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RESUMO

Ana Claudia Spassin. Prospeccdo de bactérias como promotoras de crescimento e

enraizamento de mudas de eucalipto sob diferentes formas de dispensa.

A utiliza¢do de micro-organismos benéficos como promotores de crescimento e
enraizamento de plantas tem se mostrado uma excelente alternativa visando estimular o
aumento da produtividade e desenvolvimento do eucalipto. Assim, objetivou-se neste
trabalho avaliar o potencial de isolados de rizobactérias e residentes do filoplano na
propagacdo vegetativa de Eucalyptus dunnii, Eucalyptus grandis e Eucalyptus viminalis
com o proposito de se obter um isolado que promova o crescimento e, ou o
enraizamento de miniestacas de alguma das espécies utilizadas no estudo. O
experimento foi conduzido no laboratorio de Protecdo Florestal e no Viveiro do
Departamento de Engenharia Florestal da UNICENTRO. Para a formagdo do
minijardim clonal as espécies foram cultivadas em mini-canaletdes em leito de areia,
sob regime de podas seletivas visando a formacdo das minicepas. As miniestacas
selecionadas foram coletadas no periodo matutino e submetidas a trés métodos
diferentes de dispensa de bactérias: imersao das miniestacas em suspensdo bacteriana
antes do plantio, pulverizacao de suspensdo bacteriana sobre o filoplano das miniestacas
e a utilizacdo em conjunto dos dois métodos citados. Estas foram estaqueadas em casa
de vegetacdo e, apos 30 dias, foram transferidas para a casa de sombra onde
permaneceram entre 20 a 30 dias. Em seguida as mudas foram acondicionadas em area
de pleno sol para a rustificagdo. Nos sete experimentos conduzidos, avaliou-se a
sobrevivéncia e enraizamento, altura, peso seco e fresco de parte aérea e raiz das
miniestacas. Os resultados obtidos demonstraram que os isolados bacterianos testados
apresentaram alta variabilidade na resposta de promocao de crescimento e enraizamento
das miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, nao sendo observado efeito
pronunciado no modo de aplicacao devido a auséncia de efeito promotor dos isolados

bacterianos utilizados.

Palavras-chave: Enraizamento, Isolados bacterianos, Miniestacas, Sobrevivéncia.
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ABSTRACT

Ana Claudia Spassin. Prospection of plant growth promotion bacteria and rooting of

eucalypt seedling under different forms of deliver.

The use of beneficial micro-organisms as growth and rooting promoters of
plants has proven to be an excellent alternative to stimulate increased productivity and
development of the plant. Thus, the aim of this study was to evaluate the potential of
rhizobacteria isolates and phylloplane residentes in the vegetative propagation of
Eucalyptus dunnii, Eucalyptus grandis and Eucalyptus viminalis with the purpose of
obtaining an isolate that promotes growth and either the rooting of cuttings in some of
the species used in the study. The experiment was conducted in the laboratory of Forest
Protection and at the Nursery of the Department of Forest Engineering - UNICENTRO.
For the formation of clonal minigarden, the species were grown in mini gutters in sand,
under selective pruning for shaping of the ministumps. Selected cuttings were collected
in the morning and submitted to three different methods of bacteria deliver: immersion
in bacterial suspension of cuttings before planting, spraying bacterial suspension on the
phylloplane of the cuttings and the use together of the two mentioned methods. These
were sown in greenhouse and, after 30 days, were transferred to shade house where they
remained between 20 to 30 days. Then the seedlings were placed in full sun area for
hardening. In the experiment, we evaluated the survival and rooting, height, dry and
fresh weight of shoot and root the cuttings. The results obtained showed that the
bacterial isolates tested demonstrated high variability in response to growth promoting
and rooting of the minicuttings of E. dunnii, E. grandis and E. viminalis, not being
noticed pronounced effect on the mode of application due to the absence of the
promoting effect of the bacterial isolates used.

Key words: Rooting, Bacterial isolates, Minicuttings, Survival.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a eucaliptocultura representa o principal segmento do setor
silvicultural brasileiro, com mais de cinco milhdes de hectares de florestas plantadas. O
setor florestal brasileiro colabora diretamente nos dmbitos econdmicos e sociais do
nosso Pais, contribuindo para a geracdo de emprego, educacdo, inclusdo social e
preservacao do meio ambiente (ABRAF, 2012).

A utilizacao do eucalipto esta relacionada principalmente ao rapido crescimento
e facil adaptacdo climatica que as espécies cultivadas apresentam. Além disso, a
madeira pode ser utilizada em varios segmentos da industria, como para a produgdo de
celulose, carvao vegetal, 6leos essenciais, madeira para serraria entre outros (ABRAF,
2012).

Os grandes avancos das areas plantadas e o sucesso de producao com os plantios
de Eucalyptus spp. foram conquistados através do melhoramento genético o qual
permitiu obter individuos com caracteristicas geneticamente superiores e com qualidade
para a producdo de madeira para diversos fins.

No Brasil, a propagacdo de mudas de ecucalipto através da clonagem ¢
atualmente realizada pela maioria das empresas florestais pela técnica de miniestaquia
(ALFENAS et al., 2009). Esta técnica se mostrou altamente vantajosa e possibilitou a
clonagem comercial de genotipos de dificil enraizamento, que devido a essa
caracteristica, muitas vezes tinha o seu plantio inviabilizado pelo nimero reduzido de
mudas obtidas (ASSIS, 1997).

Contudo, ainda ha espécies, progénies e clones de Eucalyptus spp. que mesmo
quando propagados via miniestaquia apresentam-se recalcitrantes, interferindo assim
negativamente na producdo de mudas desses materiais genéticos. Sendo assim, técnicas
alternativas que visam o aumento do percentual de enraizamento das miniestacas e o
crescimento das plantas, fundamentais para melhorar a qualidade das mudas e reduzir os
custos de producao.

Neste sentido, sabe-se que o uso de algumas bactérias, dentre as quais se
incluem as rizobactérias e as bactérias residentes do filoplano, ganham destaque, pois
estas podem propiciar o desenvolvimento e producdo de forma mais rapida e com
menores custos.

As bactérias que exercem efeito benéfico no desenvolvimento de plantas e sdo

colonizadoras do sistema radicular sao denominadas de rizobactérias promotoras de
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crescimento de plantas ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(KLOEPPER e SCHROTH, 1978). Os efeitos benéficos das PGPR’s em mudas de
Eucalyptus sp., t€m sido amplamente relatados (MAFIA et al., 2005; MAFIA, 2007A;
TEIXEIRA et al., 2007), assim como o controle biologico de doencas (LADEIRA,
2004).

As bactérias residentes do filoplano também possuem acdo como agentes de
controle bioldégico (FERRAZ, 2008) e mais recentemente tem sido observado o seu
efeito como promotores do crescimento de plantas (GARCIA, 2008). Mediante ao
elevado numero de bactérias que vivem na parte aérea das plantas, alguns estudos vem
sendo desenvolvidos como o intuito de utiliza-las no crescimento e desenvolvimento
das mesmas.

No sul do Brasil, as espécies de E. benthamii, E. dunnii e E. viminalis
apresentam alto potencial de cultivo em regides frias com ocorréncia de geada, devido a
maior adaptabilidade a climas rigorosos, no entanto, estas espécies apresentam baixos
percentuais de enraizamento o que limita a propagagdo vegetativa das mesmas. Desta
forma, o uso de rizobactérias e bactérias residentes de filoplano podem ser uma
ferramenta importante para promover a melhoria do enraizamento de miniestacas de
espécies de Eucalyptus que apresentem recalcitrancia, a clonagem.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados de
rizobactérias e bactérias residentes de filoplano sob trés formas de dispensa na
promocgao de crescimento e enraizamento de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E.

viminalis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Eucalyptus sp. e sua importancia para o Brasil

Espécies do género Eucalyptus foram introduzidas no Brasil a partir do século
XIX, sendo na época, utilizadas somente para fins paisagisticos, sem nenhuma
importancia comercial. Segundo Martini (2004), ¢ dificil precisar a data da introdugao
do eucalipto em nosso pais, devido aos registros de entrada das primeiras sementes em
épocas distintas.

Contudo, estudos passaram a ser feitos por Edmundo Navarro de Andrade em
1904 com a finalidade de obter matéria-prima destinada a producao de lenha e
dormentes para a Companhia Paulista de Estradas de Ferro. Em seus estudos, Navarro
de Andrade comparou varias esséncias florestais naturais do Brasil com outras exoticas,
entre elas Eucalyptus globulus (MARTINI, 2004).

Os resultados dos experimentos realizados com essa espécie de Eucalyptus
sobressairam-se de tal forma em relagdo as demais esséncias, que se iniciou o plantio
em maior escala com essa espécie (ABRAF, 2005). As pesquisas desenvolvidas por
Navarro de Andrade proporcionaram a realizacdo dos primeiros reflorestamentos
utilizando Eucalyptus sp., tendo como efeito positivo, a diminui¢do do desmatamento,
resultando na conservacao de florestas nativas (MARTINI, 2004).

A partir de 1966, com a lei dos incentivos fiscais ao reflorestamento, os plantios
com Eucalyptus sp. expandiram-se por todo o territorio nacional, principalmente no
estado de Sao Paulo, em que produtores e fazendeiros passaram a utilizar espécies de
Eucalyptus como um tipo de commodity. Juntamente com Eucalyptus spp., também
foram testadas e plantadas espécies do género Pinus, sendo utilizadas principalmente P.
elliotti e P. taeda, em que a area plantada com as espécies dos dois géneros atingiu 5,3
milhoes de hectares (VIANA, 2004).

O grande avango de areas plantadas utilizando espécies de Eucalyptus foi
impulsionado pela alta produtividade, rapido crescimento, ampla diversidade de
espécies do género adaptaveis as varias regioes do Brasil e devido a sua aplicabilidade

em diferentes processos do setor florestal (CAMPOS et al., 2009).



Atualmente o Brasil conta com uma area de aproximadamente 6,6 milhdes de ha
plantados com as duas espécies, sendo a area cultivada com FEucalyptus spp. de 5,1
milhdes de ha correspondendo a 76,6 % do total da &rea plantada com as respectivas
espécies (ABRAF, 2013).

O género Eucalyptus spp., originario da Australia e da regido sudeste Asiatica,
possui mais de 600 espécies descritas, algumas dessas, incluindo seus hibridos, sdo de
grande importancia para a economia florestal mundial (QUIQUI et al, 2001). A
introducdo de espécies deste género no Brasil sé tornou-se possivel para fins
comerciais, devido a facil adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas e a
semelhanca de latitudes tropicais e subtropicais entre Brasil e o centro de diversidade de
Eucalyptus spp. (SILVA, 1983).

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

Dentre as espécies puras citadas, E. grandis ¢ considerada a espécie mais
plantada no Brasil. O interesse por esta espécie advém das Otimas caracteristicas que a
mesma apresenta quando em condig¢des favoraveis ao seu desenvolvimento (MORA e
GARCIA, 2000). A boa forma do fuste, boa desrama natural, reduzida quantidade de
casca, elevado percentual de cerne, superioridade no incremento volumétrico e o rapido
crescimento e desenvolvimento da espécie sao algumas das caracteristicas que a
tornaram tao visada (PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006) e altamente plantada na
regido Sudeste do Brasil (ROCHA e TOMASELLI, 2002).

2.2 Eucalyptus grandis

O inicio de programas de clonagem na década de 70 tornou-se fundamental para
o desenvolvimento de novas tecnologias, as quais transformaram o cenario florestal
brasileiro, proporcionando a obtencdo de plantios homogéneos e resistentes a incidéncia
de cancro (ALFENAS et al, 2009). A selecdo de espécies resistentes e com
caracteristicas desejaveis passou a ser realizada em um processo mais rigoroso e devido
as Otimas caracteristicas de E. grandis. A espécie recebeu uma posi¢cdo de destaque

dentro do género, sendo atualmente a mais plantada no Brasil (SOUZA, 2004) e muito



usada na obtencdo de hibridos e para multiplicagdo clonal de arvores selecionadas
(MORA e GARCIA, 2000).

