemento, portanto, torna-o insuficiente para o crescimento de 

microrganismos, uma vez que, são exigidas concentrações micromolares. Bactérias estão 

envolvidas em sistemas eficientes de absorção de ferro, por poderem produzir e secretar 

sideróforos, que são moléculas de baixo peso molecular capazes de formar complexos com 

o ferro, tornando-o indisponível para os outros microrganismos. É importante ressaltar que 
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a produção de sideróforos formando quelatos com o ferro ocorre especialmente sob 

condições de limitação deste elemento na rizosfera. O ferro complexado é absorvido por 

proteínas receptoras específicas presentes na membrana celular, sendo então transportado 

para o interior das células. Os sideróforos produzidos por vários isolados de Pseudomonas 

possuem grande especificidade e não podem ser utilizados por outros organismos 

(Buchenauer, 1998). Embora não tenham sido feitas análises da composição química do 

substrato utilizado para produção de mudas, acredita-se que a utilização de rizobactérias, 

sabidamente produtoras destes compostos, pode aumentar a eficiência do biocontrole, 

especialmente sob condições de limitação deste elemento. 

 Normalmente, as rizobactérias são aplicadas uma única vez em sementes. A partir 

daí, o inóculo bacteriano tem que estabilizar na rizosfera em uma população suficiente para 

promover os efeitos benéficos. Portanto, como realizado neste estudo, a aplicação em 

substrato de enraizamento de forma inundativa aparentemente irá garantir maior 

possibilidades de competição e sobrevivência. Todavia, para que a bactéria sobreviva de 

forma eficiente após a aplicação, é necessário usar os nutrientes exsudatos pelas raízes das 

plantas hospedeiras, proliferar e ser eficientemente capaz de colonizar as raízes e competir 

com os microrganismos naturais do solo. Resultados pouco satisfatórios de biocontrole em 

condições de campo têm sido correlacionados com a baixa capacidade de colonização de 

raízes, algo que pode explicar a baixa eficiência no controle biológico mediado pelo isolado 

FL2, que se destacou nos testes de antibiose in vitro. Portanto, a identificação de genes 

envolvidos no processo de colonização de raízes fornecerá mais informações sobre as 

interações entre plantas e bactérias e tornará mais eficiente a aplicação do inóculo 

(Bloemberg & Lugtember, 2001). 

Em resposta às restrições crescentes para o uso de defensivos químicos, a utilização 

de microrganismos como agentes de controle biológico tem surgido como tecnologia 

promissora. No entanto, há limitações importantes para o sucesso desta abordagem como o 

estreito espectro de ação dos agentes de biocontrole, quando comparado com os pesticidas 

sintéticos (Baker, 1991; Janisiewicz, 1996). A utilização concatenada de antagonistas e 

produtos químicos desponta, portanto, como alternativa promissora. Todavia, havendo o 

interesse nesse tipo de abordagem, torna-se necessário avaliar preliminarmente a 

compatibilidade, como realizado neste trabalho. 
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 Produtos biológicos devem preferencialmente ser compatíveis com os químicos. 

Portanto, os resultados aqui obtidos neste trabalho evidenciaram boas chances de integrar o 

controle químico ao biológico, em virtude da baixa sensibilidade dos isolados de 

rizobactérias à maioria dos princípios ativos passíveis de serem utilizados em viveiros de 

clonagem de eucalipto em escala comercial. 

 Vários fatores contribuem para obtenção de resultados inconsistentes considerando 

a interação complexa entre planta hospedeira, patógeno, antagonista e ambiente. Dentre 

esses, podem ser citadas a baixa competência ecológica, variações na capacidade de 

colonização de raízes do microrganismo introduzido, ausência do patógeno-alvo ou 

interferência com patógenos não-alvos. Para garantir o sucesso de bactérias no controle 

biológico, alguns fatores são importantes: a) definir o sistema de aplicação que garante a 

melhor estabilização da população bacteriana; b) melhorar os métodos de formulação e 

distribuição do produto biológico; c) determinar as variações no nível de inóculo do 

patógeno e; d) garantir maior durabilidade ao produto formulado (Buchenauer, 1998). 