Por se tratar de uma espécie com ocorréncia natural em regides mais quentes,
mesmo com os avangos tecnoldgicos, os plantios de E. grandis apresentam certas
limitagdes quanto ao seu uso em 4areas tropicais umidas e regides que apresentam
temperaturas mais baixas com ocorréncia de geada. A alta susceptibilidade ao cancro do
eucalipto e baixa resisténcia da espécie em dareas frias restringe seu uso em
determinadas locais gerando barreiras ao uso extensivo desta espécie (BRONDANI,
2008). Como alternativa, a hibridacdo de espécies selecionadas com caracteristicas
desejaveis passou a ser aplicada, e o hibrido de E. urophylla x E. grandis foi o grande
incentivador ao crescimento do setor florestal no Brasil (LOPES, 2008), sendo estas as
espécies mais utilizadas em programas de hibrida¢do controlada, a qual tem como
objetivo a unido de boas caracteristicas na geracao segregante (ABAD, 2000).

A selecao do material vegetativo para formagdo de um plantio clonal de boa
qualidade exige considerar varios aspectos ligados a planta e as condi¢des ambientais,
além do aspecto silvicultural o qual retrata o potencial de enraizamento do material
selecionado, sendo este um fator muito importante (MOURA e GUIMARAES, 2003)
visto que o enraizamento de alguns clones ¢ tido como baixo (ALFENAS et al., 2009)
havendo ainda ampla varia¢ao na capacidade de enraizamento entre espécies e clones de
eucalipto (MELO et al., 2011).

Wendling et al. (2000 b) observaram a discrepancia de enraizamento de cinco
clones hibridos de Eucalyptus spp., 0s quais apresentaram variagao entre 17,2 ¢ 67,2%
no enraizamento, sendo os clones que apresentaram o melhor desempenho eram
hibridos de E. grandis.

Em estudo realizado por Brito et al. (2012) com a finalidade de avaliar a
sobrevivéncia e o enraizamento de miniestacas de Eucalyptus spp. em diferentes tipos
de substratos, observaram que estacas de E. grandis tinham um percentual de 70% de
sobrevivéncia em vermiculita e enraizamento de 53%. O hibrido de E. grandis x E.
urophylla apresentou padrdo superior, sendo 87,5% de sobrevivéncia e 84,2%, de
enraizamento, demonstrando que ao hibridar E. grandis o potencial da espécie pode ser
melhorado e que esta possui variabilidade intraespecifica, implicando em fenotipos
diferentes de acordo com as interagdes genotipo por ambientes.

As dificuldades e variagdes no processo de enraizamento do material genético

sdo determinadas por diversos fatores, estando o sucesso do enraizamento relacionado a
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interacdo complexa entre ambiente, planta e seus fatores endogenos (OLIVEIRA ef al.,
2001). Algumas espécies de eucalipto, como E. grandis e seus hibridos interespecificos
tem demonstrado um alto percentual de enraizamento quando comparado com outras
espécies, podendo atingir at¢ 90% no enraizamento (FREITAS et al., 2009). Por
apresentar melhores resultados em relacdo ao enraizamento, a espécie de E. grandis
pode ser utilizada como parametro comparativo em contrapartida as espécies que

apresentam baixo percentual e, ou recalcitrancia ao enraizamento.

2.3 - Espécies com possibilidades de cultivo em regiées com ocorréncia de
geadas

O sucesso dos plantios florestais com eucalipto exige adequadas decisdes que
devem ser tomadas antes mesmo do estabelecimento do reflorestamento. As condi¢oes
climaticas nas quais a espécie se desenvolve naturalmente ¢ um dos principais fatores a
serem considerados para a escolha adequada da espécie ou espécies a serem implantadas
em uma determinada regido, visando o desenvolvimento e o maximo éxito do plantio
(PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006).

Segundo Paludzyszyn Filho (2003), em relacdo as condigdes climaticas, o Brasil
possui duas regides: tropical e subtropical. A regido tropical abrange os estados do
Centro-Oeste, Nordeste, Norte ¢ Sudeste, ndo estando sujeito a fortes e recorrentes
geadas. A regido subtropical inclui os estados do Sul e parte do Mato Grosso do Sul,
sendo caracterizado por verdo intenso e inverno rigoroso, com ocorréncia de geadas
severas em diversas localidades.

As diferentes condigcdes climaticas de cada regido do pais propiciam o
desenvolvimento e o estabelecimento de determinadas espécies, podendo restringir o
cultivo de algumas destas em determinados locais. Em regides subtropicais, sujeitas as
geadas severas e freqiientes, tem sido recomendado o cultivo de E. dunnii e E.
benthamii, devido a resiliéncia destas espécies quando expostas as condi¢des adversas
supramencionadas (PALUDZYSZYN FILHO, 2010). Outra espécie potencial para o
plantio em locais com inverno rigoroso ¢ E. viminalis. Essa espécie ¢ considerada
altamente resistente as injarias e danos causados por temperaturas extremamente baixas,
apresentando boa capacidade de regeneracdo por brotacdo de cepas, com seu

desenvolvimento prejudicado em locais com longo periodo de seca (FERREIRA, 1979).



Outras espécies de FEucalytus foram testadas para serem cultivadas nas
localidades de ocorréncia de geadas na regido sul, todavia ndo tiverem incremento
satisfatorio ou apresentaram dificuldade de adaptacdo devido a divergéncia de
temperatura, solo e clima quando comparados ao seu local de origem
(PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006)

Desta forma hé grande interesse em E. dunnii, E. benthamii e E. viminallis,
devido a capacidade de sobreviver as geadas, ao rapido crescimento, boa forma de fuste,
homogeneidade apresentada nos talhdes e capacidade de rebrota, sendo que estas
caracteristicas que tem tornado estas espécies promissoras para reflorestamentos no sul
do Brasil (FERREIRA, 1979; PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006; LIMA et al., 2007;
PALUDZYSZYN FILHO, 2010)

2.4 — Dificuldade de propagacio de espécies recomendadas para as condi¢coes

de geada

Devido a sensibilidade de diversas espécies florestais a geadas severas, a
producdo de Eucalyptus spp. torna-se inviavel para algumas areas da regido Sul do
Brasil. No entanto, a selecdo de materiais desejaveis para essas condigdes, ¢ considerada
a alternativa ideal para o estabelecimento das florestas em locais com ocorréncia de
geadas (IPEF, 1976).

A geada ¢ um fenomeno natural que ocorre a uma temperatura do ar de 0°C ou
inferior a esta, podendo ocasionar injirias nas plantas ou mesmo a sua morte, devido a
formagdo de cristais de gelo nos espagos inter e intracelulares (AGRIOS, 2005), o que
leva a perdas para o setor florestal, dependendo da intensidade do dano e da
suscetibilidade das plantas (SILVA et al., 2009).

Dependendo da espécie, idade, estagdo do ano e o estdgio de aclimatacao, as
diferengas na resisténcia entre os varios orgdos e tecidos da planta podem resultar em
diferentes mecanismos de congelamento, afetando ou ndo a planta, mesmo aquelas que
apresentam niveis de resisténcia a geada (HIGA, 1998).

Os sintomas de geada em arvores de eucalipto sdo varidveis como: queima de
ponteiros, morte da copa e trincamento de casca em ramos mais finos. Pode-se ainda
observar a queima ou bronzeamento das folhas, sendo estes sintomas considerados

como reflexos (FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009). Essas diversas injurias



podem restringir o potencial de crescimento das plantas, ou ainda, inviabilizar a
formag¢ao de povoamentos comerciais (SELLE e VUADEN, 2007).

O sucesso do plantio em areas com ocorréncia de geada ¢ dependente da selecao
e do conhecimento das caracteristicas morfologicas e fisiologicas da espécie, utilizando
estratégias para a implantacio das mudas e adog¢do de um manejo silvicultural
diferenciado através da modificacao da paisagem e de espagamentos para mitigar as

perdas causadas pelo fendmeno (STAHL, 2010).

2.5 — Micro-organismos e seu uso no aumento da producio vegetal

A utilizacdo de micro-organismos benéficos, principalmente bactérias, visando
aumentar a produtividade das plantacdes ¢ uma pratica ja realizada ha séculos para
varias culturas. Civilizagdes passadas como os egipcios € os maias ja utilizavam
técnicas empiricas que proporcionavam indiretamente o crescimento de plantas através
do controle biologico de fitopatogenos (ROMEIRO, 2007).

Ha séculos os agricultores utilizavam técnicas de inoculagdo de micro-
organismos em sementes, de forma intuitiva. E percebiam que ao adicionar ao solo
comum um solo onde leguminosas haviam sido cultivadas ocorria o aumento da
produtividade (ROMEIRO, 2007).

A invencdo do microscopio pelo holandés Anton van Leeuwenhoek e pelo inglés
Robert Hooke ha mais de 400 anos foi um marco muito importante na historia, pois
permitiu a percep¢ao da existéncia dos micro-organismos nos mais diversos locais e
condig¢des, proporcionando aos cientistas a compreensao de suas estruturas, o meio pelo
qual se reproduziam e os efeitos que os mesmo causavam nas plantas, levando a
avangos cientificos e quebra de paradigmas como o fim da teoria da gera¢do espontanea
(ROMEIRO, 2007). Segundo Lindow e Leveau (2002) o surgimento de novas
ferramentas permitiu uma melhor compreensao do processo de desenvolvimento de
doengas, possibilitando assim, a implementag¢do de novos métodos de controle.

O ambiente em que a planta se desenvolve e cresce ¢ composto por uma vasta
microbiota, podendo esta ser deletéria, neutra ou benéfica ao desenvolvimento de
plantas, colonizando o seu interior ou exterior (MARIANO et al., 2004). Os micro-
organismos considerados benéficos podem influenciar o crescimento das plantas de

forma direta, por meio do aumento na disponibilidade de nutrientes minerais e producao



de hormonios de crescimento, e de forma indireta pela supressao de micro-organismos
fitopatogénicos do filoplano e, ou da rizosfera da planta (MELO, 1998).

O solo abriga uma complexa comunidade biologica, possuindo uma grande
diversidade de micro-organismos (ROMEIRO, 2007). A regido circundante as raizes €
denominada de rizosfera e a superficie do sistema radicular ¢ denominada de rizoplano,
esses dois nichos tem como principais micro-organismos colonizadores espécies
bacterianas. Algumas delas utilizam os nutrientes liberados, exsudados pela superficie
radicular das plantas e, em contrapartida, exercem efeito benéfico ao estimularem o
crescimento vegetal. Aquelas com capacidade de promogdo de crescimento e
colonizadoras do sistema radicular foram denominadas de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria - PGPR) (KLOEPPER
e SCHROTH, 1978).

O filoplano ¢ considerado a superficie aérea dos vegetais e tem como
colonizadores uma diversa comunidade microbiana, podendo ser: fungos filamentosos,
leveduras, virus, protozoarios e bactérias (LINDOW e BRANDL, 2003). Segundo
Lindow e Leveau (2002) as bactérias sdo os organismos mais abundantes na regido
foliar, sendo chamados de bactérias residentes do filoplano ou epifitas. Essa regido por
estar mais exposta a alteragdes do ambiente (temperatura, umidade, concentracao de
gases, intensidade de radiacdes etc.) constitui em um desafio ao estabelecimento de

populagdes microbianas (ROMEIRO, 2007).

2.5.1 - Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR)

A complexa microbiota no solo pode ndo ter nenhuma interagdo com os vegetais
circunvizinhos, porém quando ocorre a interacdo esta pode ser deletéria ou benéfica.
Aquelas que causam efeito benéfico podem ser denominadas de Rizobactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (PGPR), conforme supracitado e estima-se que
apenas uma pequena parte destas seja capaz de causar este efeito em plantas
(ROMEIRO e GARCIA, 2003; ROMEIRO 2007).

As rizobactérias tém como habitat a rizosfera e rizoplano de plantas
(ROMEIRO, 2008), sendo a rizosfera a area do solo sob influéncia do sistema radicular,
e o rizoplano a superficie do sistema radicular, sendo estas, consideradas areas ricas em

exsudados liberados pela planta (ROMEIRO, 2007). A area do solo sob influéncia do



sistema radicular ¢ rica em nutrientes, uma vez que as plantas exsudam e liberam no
ambiente compostos prontamente assimildveis. Estes nutrientes sdo assimilados pelas
PGPRs, as quais no rizoplano, se estabelecem, multiplicam e se protegem do
antagonismo da microbiota que ali vive (KLOEPPER e SCHROTH, 1978).

Para ser considerada realmente uma PGPR, a rizobactéria deve possuir a
capacidade de colonizar as raizes das plantas (KLOEPPER e SCHROTH, 1978).
Segundo Powell et al. (1994), a maior parte das rizobactérias com caracteristicas
evidentes de PGPR restringem-se a dois géneros: Pseudomonas spp. € Bacillus spp.
embora, inumeras outras espécies podem apresentar essa potencialidade.

As espécies de Pseudomonas sao consideradas colonizadores agressivas de
raizes, entretanto, levam desvantagem em relagdo a Bacillus spp. por ndo formarem
endosporos, os quais sdo considerados as estruturas de resisténcia bioldgica de maior
eficacia, que permite as espécies deste género resistir a longos periodos no campo e em
condi¢des adversas (HAAS e DEFAGO, 2005).

Para Mafia ef al. (2007a) os métodos envolvidos na promocao de crescimento da
planta através do uso de PGPR’s, ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Todavia, alguns
autores (CATTELAN, 1999; PAL ¢ GARDENER, 2006; HAAS ¢ DEFAGO, 2005),
sugerem que as rizobactérias atuam diretamente na planta por diferentes meios, como:
produgdo ou alteragao de fitormonios, fixagdo de nitrogé€nio, mineraliza¢do de nutrientes
do solo, aumento da permeabilidade das raizes e indugdo de mecanismos de resisténcia
da planta. Ainda, algumas rizobactérias podem promover o crescimento de forma
indireta, mediante a supressao de fitopatogenos através da producdo de antibioticos,
competicdo de ferro por produgdo de sideréforos, competicdo por nutrientes e sitio de

colonizagao e parasitismo (ROMEIRO, 2007).

2.5.2 - Residentes de Filoplano

Os micro-organismos que habitam a parte aérea dos vegetais sdo denominados
de Residentes do Filoplano ou epifitas (ROMEIRO, 2007). Este héabitat ¢ ocupado por
uma vasta microbiota, na qual as bactérias sdo os organismos mais abundantes, devido a
ampla gama de estratégias que utilizam para sobreviver em condigdes desfavoraveis no
meio ao qual estdo posicionadas, modificando o ambiente para melhorar a sua

colonizagdo (BEATTIE e LINDOW, 1999).
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A diversidade e a abundancia de espécies bacterianas pode atingir altos niveis no
filoplano, sendo muitas vezes encontrados populagdes com concentragdes superiores
107 ufe.ml™, todavia, poucas sdo capazes de influenciar benéfica ou deleteriamente o
hospedeiro (HIRANO e UPPER, 2000; LINDOW e LEVEAU, 2002). Em condi¢des
favoraveis algumas espécies de bactérias residentes de filoplano podem atuar como
fitopatogenos, ao passo que outras possuem a capacidade de serem benéficas ao vegetal
(BEATTIE e LINDOW, 1999), apresentando-se de forma promissora, como potenciais
agentes de controle bioldgico de fitopatdogenos e promotores de crescimento (FERRAZ,
2008).

O termo filosfera foi utilizado para descrever a zona proxima das folhas, sendo
considerada a area que circunda o filoplano, de modo analogo a idéia dada para
rizosfera e rizoplano. O filoplano de plantas foi definido como a superficie foliar, a qual
estd sujeita a uma série de fatores do meio ambiente e da propria planta (ROMEIRO,
2007), os quais variam ao longo do ano, dos meses e at¢ mesmo do dia, tornando o
filoplano um ambiente altamente complexo (WILSON et al., 1999).

As transformagdes na parte aérea da planta ocorrem de maneira mais rapida do
que no sistema radicular (BLAKEMAN, 1985), mediante a maior exposi¢ao deste 6rgao
a oscilagdes de umidade, temperatura, incidéncia de radiacdo, ventilagdo, dentre outros
fatores dos quais o solo encontra-se mais isolado e protegido (WILSON et al., 1999).
Ao contrario da rizosfera, o filoplano ¢ um ambiente dificil de colonizar uma vez que
este ¢ um meio mais instavel que oferece pouca ou nenhuma protecdo contra os eventos
ambientais (FERRAZ, 2008).

Assim, as bactérias residentes do filoplano possuem trés mecanismos basicos,
que utilizam para sobreviver e minimizar os efeitos deletérios do ambiente ao qual estao
sujeitas, constituindo em: escape, tolerancia e o nutricional (ROMEIRO, 2007).

No primeiro caso a bactéria busca se estabelecer e ocupar determinados locais na
planta menos sujeitos as adversidades ambientais, ao passo que, no segundo caso, ela
deve possuir capacidade de tolerar ou resistir as condi¢des severas (BEATTIE e
LINDOW, 1999; WILSON ef al., 1999). Na torceiro caso, segundo Romeiro (2007), a
bactéria deve estar propensa a mudangas, tanto do ponto de vista metabolico como o
nutricional, para ser capaz de utilizar os nutrientes disponiveis e de competir por eles
com os componentes da microbiota.

Mediante ao elevado niimero de bactérias que vivem na superficie foliar,

inimeros estudos vem sendo realizados com o intuito de utiliza-las no controle
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biologico de plantas contra patogenos e na promocgao de crescimento (GARCIA, 2008).
Em um estudo realizado por Garcia e Romeiro (2011), isolados bacterianos residentes
de filoplano, selecionados para o controle biologico de doencas de diversas culturas,
foram capazes de aumentar a produtividade de dois cultivares de feijoeiro, bem como no
controle da mancha-angular, demonstrando o efeito de promog¢ao de crescimento e
controle bioldgico desses micro-organismos.

Os mecanismos freqiientemente utilizados por residentes de filoplano no
controle biologico sdo: hiperparasitismo, antibiose direta, competicdo por espago e

nutrientes e indu¢ao de resisténcia (BAKER et al., 1985; ROMEIRO, 2007).

2.6 Uso de micro-organismos na area florestal

A possibilidade de aumentar o crescimento de plantas e, ou de diminuir a
utilizacdo de agrotoxicos em detrimento da aplicagdo de micro-organismos que sao
autoctones do ambiente onde a planta ¢ cultivada, seja da parte aérea ou do sistema
radicular, despertou o interesse de diversos pesquisadores que buscam aumentar a
produgdo vegetal pela promocdo de seu crescimento e, ou controle de doencas de
plantas (BATISTA et al., 2010).

No inicio do século XX, mais precisamente na década de 1920, iniciaram-se os
primeiros trabalhos visando o controle bioldgico de doencas de plantas, utilizando e
introduzindo de forma consciente micro-organismos antagonistas aos fitopatogenos. A
partir da década de 1940, datam-se os primeiros relatos de uso de fungos como agentes
de biocontrole, e apenas nas décadas de 50 e 60, o uso de organismos procariotas
(bactérias) passou a ser estudado por pesquisadores chineses, os quais realizaram
importantes trabalhos (ROMEIRO e GARCIA, 2003; ROMEIRO, 2007).

Em estudo realizado por Cunha et al. (2006), comparando o efeito de
antibidticos e rizobactérias no controle de bactérias fitopatogénicas em Eucalyptus spp.,
observaram a eficiéncia de alguns isolados de rizobactérias testados em relacdo aos
antibidticos, evidenciando seu potencial uso no controle de fitobacterioses nessas
espécies. Além de comprovar que alguns isolados observados, eram capazes de
promover o aumento no crescimento do sistema radicular e parte aérea de plantas.

Acredita-se que bactérias colonizadoras da rizosfera de plantas sdo também
capazes de sobreviver no filoplano, onde, algumas dessas, atuam inclusive no controle

biologico de doencas radiculares, vasculares; bem como das que ocorrem na préopria
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parte aérea e também de promover o crescimento de plantas (HIRANO e UPPER, 2000;
KURZE et al., 2001; LINDOW e LEVEAU, 2002; GYENIS et al., 2003; GARCIA,
2008).

Em estudo realizado em condi¢des laboratoriais por Matfia et al. (2009) com o
proposito de avaliar a colonizagao de raizes por rizobactérias em espécies e hibridos de
eucalipto, observou-se que alguns isolados em condicdes in vitro, eram capazes de
colonizar o sistema radicular de diferentes espécies e hibridos de eucalipto estudados;
isso indica que esses isolados possam ser considerados PGPR’s, segundo os critérios
delimitados por Kloepper e Schroth (1978). Contudo, ¢ necessaria a avaliacdo em
condigdes in vivo, uma vez que diversos autores observaram que as interagdes
observadas in vitro ndo implicam em efeito de promog¢ao de crescimento (ROMEIRO e
GARCIA, 2003).

Ainda, em testes realizados por Mafia et al. (2007b), visando avaliar o efeito de
rizobactérias sobre o enraizamento e crescimento de hibridos de eucalipto em diferentes
condig¢des de propagacao clonal, foi possivel observar que os ganhos de incremento em
enraizamento e¢ em biomassa radicular, variaram de acordo com o isolado de
rizobactéria e clone de eucalipto testado, apresentando em alguns casos ganho de 20,4%
e 73,0 % para enraizamento e biomassa radicular, respectivamente. Os mesmos autores
concluiram que as rizobactérias testadas foram eficientes quanto a promogdo do
enraizamento ¢ crescimento de clones de eucalipto, sob diferentes condigdes de

propagacao clonal.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratorio de Patologia Florestal e no Viveiro de
Pesquisas do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Estadual do
Centro-Oeste — UNICENTRO, Campus de Irati - PR. A cidade esté localizada na regiao
Centro-sul do Estado, a 156 km de Curitiba, situada a 25° 27° 56’ de latitude S e 50°
377 51 de altitude W, com altitude média de 812 metros.

Os micro-organismos utilizados no experimento pertencem a colecao microbiana do

laboratorio de Protecao Florestal da UNICENTRO.

3.1- Cultivo e preparo da suspensido de propagulos dos micro-organismos

Para o presente estudo foram utilizados um isolado de rizobactéria obtido a
partir de solo rizosférico de plantas de E. benthamii e trés isolados de residentes do
filoplano isoladas de folhas de E. benthamii. Esses isolados foram selecionados por
demonstrarem potencialidades na promog¢do de incremento de biomassa e indugdo de
enraizamento adventicio em estudos preliminares, sendo identificados como RFE 05,
RFE 32, RFE 42 e UBK12 (CARMO, 2012; MATTOS E GARCIA, 2012).

As culturas bacterianas foram cultivadas em meio TSB® - Trypticase Soy Broth
(Fabricante: HIMEDIA®), incubadas a uma temperatura de 28°C por 24 horas com
fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, foi retirado uma aliquota de 100 pL do
crescimento bacteriano, assepticamente com auxilio de um pipetador automatico
dispensando-o em placas de Petri, contendo o meio TSA® - Trypticase Soy Agar
(Fabricante: HIMEDIA®) , previamente esterilizado e espalhado com auxilio de alga de
Drygalski, incubando-se a 28°C por 24 horas com fotoperiodo de 12 horas.

Os propagulos bacterianos formados sobre a superficie do meio de cultura nas
placas de Petri foram suspendidos em solu¢do salina NaCl (0,85%) tendo a
concentragdo ajustada por meio de espectrofotometria para 0,4 em densidade Optica de
600nm para a obtengdo de 10° UFC/mL; a partir desse ponto os propagulos foram

utilizados para a realizagdo dos experimentos.

3.2 - Estabelecimento do minijardim clonal
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O estudo foi conduzido com minicepas de trés espécies de Eucalyptus: E. dunnii,
E. grandis e E. viminalis. As minicepas de E. viminalis foram produzidas a partir de
sementes obtidas em pomares de polinizagdo controlada, cedidas pela empresa Klabin
S. A. Para E. dunnii e E. grandis foram utilizadas mudas seminais de 120 dias de idade
adquiridas de um viveiro comercial da regido.