Diante destas considerações, é necessário realizar estudos que viabilizem a produção e 

utilização de rizobactérias em nível comercial para o eucalipto, com grandes possibilidades 

de sucesso desta nova tecnologia. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

 

 A utilização de rizobactérias benéficas na propagação clonal oferece a possibilidade 

de aliar os ganhos em indução do enraizamento, crescimento e biocontrole de patógenos 

apodrecedores. Este trabalho, portanto, possibilitou: i- a disponibilização de isolados 

específicos para as diferentes regiões, materiais genéticos de eucalipto e rotina operacional, 

com o objetivo de assegurar a otimização dos ganhos em enraizamento, crescimento e 

biocontrole de doenças do eucalipto; ii- o esclarecimento sobre as possibilidades de efeito 

sinérgico entre isolados de rizobactérias, a fim de possibilitar a recomendação de misturas 

que otimizem as variáveis já citadas; iii- determinar a significância da interação entre 

isolados de rizobactérias e clones de eucalipto, de modo a possibilitar a seleção de isolados 

específicos; iv- determinar a melhor forma de veiculação das rizobactérias, do ponto de 

vista operacional e de eficácia dos isolados; v- avaliar o controle biológico de R. solani e C. 

candelabrum, agentes etiológicos da mela e podridão de miniestacas para enraizamento, 

respectivamente; e vi- determinar a compatibilidade entre isolados selecionados de 

rizobactérias e fungicidas, visando ao controle integrado de doenças. Assim, ficaram 

esclarecidos os pontos críticos importantes do processo de tratamento do substrato com 

rizobactérias, com o intuito de assegurar a viabilidade de seu uso na propagação clonal de 

Eucalyptus spp. 

 A seguir, são apresentadas as conclusões gerais acerca deste trabalho: 
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Conclusão 1: Os isolados mais promissores foram o VC2 e Ca para enraizamento e VC2 e 

3918 para biomassa radicular. Nos estudos envolvendo mistura de isolados, os incrementos 

também variaram de acordo com o isolado de rizobactéria, aplicado isoladamente ou em 

mistura e de acordo com o clone de eucalipto, não sendo normalmente observados efeitos 

significativos de incremento de misturas sabidamente compatíveis pelo teste de antibiose in 

vitro e vice-versa. No entanto, considerando outras variáveis como biocontrole, a aplicação 

dos isolados mais efetivos para cada variável poderá otimizar o enraizamento, crescimento 

e biocontrole das principais doenças associadas à propagação clonal do eucalipto. 

 

Conclusão 2: Os incrementos em enraizamento e biomassa radicular variaram conforme o 

isolado e o clone de eucalipto, havendo interação significativa (especificidade isolado – 

clone). 

 

Conclusão 3: Quanto ao modo de veiculação, os resultados evidenciaram pelo menos três 

formas eficientes de aplicação de isolados selecionados de rizobactérias. Considerando-se, 

no entanto, o custo de produção do produto biológico e a facilidade de aplicação, a imersão 

de miniestacas poderá ser utilizada rotineiramente quando o objetivo for a promoção de 

enraizamento e crescimento. O tratamento do substrato com rizobactérias pode ser 

implementado quando o objetivo se estender para biocontrole de patógenos apodrecedores 

de miniestacas para enraizamento. 

 

Conclusão 4: O isolado de rizobactéria Ca foi capaz de controlar eficientemente C. 

candelabrum em substrato de enraizamento. 

 

Conclusão 5: No ensaio realizado in vitro, quando se avaliou a sensibilidade de isolados de 

rizobactérias a fungicidas passíveis de serem utilizados no controle de doenças do eucalipto 

em viveiro, constatou-se ampla variação de resposta em relação ao princípio ativo e isolado 

de rizobactéria. O isolado mais sensível aos princípios ativos testados foi o S1 e os menos 

afetados o 3918 e MF2. 
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