A semeadura de E. viminalis foi realizada em substrato Macplant”, em tubetes
de 110 cm’, previamente desinfestados em banho-maria aquecido a 83°C por 30
segundos e mantidas em casa de vegetagdo por cerca de 30 dias. Apos, as mudas foram
rustificadas a sombra e posteriormente a pleno sol.

Ao completarem 120 dias de idade, realizou-se o transplantio das mudas de E.
viminalis para mini-canaletdes de 90 m’ (70 cm de comprimento, 45 cm de largura e 50
cm de profundidade), tendo como substrato areia grossa lavada, estabelecidas em um
espacamento de 10 cm entre plantas e 10 cm entre linhas. As mudas de E. dunnii ¢ E.
grandis também foram transferidas para minicanaletdes analogos aos anteriormente
mencionados para a formacgdo das minicepas adotando-se os mesmos procedimentos
descritos.

Apds uma semana do transplantio para os canaletdes, as mudas foram podadas a
uma altura de 10 cm da base com auxilio de tesoura de poda, deixando-se quando

possivel um par de folhas por muda, visando a formagao das minicepas (Figura 1).

Figura 1. Processo de formagdo do minijardim clonal. Transplantio das mudas em
espacamento de 10 cm x 10 cm em vasos contendo areia grossa (A). Muda de
E. dunnii podada a uma altura de 10 cm da base para a formagdo da minicepa
(B). Muda de E. dunnii emitindo as primeiras brotagdes apos a poda para a
formacao das minicepas (C). Minicepas formadas (D).
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A irrigagdo dos minicanaletdes foi realizada manualmente, de acordo com as
condi¢des climaticas didrias. A fertilizacao utilizada foi a base de NPK (4-14-8) nas
concentracdes de 0,5 g planta™ sendo realizada uma vez por semana durante a formagio
das minicepas e duas vezes por semana apos o estabelecimento do minijardim clonal.
Juntamente com o NPK foi realizada a aplicagao de micronutrientes a um volume de 10
ml por mini-canaletdo. Na tabela 1, estdo dispostos os micronutrientes utilizados para o
preparo da solugdo estoque (L), aplicados no minijardim clonal de E. dunnii, E.

grandis e E. viminalis.

Tabela 1. Composicdo da solugdo nutritiva bésica para a fertirrigagdo do minijardim

clonal de Eucalyptus spp. em leito de areia.

Micronutriente
Fonte de Micronutriente FQ/PM Concentragdo (g/L")
Sulfato de manganés MnSO4H,0/ 169,02 0,1332
Acido borico H;BO;/ 61,83 0,24
Cloreto de zinco ZnCl,/ 136,30 0,04
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 / 249,68 0,034
Molibidato de amonia (NH4)s M0O70,4.4H,0 / 1235,86 0,0007
EDTA dissodico C10H14N202Na2. 2H20 / 372,24 0,33
Sulfato ferroso FeSO4.7H,O /278,02 0,216

*FQ = formula quimica, PM = peso molecular. Fonte: (Alfenas et al., 2009)

Ap0s o estabelecimento do minijardim clonal as minicepas foram submetidas a
sucessivas coletas de brotacdes aptas ao estaqueamento. Quando necessario foram
realizadas as podas de manutencao, sendo este procedimento realizado num intervalo de

15 a 20 dias, a fim de manter a sanidade e produtividade do minijardim clonal.

3.3 — Coleta de brotagdes e preparo das miniestacas

Durante o desenvolvimento do experimento realizaram-se sete coletas de
brotagdes que ocorreram entre os meses de Fevereiro a Outubro de 2013.

Para a coleta das brotacdes, utilizou-se tesoura de poda previamente lavada e
desinfestada em alcool 70% (v/v). As miniestacas foram confeccionadas utilizando a

parte apical e intermedidria das brotagdes, sendo confeccionadas com dimensoes entre 4
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a 5 cm, contendo de um a dois pares de folhas, tendo a area foliar reduzida a 50% do
seu tamanho original.

As miniestacas foram coletadas sempre quando possivel no periodo matutino,
afim de evitar a evapotranspiracao excessiva das mesmas e desta forma minimizar o
estresse hidrico dos propagulos selecionados. Apoés a coleta das brotagdes nas
minicepas, as mesmas foram acondicionadas em caixas de isopor com agua, de maneira
a manter as condigoes de turgescéncia do material vegetal até o inicio da aplicagdo dos
tratamentos.

Foram utilizados tubetes de 110 cm® e antes de serem preenchidos com o
substrato Macplant, estes foram lavados com agua e detergente neutro e posteriormente
desinfestados em banho-maria a uma temperatura de 83 °‘C por 30 segundos
(ALFENAS et al., 2009), visando reduzir possiveis inoculos de fitopatogenos
existentes.

Previamente ao estaqueamento em substrato, as miniestacas foram submetidas a
trés formas de dispensa dos isolados bacterianos, de forma a avaliar o incremento de
enraizamento e, ou crescimento, em relacdo a forma de dispensa da bactéria promotora
sobre as miniestacas.

A primeira forma de dispensa (aplicacdo) utilizada foi adaptado do método de
Kijima (KIJIMA et al., 1995), que consistiu na imersdo da base das miniestacas por um
periodo aproximadamente de 1 hora em suspensdo bacteriana e posteriormente estas
foram estaqueadas em tubetes. O segundo método utilizado foi a pulverizagao da
suspensdo bacteriana sobre o filoplano das miniestacas, sendo a pulverizagdo foliar
realizada até o ponto de escorrimento, na concentragdo de 10° UFC/mL™. O terceiro
método constitui na dispensa dos isolados utilizando os dois métodos em conjunto,
realizando-se primeiramente a imersdo da base das miniestacas por 1 hora na solugdo
bacteriana e posteriormente a pulverizagdo da suspensdo bacteriana no filoplano até o
ponto de escorrimento das folhas (Figura 2). As aplicacdes dos isolados foram

realizadas em casa de vegetacdo independente do método de dispensa utilizado.
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Figura 2. Aplicacdo dos isolados bacterianos utilizando trés métodos de dispensa.

M¢étodo de Kijima adaptado (A), Pulverizacdo sobre o filoplano das
miniestacas (B). Utilizagdo dos dois métodos ja supracitados (C).

Para facilitar a leitura dos resultados, a aplicacdo do método de Kijima adaptado
foi chamada de imersdo (I), a pulverizacdo dos isolados no filoplano foi designada
apenas como pulverizacdo (P), e a utiliza¢do dos dois métodos em conjunto foi chamada

de (IP — imersdao+pulveriza¢do).

3.4 - Manejo e Fertilizacdo das miniestacas

Para a sobrevivéncia e enraizamento, as miniestacas de cada uma das trés
espécies de Eucalyptus, foram submetidas aos trés diferentes métodos de dispensa,
sendo em seguida, estaqueadas no substrato e acondicionadas em casa de vegetagao,
posteriormente foram transferidas a casa de sombra e finalmente colocadas na area de
pleno sol para a rustificacao.

Para os experimentos, 1, 2, 3 e 4, as miniestacas permaneceram 30 dias em casa
de vegetacdo, 30 dias em casa de sombra cobertas com sobrite de 50% e mais 60 dias
em area de pleno sol, de maneira a completarem o periodo de 120 dias de formacgao das
mudas. Para os experimentos 5, 6 € 7, as miniestacas foram colocadas em casa de
vegetacdo para enraizar durante 30 dias, apos este periodo as miniestacas foram
transferidas para a casa de sombra coberta com sombrite de 50% durante mais 20 dias.
E finalmente, estas foram dispostas a pleno sol por 40 dias até que completassem o ciclo
de formagao da muda (90 dias). Na tabela 2, sdo apresentados o dia do estaqueamento

das miniestacas e a idade em que ocorreram cada uma das avalia¢des.
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Tabela 2. Periodo de estaqueamento e de avaliagdo de cada experimento instalado.

Experimento Estaqueamento T Aval;goes 32
Primeiro 22 de Fevereiro 30 DAE 60 DAE 120 DAE
Segundo 25 de Marc¢o 30 DAE 60 DAE 120 DAE
Terceiro 09 de Maio 30 DAE 60 DAE 120 DAE

Quarto 02 de Julho 30 DAE 60 DAE 120 DAE
Quinto 05 de Setembro 30 DAE 50 DAE 90 DAE
Sexto 10 de Outubro 30 DAE 50 DAE 90 DAE
Sétimo 16 de Outubro 30 DAE 50 DAE 90 DAE

*DAE = dias ap0s o estaqueamento.

As miniestacas foram adubadas aos 30, 60 e em alguns casos aos 90 dias apos o

estaqueamento aplicando 5 mL™" por muda de NPK (4-14-8).

3.5 - Variaveis avaliadas

A idade em que as miniestacas foram avaliadas variou em fun¢do da estagdo do ano.
As miniestacas coletadas nas estagdes do outono e inverno foram avaliadas apés 120
dias do estaqueamento, enquanto as miniestacas que foram obtidas na primavera foram
avaliadas aos 90 dias de idade.

Para a avaliagdo do efeito dos tratamentos supracitados na sobrevivéncia,

enraizamento e crescimento de mudas foram avaliados os seguintes parametros:

e Percentual de enraizamento de miniestacas que formaram raiz apds a fase de
rustificacdo, bem como a sobrevivéncia das mudas na saida da casa de
vegetacdo, saida da casa de sombra e saida da &rea de pleno sol, sendo a
avaliacdo de sobrevivéncia realizada em fungdo da época do ano em que as
miniestacas foram coletadas;

e Altura de parte aérea e raiz da muda: foram utilizados para a medicdo destas
variaveis uma régua e um paquimetro digital, respectivamente;

e Massa de matéria fresca e seca da parte aérea e de raizes: esses parametros
foram determinados aos 90 ou 120 DAE. Foram inicialmente separadas as raizes
da parte aérea e determinado a massa fresca de ambas as partes em balanca de
precisdo. Depois da obtencao da massa fresca, as amostras foram acondicionadas

em estufa de circulacao de ar a 72°C até o estabelecimento do peso constante
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das mesmas, sendo realizado o peso do material, obtendo assim a massa seca das
amostras.

Realizou-se uma avalia¢do da 4area abaixo da curva de progresso de: sobrevivéncia
na saida da casa de vegetacdo (SOBSCV), sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS), sobrevivéncia na saida da area de pleno sol (SOBSPL) e de enraizamento
das miniestacas na saida da area de pleno sol (ENRPL), bem como para a altura,
comprimento de raiz, massa seca ¢ fresca de parte aérea e raiz das miniestacas, com o
intuito de avaliar o efeito dos isolados, dos métodos de aplicacdo e espécies de

Eucalyptus sp. utilizadas ao longo do tempo de execussdo dos experimentos.

3.6 - Procedimentos estatisticos

Os experimentos foram conduzidos no delineamento em blocos casualizados, no
esquema fatorial 4x3x3. Os tratamentos foram montados utilizando-se: quatro isolados
bacterianos (RFEO5, RFE32, RFE42 e UBKI12), trés formas de aplicagdo (imersdo,
pulverizagdo e a associa¢do dos dois métodos) e trés espécies diferentes de Eucalyptus
(E. dunnii, E. grandis ¢ E. viminalis). O tratamento controle constituiu por miniestacas
que ndo foram tratadas com os isolados bacterianos, sendo realizada a aplicacao da agua
(T). Foram montados quatro blocos com 45 tratamentos cada, sendo 4 repeti¢des por
tratamento, num total de 180 mudas por bloco.

Os resultados foram submetidos a ANOVA (p<0,05), e quando detectada diferenca
entre as caracteristicas avaliadas, foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade
para verificar a diferenca entre as médias dos tratamentos testados, utilizando o pacote

estatistico SAEG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Primeiro experimento

Observou-se neste experimento que houve efeito significativo na sobrevivéncia
entre as mudas das trés espécies avaliadas na saida da casa de vegetagdo (30 dias apods
estaqueamento), na saida da casa de sombra (60 dias apos estaqueamento) ¢ ao fim da
fase de pleno sol (120 dias apos estaqueamento). Também foi observada diferenca no
percentual de enraizamento ao término da fase de pleno sol. Houve efeito dos isolados
testados para a sobrevivéncia e enraizamento das mudas aos 120 dias de idade, na saida
da area de pleno sol. Neste experimento, observou-se interagdo significativa na saida da

casa de sombra entre as varidveis “aplicacdo x isolados” (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E.
grandis ¢ E. viminalis durante a saida da casa de vegetacao (SOBSCV30)
aos 30 dias ap0ds estaqueamento, sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS60) aos 60 dias apos estaqueamento, sobrevivéncia (SOBSPS120)
e enraizamento (ENRSPS120) na saida da area de pleno sol aos 120 dias

apOs estaqueamento.

Quadrados Médios

FV SOBSCV30 SOBSCS60 SOBSPS120 ENRSPS120
Espécie 3,198% 2,071%* 0,219* 0,212*
Aplicagdo 0,311%* 0,156™ 0,035™ 0,018™
Esp*Aplic 0,033™ 0,036™ 0,027" 0,014™
Isolado 0,145™ 0,121™ 0,066* 0,061%*
Esp*Isolado 0,075™ 0,029™ 0,020™ 0,023
Aplic*Isolado 0,114™ 0,190 0,022 0,028™
Esp*Aplic*Iso 0,111™ 0,123™ 0,019™ 0,013™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagdo.

Os percentuais de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo foram baixos, em
que E. dunnii obteve os melhores resultados (43,7%), seguido de E. grandis (26,3%) ¢
por ultimo e com o menor indice de sobrevivéncia E. viminalis (6%). Embora ha de se
considerar que todas as trés espécies tiveram baixo percentual de sobrevivéncia (Tabela

4). Nao houve efeito dos isolados em relagdo a testemunha.
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Houve influéncia significativa na forma de aplicagdo dos isolados em relagdo a
sobrevivéncia das miniestacas na SOBSCV30, de modo que a combinagdo dos dois

métodos foi superior a imersao isoladamente, porém nao diferiu da pulverizagdo (Tabela

4).

Tabela 4. Sobrevivéncia de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis tratados
com diferentes formas de aplicacdo na saida da casa de vegetagdo

(SOBSCV30), 30 dias apos o estaqueamento.

Fatores SOBSCV30 (%)
E. dunnii 437 a
Espécie E. grandis 26,3 b
E. viminalis 6¢
I 19b
Aplicacdo P 27 ab
1P 30a

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por 4/x + 0,5, onde x representa
a variavel resposta. I =imersao; P = pulverizacao; IP = imersao + pulverizagao.

Na avaliagdo de sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SOBSCS60) aos 60
dias de idade, houve diferenca estatistica apenas entre as trés espécies eucaliptos testada
(Tabela 5). A espécie de E. dunnii permaneceu com o maior indice de sobrevivéncia
com 31% de miniestacas vivas, diferenciando das espécies E. grandis com o segundo
maior indice 21% e de E. viminalis com o menor indice de sobrevivéncia 4%. Nesta
fase, em que ocorreu a aclimatizacdo do material vegetal houve um decréscimo no

percentual de miniestacas que sobreviveram.

Tabela 5. Percentual de sobrevivéncia de miniestacas de E. dunnii, E. grandis ¢ E.

viminalis na saida da casa de sombra (SOBSCS60), 60 dias apds o

estaqueamento.
Espécies (%)
E. dunnii E. grandis E. viminalis
31a 21b 4¢

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por 4/ x + 0,5, onde x representa
a variavel resposta.
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De acordo com Souza et al. (2013), o aumento na mortalidade das miniestacas
observada durante a saida da casa de sombra esta relacionado a ma formagao das raizes
durante a fase de casa de vegetacdo o qual, compromete todo desenvolvimento da muda.
A ndo formagdo de raiz durante a fase de enraizamento (casa de vegetagdo) também ¢
um fator que contribuiu para a reducdo na sobrevivéncia de mudas durante o periodo de
aclimatizacdo (casa de sombra), fazendo-se necessario, segundo Ferreira et al. (2004)
conhecer o tempo 6timo de permanéncia das miniestacas em casa de vegetagao a fim de
se obter um alto percentual de plantas enraizadas.

A interagdo observada na SOBSCS30 entre a forma de aplicacdo e o isolado
utilizado (Tabela 6), demostrou que o método de imersao da miniestaca em suspensao
apresentou comportamento diferente quando os tratamentos foram comparados. As
miniestacas que foram imersas em Agua e na suspensdo bacteriana do isolado UBK12
(rizobactéria) foram as miniestacas que mais sobreviveram quando comparados com as
imersas em suspensdo dos isolados RFE05, RFE32 e RFE42. Quando analisados os
métodos de pulverizacdo da suspensao nas folhas e a utilizagdo dos dois métodos em
conjunto observa-se que os isolados ndo diferiram estatisticamente entre si em relacdo a
estas duas formas de aplicacdo para a variavel sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(Tabela 6).

Em relagdo aos isolados, observou-se ainda que para o isolado RFE42 a melhor
forma de aplicagao foi através da pulverizagdo o qual diferiu do método de imersao,
contudo nao apresentou diferencas quando aplicado pelos dois métodos em conjunto
(IP). Para os demais isolados, ndo houve diferengas estatisticas na forma como os

mesmos foram aplicados (Tabela 6).

Tabela 6. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (agua) com os métodos
de aplicagdo em que as miniestacas foram submetidas, para a sobrevivéncia

na saida da casa de sombra (SOBSCS60) 60 dias apds o estaqueamento.

Isolado (%)
Métodos de aplicacio  RFE0S5 RFE32 RFE42 UBK12 Testemunha
I 6bA 6bA 4bB 14a A 39aA
P 22aA 12,5aA 25aA 25aA 20a A
IP 22a A 25a A 8aAB 25a A 20,1 a A

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por

\Jx + 0,5, onde x representa a variavel resposta. I = imersdo; P = pulverizagdo; IP =
imersdo + pulverizagao.
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A interacdo entre isolados de micro-organismos e diferentes métodos de
aplicagdo pode constituir um fator dificultoso na operacionalizacdo do emprego de um
determinado inoculante a base de rizobactérias e residentes do filoplano. Uma forma de
evitar esse problema ¢ selecionar isolados com maior capacidade de abrangéncia,
utilizando aqueles que sdo capazes de aumentar a sobrevivéncia e enraizamento de um
maior numero de miniestacas possiveis, independente da forma em que os mesmos
serdo aplicados.

Na avaliagdo feita na saida das mudas da fase de pleno sol observou-se efeito
significativo para as espécies e os isolados estudados, ndo sendo observada interacdo
entre estes fatores. O percentual de sobrevivéncia de E. dunnii e E. grandis foi igual
entre si (13%), mas diferiu estatisticamente do percentual de sobrevivéncia de E.
viminalis (1%) (Tabela 7).

Em niimeros absolutos houve maior mortalidade nas areas de pleno sol e casa de
sombra, em relacdo a casa de vegetacdo, sendo este fato também observado por
Brondani et al. (2010) e Almeida et al. (2007). Isto possivelmente esta relacionado ao
adequado controle das condi¢des ambientais (temperatura e umidade) dentro da casa de
vegetacdo, a qual possibilita quando necessario ajustar estas varidveis climaticas a fim
de proporcionar melhores condi¢des para o desenvolvimento da planta, ndo havendo
este controle nas areas de sombra e pleno sol. Sendo que a execucdo deste experimento
iniciou-se no verao e terminou no inverno, que caracterizou-se por baixas temperaturas,
com ocorréncias de geadas.

Em relagdo ao enraizamento avaliado ao fim da fase de aclimatagdo a pleno sol,
observou-se que as miniestacas de E. viminalis ndo apresentaram evidéncias de
enraizamento (0%) diferindo das miniestacas E. dunnii e E. grandis que enraizaram
(10% e 10,4%), mas ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 7).

Garcia (2013 relato pessoal) relata que dentre as varias espécies potenciais para
cultivo em regides de geadas, E. viminalis tem apresentado como uma das mais
recalcitrantes ao enraizamento adventicio. Sabe-se que em sistema de estaquia com
colheita de brotagdes em jardim clonais a altura da brotagdo em relacdo a base da cepa ¢
determinante para o sucesso do enraizamento (HACKETT, 1987) citado por Wendling
(2004); todavia nao se tem informagdes a cerca deste efeito na miniestaquia para E.
viminalis.

A aplicagdo do isolados bacterianos nas miniestacas diferiu estatisticamente em

relagdo a sobrevivéncia e o enraizamento na saida da area de pleno sol. Para a varidvel
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sobrevivéncia, o isolado RFE42 foi inferior a testemunha, contudo nao diferiu dos
demais isolados (Tabela 7). Em relagao ao enraizamento, os isolados RFEO5, RFE32 e
RFE42 responderam de maneira inferior quando comparados com a aplicagdo apenas da
agua (testemunha), ndo diferindo do isolado UBKI12. Nao ocorreram diferencas

significativas entre os métodos de aplicagdo aos quais os tratamentos foram submetidos.

Tabela 7. Percentual de sobrevivéncia (SOBSPS120) e enraizamento (ENRSPS120), de
miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis tratados com quatro

isolados bacterianos na saida da area de pleno sol, 120 dias apds o

estaqueamento.

Fatores SOBSPS120 (%) ENRSPS120 (%)

E. dunnii 13a 10a

Espécie E. grandis 13a 10,4 a

E. viminalis lb 0Ob

RFEO05 9 ab 4D

RFE32 10 ab 4b

Isolado RFE42 4b 3b

UBK12 7 ab 5ab

Testemunha 18a 15a

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por 4/ x + 0,5, onde x representa
a variavel resposta.

A baixa resposta dos isolados bacterianos a sobrevivéncia e enraizamento das
miniestacas quando comparados com a testemunha pode estar relacionado com a
dificuldade que os micro-organismos encontraram para se estabelecer e colonizar o
tecido, havendo segundo Shishido e Chanway (2000), a necessidade de um determinado
intervalo de tempo para que aja a estabilizacdo da populacdo de micro-organismos
benéficos quando inoculados nas plantas.

De acordo com alguns autores (ANDREWS E HIRANO, 1991; SHISHIDO et
al., 1995 ), a variabilidade na resposta da indu¢do do crescimento e enraizamento de
plantas pelo uso de rizobactérias e residentes do filoplano esté relacionada a diminuigao
da populacdo de alguns destes micro-organismos quando submetidos a constantes
variagdes ao seu desenvolvimento, sendo estas influéncias ambientais capazes de alterar

o habitat em que os agentes benéficos devem se estabelecer.
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Para as variaveis mensuraveis obtidas na saida da fase de pleno sol, observou-se
que ocorreram diferengas estatisticas em relagdo a altura, comprimento de raiz, peso
fresco e seco de parte aérea e raiz de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis
submetidos a presenga ou auséncia dos isolados bacterianos, ndo sendo observada
diferengas estatisticas na forma como os isolados foram aplicados. Houve efeito
significativo na interagdo “aplicacdo x isolado’’ para a variavel comprimento de raiz e

peso fresco da parte aérea das miniestacas (Tabela 8).

Tabela 8. Analise de variancia para as variaveis mensuraveis altura (Alt), comprimento
de raiz (Craiz), peso fresco de parte aérea (PAfresca), peso seco de parte
aérea (PAseca), peso fresco de raiz (Rfresca) e peso seco de raiz (Rseca) de

miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis com 120 dias de idade.

Quadrados Médios

FV Alt Craiz PAfresca Rfresca PAseca Rseca

Espécie 7,016* 5,903* 2,973% 1,906% 0,461%* 0,258%*
Isolado 1,955% 1,419% 0,365%* 0,389* 0,120%* 0,070%*
Aplicacio  0,626™ 0,243 0,131™ 0,211™ 0,055™ 0,038™
Esp *Isso  0,513"™ 0,482" 0,135 0,136™ 0,042 0,026™
Aplic 1,066 0,965 0,313" 0,251 0,059" 0,026"
*Isso
Esp*Aplic  0,844™ 0,504™ 0,565™ 0,227™ 0,004™ 0,020™
Es*Iso*apl  0,542" 0,358™ 0,132" 0,110  0,032™ 0,015

*valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns
valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de
variagdo. Esp = espécie; Iso = isolado; aplic = aplicagao.

Em relacdo a altura de mudas nenhum isolado teve efeito de aumentar este
parametro nas espécies avaliadas, de modo geral o isolado RFE42 teve um efeito
inibitério em relagdo a testemunha. Observacdo similar dd-se para o comprimento de
raiz e peso fresco de parte aérea, sendo que os isolados RFEOS5, RFE32 e RFE42
inibiram o desenvolvimento do sistema radicular e parte aérea das miniestacas quando
comparados com a testemunha, contudo, nao diferiram do isolado UBK12 (Tabela 9).

Em relag¢do ao peso fresco de raiz os isolados RFE(QS5, RFE32 e RFE42 foram
estatisticamente inferiores quando comparados com o isolado UBK12 e a testemunha,
para o peso seco de raiz todos isolados apresentaram desempenho inferior a testemunha,
e para o peso seco de parte aérea os isolados ndo diferiram da aplicagdo da testemunha

(Tabela 9).
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Tabela 9. Altura, comprimento de raiz, pesos frescos e secos da parte aérea e raiz de
miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis submetidos a preseng¢a ou
auséncia do isolado bacteriano, na saida da area de pleno sol, 120 dias apds

o0 estaqueamento.

Altura (cm)

Isolado Espécie
RFEO05 1,38 AB E. dunnii 2,21 A
RFE32 1,45 AB E. grandis 2,26 A
RFE42 0,69 B E. viminalis 0,158 B
UBK12 1,18 AB

Testemunha 3,01 A

Comprimento de raiz (cm)

RFEO05 0,94 B E. dunnii 1,63 A
RFE32 0,90 B E. grandis 1,84 A
RFE42 0,61 B E. viminalis 0B
UBK12 0,99 AB

Testemunha 2,34 A

Peso fresco Parte aérea (cm)

RFEO05 0,103 B E. dunnii 0,170 A
RFE32 0,100 B E. grandis 0,227 A
RFE42 0,058 B E. viminalis 0,039 B
UBK12 0,122 AB

Testemunha 0,285 A

Peso fresco Raiz (cm)

RFEO0S5 0,138 B E. dunnii 0,177 A
RFE32 0,138 B E. grandis 0,401 A
RFE42 0,112 B E. viminalis 0B
UBK12 0,170 A

Testemunha 0,403 A

Peso seco Parte aérea (cm)

RFEO05 0,048 AB E. dunnii 0,066 A
RFE32 0,035 B E. grandis 0,093 A
RFE42 0,031 B E. viminalis 0,001 B
UBK12 0,040 AB

Testemunha 0,112 AB

Peso seco Raiz (cm)

RFEO05 0,019 B E. dunnii 0,030 A
RFE32 0,017 B E. grandis 0,050 A
RFE42 0,015 B E. viminalis 0 B
UBK12 0,021 B

Testemunha 0,060 A

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Dados transformados por +/x + 0,5, onde x representa a
variavel resposta.
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Segundo Kloepper e Schorth (1978), as bactérias que colonizam a rizosfera e o
filoplano de plantas podem causar efeito benéfico, neutro ou deletério aos hospedeiros.
A principio os resultados observados sugerem este terceiro efeito. Atualmente ha uma
busca intensa por micro-organismos com efeito pro-bioticos para o cultivo de vegetais
e, o presente resultado mostra que ¢é preciso ser criterioso, na avaliacdo destes
organismos, afim de evitar falhas futuras.

A auséncia na resposta dos vegetais a aplicagdo dos micro-organismos utilizados
pode ter ocorrido devido a falta de especificidade entre a bactéria e o genotipo da planta
utilizada. Mafia et al. (2007b), embora tenham observado eficiéncia na promog¢ao do
enraizamento e crescimento de clones de FEucalyptus sp. pelo uso de isolados
bacterianos, sugerem que a inexisténcia de um isolado especifico pode ocasionar a nao
significancia de resposta em determinados materiais genéticos.

Em relagcdo as espécies de eucalipto testadas, observou-se que para todas as
variaveis analisadas as espécies de E. dumnii e E. grandis nao diferiram
significativamente entre si para nenhuma das varidveis, todavia sendo estatisticamente
superiores a E. viminalis, a qual apresentou os menores indices de sobrevivéncia,
enraizamento, valores médios de altura, comprimento de raiz e peso fresco e seco,
evidenciando desta forma a dificuldade na propagagdo clonal desta espécie de eucalipto
(Tabela 9).

Os resultados da interacdo observados na Tabela 10 demonstram que para a
imersdo os melhores resultados foram obtidos com a aplicagdo da testemunha, diferindo
estatisticamente dos demais isolados. Para os métodos de pulverizagdo e a aplicagdo de
ambos os métodos (IP) ndo houve diferengas estatisticas entre a aplicagdo dos isolados e
da testemunha, sendo este efeito observado para as variaveis: comprimento de raiz e
peso fresco de raiz (Tabela 10).

Avaliando cada isolado separadamente, observa-se que para as duas varidveis
analisadas os isolados RFEQO5, UBKI12 e a testemunha ndo apresentaram diferencas
significativas na forma como os isolados foram aplicados. Para o isolado RFE32 os
melhores resultados foram obtidos com a aplicacdo de ambos os métodos (IP) tendo
diferido estatisticamente da pulverizagao, contudo, nao diferindo do método de imersao.
O isolado RFE42 apresentou os melhores resultados para o comprimento de raiz quando
este foi aplicado por ambos os métodos e pelo método de imersao. Para o peso fresco de
raiz, o isolado RFE42 ndo apresentou diferencas significativas entre os métodos de

aplicagdo (Tabela 10).
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Tabela 10. Interagdo entre os métodos de aplicagcdo com os isolados bacterianos e a
testemunha (4gua), para as variaveis, comprimento de raiz (Craiz) e peso

fresco de raiz (Rfresca), na saida da area de pleno sol, 120 dias apds o

estaqueamento.
Comprimento de raiz (cm) Peso fresco raiz (g)
Isolado I P IP I P IP

RFEO5 0,40aB 20laA 040aA 0,053aB 0,224a A 0,032aA
RFE32 0,40 ab B 0bA 233aA 0,033abB 0,006bA 0,261aA
RFE42 0bB ILl16aA 0,66aA 0aB 0,088aA 0,088aA
UBK12 0,80 a B 0,78aA 140aA 0,068aB 0,083aA 0216aA
T (agua) 3,31aA ,82aA 190aA 0369aA 0,256aA 0,230aA

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados por

v/ x + 0,5, onde x representa a variavel resposta. I = imersdo; P = pulverizacdo; IP =
imersdo + pulverizacao.

4.2 - Segundo experimento

O segundo experimento foi implantado no dia 25 de marco de 2013 e a avaliagdo
final estava prevista para o dia 25 de Julho de 2013. Contudo, ndo foi possivel realizar a
avaliagdo final que constituia na andlise de sobrevivéncia e enraizamento na saida da
area de pleno sol aos 120 dias de idade e as demais varidveis mensuraveis como: altura,
comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte aérea e raiz das mudas.

Estas analises nao foram realizadas devido ao elevado percentual de mortalidade
causado pela ocorréncia de sucessivas geadas e até de uma nevasca que matou as mudas
que encontravam-se em aclimatagdo em area de pleno sol no periodo de 25 de maio a 25
de julho de 2013.

Na tabela 11 € possivel observar as temperaturas minimas registradas pela
estacdo tecnologica SIMEPAR para a regido de Irati nos dias 25 de maio a 25 de julho
de 2013. Estes registros demonstram que a média das temperaturas foram baixas, com

minimas de até -2,7°C no periodo.
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Tabela 11. Temperaturas minimas registradas entre os dias de 25 de maio de 2013 até

o dia 25 de Julho de 2013 na regido de Irati, PR.

Periodo Temp. minima 'C Periodo Temp. minima 'C
25-05-2013 9,8 25-06-2013 13,8
26-05-2013 8,6 26-06-2013 13,6
27-05-2013 11,5 27-06-2013 13,4
28-05-2013 13,9 28-06-2013 13,7
29-05-2013 12,8 29-06-2013 14,9
30-05-2013 6,6 30-06-2013 12,0
31-05-2013 4,0 01-07-2013 9,8
01-06-2013 10,6 02-07-2013 9,4
02-06-2013 13,5 03-07-2013 7,3
03-06-2013 9,9 04-07-2013 13,4
04-06-2013 7,1 05-07-2013 8,6
05-06-2013 8,2 06-07-2013 11,5
06-06-2013 8,5 07-07-2013 8,8
07-06-2013 6,6 08-07-2013 11,0
08-06-2013 7,7 09-07-2013 10,9
09-06-2013 11,1 10-07-2013 11,4
10-06-2013 9,8 11-07-2013 9,3
11-06-2013 13,1 12-07-2013 8,7
12-06-2013 11,9 13-07-2013 5,6
13-06-2013 10,3 14-07-2013 7,5
14-06-2013 8,3 15-07-2013 10,1
15-06-2013 10,5 16-07-2013 3,8
16-06-2013 11,5 17-07-2013 3.1
17-06-2013 11,8 18-07-2013 6,6
18-06-2013 9,7 19-07-2013 11,4
19-06-2013 12,8 20-07-2013 14,3
20-06-2013 13,3 21-07-2013 12,0
21-06-2013 10,5 22-07-2013 1,3
22-06-2013 6,0 23-07-2013 -0,5
23-06-2013 4,5 24-07-2013 -2,7
24-06-2013 11,5 25-07-2013 0,1

Fonte: (SIMEPAR, 2013)

A utilizagdo de miniestacas de espécies resistentes ao frio ¢ uma alternativa
utilizada que visa a obten¢do de material vegetal capaz de suportar temperaturas muito
baixas e se desenvolver em regides com invernos rigorosos € com ocorréncia de geada.
Contudo, mesmos as espécies recomendadas para o plantio nessas condigoes podem
apresentar dificuldades de desenvolvimento quando muito tenras, ocasionado por
grandes perdas ou perda total da producdo devido a alta sensibilidade do material
vegetal, principalmente quando se trata de uma muda produzida via processo assexuado

e ndo sexuada, cujo material ¢ mais sensivel.
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Este fator foi observado na implantacdo deste experimento (Figura 3), cujas
miniestacas apresentaram desenvolvimento e crescimento durante as etapas de
enraizamento (casa de vegetagdo) e aclimatizagdo (casa de sombra). Quando colocadas
em area de pleno sol para a rustificacdo as miniestacas sobreviveram em temperaturas
mais baixas, no entanto, ndo foram capazes de suportar a ocorréncia de geadas a qual
levou a queima e perda total do experimento na fase final do mesmo. Desta forma, a
avaliacdo deste experimento constitui apenas da sobrevivéncia na saida da casa de

vegetacdo e na saida da casa de sombra.

Figura 3. Miniestacas de E. dunni, E. grandis e E. viminalis coletadas e colocadas

para enraizar em casa de vegetagdo (A); Miniestaca de E. grandis em éarea
de pleno sol apresentando aspecto de seca com aparencia queimada
ocasionado pela ocorréncia da geada (B). Fonte: (O autor, 2013)

Neste segundo experimento ndo observou-se efeito significativo dos isolados
nem do modo de aplicagdo quanto a SOBSCV30 e SOBSCS60. Todavia observou-se

efeito interespecifico da sobrevivéncia das miniestacas nestas duas fases (Tabela 12).
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Tabela 12. Sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E. grandis ¢ E. viminalis na
saida da casa de vegetacdo (SOBSCV30) 30 dias apos ao estaqueamento e

sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SOBSCS60) 60 dias apos o

estaqueamento.
Quadrados Médios
FV SOBSCV30 SOBSCS60
Espécie 0,755* 0,557*
Aplicagéo 0,077 0,010™
Esp*Aplic 0,011™ 0,054™
Isolado 0,051™ 0,108
Esp*Isolado 0,117™ 0,028™
Aplic*Isolado 0,065™ 0,037
Esp*Aplic*Isso 0,094 0,040™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacao.

Na avaliagdo de SOBSCV30, observou efeito significativo apenas para as
espécies estudadas (Tabela 12). As espécies E. dunnii e E. grandis ndo apresentaram
diferengas estatisticas entre si com 36,6% e 28,3% respectivamente de miniestacas
vivas. Contudo, as mesmas diferiram significativamente da espécie de E. viminalis
(Tabela 13) a qual apresentou o menor nimero de miniestacas vivas com 9,1%,

respectivamente.

Tabela 13. Percentual de sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E. grandis ¢ E.
viminalis na saida da casa de vegetacao aos 30 dias de idade e saida da

casa de sombra aos 60 dias de idade.

Espécie SOBSCV30 (%) SOBSCS60 (%)
E. dunnii 36,6 a 14,5a

E. grandis 28,3 a 12a

E. viminalis 9,1b 29b

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Na avaliagdo de SOBSCS60, notou-se um aumento no nimero de miniestacas
mortas, no entanto, ocorreu 0 mesmo comportamento das espécies apos a saida da casa de
vegetacdo. A espécie E. dunnii apresentou o maior numero de miniestacas vivas com
14,5% nao diferindo estatisticamente da espécie de E. grandis com 12% respectivamente

de miniestacas que sobreviveram. As miniestacas de E. viminalis apresentaram o menor
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percentual de enraizamento com 2,9%, diferindo estatisticamente das espécies E. dunnii
e E. grandis (Tabela 13).

Os resultados obtidos no segundo experimento demonstram um baixo percentual
de miniestacas vivas na saida da casa de vegetacao e saida da casa de sombra. Credita-
se esta mortalidade a perda do controle ambiental da casa de vegetagdo, que apresentou
problemas técnicos no sistema de aquecimento e principalmente no sistema de irrigacao
em que houveram varios dias com falta de abastecimento de agua. Embora, durante o
periodo de casa de sombra ndo tenha ocorrido nenhum problema, o ocorrido no periodo
anterior parece ter sido determinante para o aumento da mortalidade na casa de sombra.

Avaliando a sobrevivéncia de miniestacas de E.dunnii na saida da casa sombra,
Rosa (2006), verificou que as miniestacas que nao formaram raizes no periodo da casa
de vegetacdo acabaram morrendo quando foram acondicionadas em casa de sombra,
demonstrando que como no presente experimento a formagdo do sistema radicular na
primeira fase € determinante para o restante do processo de produgdo de mudas de
Eucalyptus sp. por mini-estaquia.

Segundo Almeida ef al., (2007) miniestacas ndo enraizadas ou com sistema
radicial mal formado nao sdao capazes de equilibrar as perdas hidricas promovidas pela
evapotranspiragdo da brotacdo, ndo sendo capazes de se desenvolver em um ambiente

menos controlado que aquele encontrado dentro da casa de vegetagao.

4.3 - Terceiro experimento

Em relacdo as trés espécies avaliadas houve efeito significativo na sobrevivéncia
entre estas nas avaliacdes realizadas na saida da casa de vegetacdo (SOBSCV30), saida
da casa de sombra (SOBSCS60) e saida de casa de pleno sol (SOBSPS120), bem como
o efeito do tipo de aplicagdo na avaliagdo de sobrevivéncia nesta Ultima fase do
processo de produgdo (Tabela 14). Ainda observou-se que houve efeito na interacao
entre os isolados utilizados e o percentual de enraizamento das espécies de Eucalyptus

spp. avaliado na saida da casa de pleno sol.
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Tabela 14. Andlise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E.
grandis e E. viminalis durante a saida da casa de vegetagao (SOBSCV30)
aos 30 dias de idade, sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS60) aos 60 dias de idade, sobrevivéncia (SOBSPS120) e
enraizamento (ENRSPS120) na saida da area de pleno sol aos 120 dias de

idade em funcao das fontes de variagao.

Quadrados médios

FV SOBSCV30 SOBSCS60 SOBSPS120 ENRSPS120
Espécie 0,104* 1,232%* 5,168% 5,179%*
Aplicacao 0,026™ 0,051™ 0,246* 0,038™
Esp*Aplic 0,017" 0,027™ 0,090™ 0,052™
Isolado 0,008™ 0,025™ 0,093™ 0,029™
Esp*Isolado 0,019™ 0,082™ 0,043™ 0,052*
Aplic*Isolado 0,015™ 0,039™ 0,070™ 0,047™
Esp*Aplic*Iso 0,023" 0,040™ 0,054™ 0,045™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagdo.

Avaliando o experimento na saida da casa de vegetacao aos 30 dias de idade,
observou-se de modo similar ao observado por Brito ef al. (2012), que as miniestacas
das trés espécies de eucaliptos testadas apresentaram um percentual de sobrevivéncia
acima de 90%. As miniestacas das espécies de E. dunnii e E. grandis obtiveram os
melhores resultados em relagdo a variavel sobrevivéncia, ndo diferindo estatisticamente
entre si (Tabela 15), com um percentual de 97% ambas as espécies. Contudo, as duas
espécies diferiram estatisticamente da espécie de E. viminalis (Tabela 15) a qual
apresentou um percentual de 90,4% de miniestacas que sobreviveram nesta fase, sendo
este um resultado considerado promissor, visto que a espécie de E. viminalis apresenta
recalcitrancia ao enraizamento.

Wendling e Xavier (2005) sugerem que o alto percentual de miniestacas
sobreviventes na saida da casa de vegetagdo esta relacionado ao possivel controle das
condi¢des ambientais dentro da casa o que favorece a manutencdo da sobrevivéncia dos
propagulos vegetativos, ndo havendo nesta fase grandes diferencas entre as espécies
avaliadas. Os mesmos autores em seu estudo observaram que para todos os clones de E.
grandis testados os valores de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo chegaram
proximos a 100%, o que assemelha-se aos encontrados neste experimento, onde
espécies de E. grandis e E. dunnii apresentaram 97% de sobrevivéncia na saida da casa

de vegetacao.

34



Tabela 15. Percentual de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagao (SOBSCV30), 30
dias apds o estaqueamento e sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS60), 60 dias apds o estaqueamento em relacdo as espécies de

Eucalyptus sp. utilizadas.

Fator SOBSCV30 (%) SOBSCS60 (%)
E. dunnii 97 a 86,6 a
Espécie E. grandis 97 a 93a
E. viminalis 90,4 b 65b

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade

Ao analisar a sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de sombra aos 60
dias de idade, verificou-se um decréscimo no nimero de miniestacas vivas em relagao a
fase anterior. Para as espécies de E. dunnii e E. grandis os resultados de sobrevivéncia
foram semelhantes aos encontrados na saida da casa de vegetacdo, sendo os melhores
percentuais de sobrevivéncia encontrados pelas miniestacas das espécies de E. grandis
93% e E. dunnii 86,6%, o qual diferiram estatisticamente da espécie de E. viminalis
(Tabela 15) com um percentual de 65% de miniestacas vivas.

Apos a transferéncia das miniestacas para a area de pleno sol, observou-se a
redugdo do percentual de sobrevivéncia das miniestacas das trés espécies testadas nesta
fase de cultivo. A espécie que apresentou o maior percentual de sobrevivéncia foi E.
grandis com 68% diferindo estatisticamente de E. dunnii e E. viminalis (Tabela 16) com
e 21% e 14% de miniestacas vivas, respectivamente.

Nesta etapa, observou-se ainda que ocorreu diferenca estatistica entre os
métodos de aplicagao dos isolados, indicando que as miniestacas que foram submersas
em suspensdo por um periodo de uma hora, apresentaram maior sobrevivéncia quando
comparadas aquelas submetidas aos métodos de pulverizagdo e a combinagdo dos

referidos métodos (IP) (Tabela 16).
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Tabela 16. Percentual de sobrevivéncia das miniestacas na saida da area de pleno sol
(SOBSPL120), 120 dias apés o estaqueamento, em relagdo as espécies

utilizadas e a forma como os isolados foram aplicados.

Fatores SOBSPS120 (%)
E. dunnii 21b
Espécie E. grandis 68 a
E. viminalis 14 b
I 42 a
Aplicagao P 31D
1P 30 b

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. I= imersdo; p = pulverizagdo; I[P = imersdo +
pulverizagao.

Em relagdo ao enraizamento aos 120 dias de idade, observa-se que para as
miniestacas de E. grandis todos os isolados promoveram o enraizamento em relacdo a
testemunha, ndo diferindo entre si. Porém, ndo foi observado este efeito para as
miniestacas de E dunnii e E. viminalis (Tabela 17).

Comparando o efeito de cada isolado em relagdo as espécies de Eucalyptus sp.
nota-se que todos os isolados e a testemunha foram melhores quando aplicados em e E.

grandis, sendo estatisticamente inferiores quando aplicados em E. dunnii e E. viminalis

(Tabela 17).

Tabela 17. Interagdo entre isolados bacterianos e a testemunha (dgua) com as espécies

de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis para a varidvel enraizamento

(ENRSPS120) na saida da area de pleno sol 120 dias apds o

estaqueamento.
Isolado (%)

Espécie (%) RFEO05 RFE32 RFE42 UBK12 Testemunha
E. dunnii 15aB 8aB 8aB 8aB 12aB
E.grandis 50a A 67aA 58aA 62aA 42b A

E. viminalis 0aB 0aB 0aB 4aB 0aB

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Esse efeito de especificidade hospedeiro agente eliciador ndo ¢ fato novo. Em
estudo de biocontrole, Smith et al., (1997) observaram que a eficiéncia do controle
biologico mediado por Bacillus cereus contra o tombamento de mudas de tomate variou

em funcao do cultivar avaliado, indicando que podem ocorrer variagdes na capacidade
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de colonizacdo, tamanho e composicdo da populacdo microbiana dependendo do
material genético da planta em estudo.

Mafia et al. (2007a) relatam que entre os diversos clones avaliados e as estirpes
de isolados de rizobactérias avaliado, observaram que a resposta de promog¢ado ou nao de
crescimento eliciado pelo microrganismo era dependente da interagdo bactéria-clone.
Assim, acredita-se que possa ter ocorrido esta especificidade de interagdo. A interagdo
observada apenas entre a espécie de E. grandis e os isolados bacterianos testados pode
estar relacionada com as diferencas encontradas no ambiente da rizosfera e filoplano das
espécies de E. dunnii e E. viminalis, além da propria variagdo na composi¢cdo genética
de cada uma das espécies avaliadas.

O efeito de promogao do crescimento pelos isolados ¢ a provavel causa do maior
percentual de miniestacas enraizadas de E. grandis em relacdo a E. dunnii e E.
viminalis.

Os parametros avaliados apos a etapa de pleno sol: altura, comprimento de raiz,
peso fresco e seco de biomassa de parte aérea e raiz, apresentaram variagdes apenas
interespecificas, ndo sendo observadas diferencas signicativas entre os isolados e a
forma como os mesmos foram aplicados (Tabela 18).

Este experimento assemelha-se ao realizado por Melo et al. (2012), em que os
autores constataram que o isolado bacteriano avaliado promoveu o aumento das taxas de
enraizamento de um clone de E. urophylla, contudo nao foram observados ganhos
relacionados a biomassa do sistema radicular. Embora ndo significativo, as autores
concluiram que a presenca do componente bacteriano foi eficaz, pois os mesmos
agregaram incremento nos valores médios para todas as varidveis testadas, além de
contribuir para o enraizamento do clone.

Para as varidveis quantitativas analisadas apenas o peso seco de raiz nao
apresentou diferengas significativas entre as trés espécies de eucaliptos testadas. Para a
variavel altura, observou diferencas significativas para a espécie e a forma como os
isolados foram aplicados. Ainda, observou-se interagdo significativa entre as espécies

utilizadas e os métodos de aplicagdo para a varidvel peso fresco de raiz (Tabela 18).
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Tabela 18. Analise de varidncia para as varidveis mensuraveis: altura (Alt),
comprimento de raiz (Craiz), peso fresco de parte aérea (PAfresca), peso
seco de parte aérea (PAseca), peso fresco de raiz (Rfresca) e peso seco de
raiz (Rseca) de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, 120

dias apos o estaqueamento.

Quadrados médios
FV Alt C raiz PA fresca R fresca  PA seco R seco
Espécie 261,6* 1937,8%* 0,256* 0,085 * 0,463* 0,680™
Isolado 2,642"™ 8,712™ 0,001™ 0,0008™ 0,003™ 0,347™
Aplicagao  12,35%* 19,22" 0,001™ 0,003™ 0,011™  0,00001™
Esp * Isso  2,389™ 14,94™ 0,002™ 0,001™ 0,004™ 0,255™
Aplic *Iso  2,809™ 21,21" 0,003™ 0,001™ 0,005™ 0,0001™
Esp*Aplic  1,790™ 12,49 0,002" 0,004* 0,006™  0,00009™
Es*Is*Apl ~ 2,042™ 16,01™ 0,002" 0,001™ 0,005™ 0,0001™
* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste F. ns
valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. FV = Fonte de
variagao.

A espécie de E. grandis foi a que apresentou melhor desenvolvimento e
conseqiientemente os melhores resultados, diferenciando estatisticamente das espécie de
E. dunnii e E. viminalis. Para os parametros comprimento de raiz ¢ biomassa seca ¢

fresca de raiz, E. dunnii apresentou valores superiores a E. viminalis (Tabela 19).

Tabela 19. Altura (Alt), comprimento de raiz (Craiz), peso fresco (PAfresca) e seco
(PAseca) de parte aérea e raiz das miniestacas de E. dunnii, E. grandis ¢ E.

viminalis , 120 dias apds o esqueamento.

Variaveis
Espécie Altura(cm)  Craiz(cm) PA fresca(g) R fresca(g) PA seco(g)
E. dunnii 1,25b 1,85 b 0,0291 b 0,0130 b 0,076 b
E. grandis 4,55a 10,68 a 0,1290 a 0,0709 a 0,204 a
E. viminalis 0,68 b 0,05 ¢ 0,0059 ¢ 0,0001 b 0,036 c

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Os resultados encontrados neste estudo para E. viminalis assemelham-se aos
encontrados por Souza Junior ef al. (2002), ao avaliarem o enraizamento de estacas de
E. viminalis, os autores observaram ao final de 45 dias em casa de vegetacao a formagao
de brotos, contudo verificaram que nenhuma estaca enraizou, confirmando assim a

recalcitrancia ao enraizamento da espécie.
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Para a variavel altura, ocorreu também diferencas na forma de aplicagdo dos
isolados. Os melhores resultados para altura das espécies de Eucalyptus ocorreu com a
aplicacio do método de imersdo, o qual foi estatisticamente superior quando

comparados ao método de pulverizagdo e utilizagdo de ambos os métodos (IP) (Tabela
20).

Tabela 20. Altura das miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis em funcao dos

métodos de aplicagdo dos isolados, 120 dias apds o estaqueamento.

Métodos de aplicacao Altura (cm)
I 2,67 A
P 1,98 B
1P 1,81 B

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. I = imersao; P = pulverizagao; IP = imersado +
pulverizacdo.

Os resultados da interagdo para a variavel peso fresco de raiz, demostram que
para E. dunnii ¢ E. viminalis, a forma como os isolados foram aplicados ndo apresentou
diferengas estatisticas. Para E. grandis o método de pulverizagdo apresentou os
melhores resultados, diferindo significativamente da aplicagdo do método de imersdo e
da utilizacao dos dois métodos em conjunto (IP) (Tabela 21).

A avaliagao de cada método separado em relagdo as espécies de Eucalyptus,
demostra que para os trés métodos utilizados, E. grandis foi estatiscamente superior
quando comparados com a E. dumnnii e E. viminalis, a qual ndo diferiram

estatisticamente entre si (Tabela 21).
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Tabela 21. Interacdo entre as miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis com
os métodos de aplicacdo as quais foram submetidos, para a variavel peso

fresco de raiz, 120 dias apds o estaqueamento.

Métodos de aplicacio

Espécies (%) I P IP
E. dunnii 0,0laB 0,01 aB 0,02aB
E. grandis 0,07b A 0,10a A 0,05b A
E. viminalis 0,00aB 0,00aB 0,00aB

Letras mintsculas na linha e maiusculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados:
I = imersao; P = pulverizacao; IP = imersao + pulverizagao.

4.4 - Quarto experimento

Neste experimento observou-se efeito significativo na sobrevivéncia na saida da
casa de sombra (60 dias), sobrevivéncia a pleno sol e enraizamento (120 dias) das
espécies, sendo também observadas diferencas significativas entre os isolados testados
para a sobrevivéncia das mudas aos 60 dias de idade, na saida da casa de sombra e para
a sobrevivéncia aos 120 dias de idade, na saida da area de pleno sol (Tabela 22).

A forma como os isolados foram aplicados nao influenciou as variaveis
sobrevivéncia e enraizamento de mudas (Tabela 22). Isto pode ser um fator positivo no
que tange um possivel uso do agente eliciador do efeito de promogao, pois indica que a
maneira mais rdpida e menos onerosa de aplicacdo pode ser empregada a fim de
operacionalizar o trabalho dentro de uma empresa florestal, sem que ocorram perdas de

resultados.
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Tabela 22. Andlise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E.
grandis e E. viminalis durante a saida da casa de vegetagdo (SOBSCV30)
aos 30 dias de idade, sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS60) aos 60 dias de idade, sobrevivéncia (SOBSPS120) e
enraizamento (ENRSPS120) na saida da area de pleno sol aos 120 dias de

1dade.
Quadrados médios
FV SOBSCV30 SOBSCS60 SOBSPS120 ENRSPS120
Espécie 0,021™ 0,385%* 0,625* 0,601%*
Aplicagao 0,129™ 0,107 0,075™ 0,054™
Esp*Aplic 0,214™ 0,050™ 0,087™ 0,027
Isolado 0,164™ 0,327* 0,101* 0,032™
Esp*Isolado 0,162™ 0,055™ 0,049™ 0,021™
Aplic*Isolado 0,085™ 0,106 0,053™ 0,025™
Esp*Aplic*Isso 0,091™ 0,049™ 0,035™ 0,025™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagdo

Na avaliacdo de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagao (SOBSCV30), ndo
houve diferenca estatistica entre nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 22). O uso
de micro-organismos pode ndo apresentar, muitas vezes, influéncia na sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacao, possivelmente, pelo fato das mesmas estarem
utilizando suas proprias reservas internas para a sobrevivéncia e formagdo do sistema
radicular e assim ndo disponibilizarem nutrientes para o desenvolvimento da col6nia
microbiana (DIAS et al., 2012).

Na saida da casa de vegetacdo, as espécies E. grandis, E. dunnii e E. viminalis,
apresentaram um alto percentual de sobrevivéncia na faixa dos 90%. O alto percentual
de sobrevivéncia estd relacionado ao bom controle ambiental dentro da casa de
vegetacdo, sendo este fundamental para que ocorram melhores resultados na fase de
enraizamento. Contudo, conforme Iritani e Souza (1983), citados por Titon (2001), a
avaliagdo de sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo ndo ¢ garantia de sucesso no
enraizamento das miniestacas, mas pode ser considerado um bom indicador de que as
condi¢des de temperatura e umidade estdo bem controladas e adequadas dentro da casa
de vegetacao.

Apos a saida da casa de vegetagdo observou-se que houve um aumento no
numero de miniestacas mortas, isso possivelmente esta relacionado a auséncia ou ma

formagdo de raizes durante o periodo em que permaneceram na casa de vegetagdo e
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sobretudo, aos fatores ambientais como temperatura ¢ umidade, os quais o material
vegetal foi exposto apos a fase de casa vegetacdo, em que estes eram controlados.
Segundo dados meteoroldgicos do SIMEPAR, no més de Agosto (periodo de
aclimatiza¢do das miniestacas), a temperatura média registrada no més foi de 13,8 °C,
com alguns dias apresentando temperaturas minimas abaixo de 0 °C. Estas variacdes
ambientais podem ter contribuido para a mortalidade das miniestacas, visto que estas
constituem um material vegetal ainda muito sensivel.

A espécie que apresentou maior sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS60) foi E. grandis com 77% de miniestacas vivas, nao diferindo
estatisticamente de E. dunnii com 71,25%, contudo as duas espécies apresentaram
diferengas significativas quando comparadas com E. viminalis o qual apresentou 57,9%
de sobrevivéncia até esta etapa de desenvolvimento (Tabela 23). Nesta fase, observou-
se ainda que houve efeito da aplicacdo dos isolados, sendo que nas miniestacas que
foram aplicados os isolados bacterianos houve uma maior sobrevivéncia quando
comparados a testemunha.

Na avaliacdo de sobrevivéncia na saida da area de pleno sol (SOBSPS120), as
trés espécies de Eucalyptus diferiram estatisticamente entre si (Tabela 23), a espécie que
apresentou maior sobrevivéncia das miniestacas foi E. grandis com 28,75%, seguida de
E. dunnii com 18,75% e por ultimo e com menor percentual de sobrevivéncia E.
viminalis com 8%.

A aplicagdo do isolados bacterianos nas miniestacas diferiu estatisticamente
entre si (p<0,05), em relacio a sobrevivéncia na saida da area de pleno sol
(SOBSPL120). Os isolados bacterianos RFE05, RFE32 e UBKI12 foram
significativamente superiores quando comparados com as miniestacas em que ocorreu
apenas a aplicacio da Agua. O isolado RFE42 nio diferiu estatisticamente dos demais
isolados bacterianos e da aplicagdo da agua, apresentando efeito nulo a sobrevivéncia
aos 120 dias de idade das miniestacas de E. dunnii, E. grandis, E. viminalis.

Na avaliagdo do enraizamento aos 120 dias de idade (ENRSPL120) observou-se
que ocorreram diferengas estatisticas (p<0,05) para este parametro somente para as
espécies avaliadas, ndo sendo o enraizamento afetado pela exposicdo a isolados
bacterianos nem pela forma de aplicacdo destes (Tabela 23). As espécies de E. grandis e
E. dunnii apresentaram 20% e 15,4%, respectivamente de miniestacas enraizadas, nao
diferindo estatisticamente entre si. A espécie de E. viminalis diferiu significativamente

das espécies de E. grandis e E. dunnii, com o pior resultado de enraizamento,
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apresentando um percentual de 0,8% de miniestacas enraizadas (Tabela 23),
confirmando assim a recalcitrancia desta espécie ao enraizamento (SOUZA JUNIOR,

2002; NAVROSKI, 2012;)

Tabela 23. Percentual de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de sombra
(SOBSCS60) e sobrevivéncia (SOBSPL120) e enraizamento (ENRSPL120)
na saida da area de pleno sol aos 120 dias de idade, em relacao as espécies e

1solados utilizados.

Espécie SOBSCS60®" (%)  SOBSPS120 (%) ENRSPS120 (%)
E.dunnii 71,25 A 18,75 B 154 A
E.grandis 77 A 28,75 A 20 A
E. viminalis 57,9 B 8 C 0,8B
Isolado
RFEO05 77 A 25 A -
RFE32 67 A 19 A -
RFE42 74 A 15 AB -
UBK12 73 A 21 A -
Testemunha 50 B 11 B -

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro. "’ dados transformados por 1/x + 0,5, onde x
representa a varidvel resposta.

A maior porcentagem de miniestacas vivas e enraizadas de uma espécie de clima
quente em uma regido Subtropical quando comparadas com as espécies de clima frio,
pode ser explicada pela maior facilidade que esta espécie tem para enraizar, pois,
embora a espécie de E. grandis seja muito sensivel a temperaturas amenas tendo um
baixo grau de tolerancia ao frio, estd espécie apresenta alta capacidade de enraizamento,
caso que nao ocorre com as espécies de E. dunnii € E. viminalis. Estas espécies por sua
vez, apresentam boa resisténcia ao frio sendo seus plantios recomendados para as
regides Sul onde hé ocorréncia de temperaturas baixas e riscos de geadas
(PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006), contudo apresentam histdrico de recalcitrancia
ao enraizamento, caracteristico de espécies subtropicais, (ASSIS E MAFIA, 2007,
SOUZA JUNIOR et al., 2002), dificultando assim a propagacao destas espécies. Apesar
dos baixos percentuais de enraizamento destas espécies, estas sao bem promissoras em
programas de melhoramento para sintese de hibridos (ALFENAS et al., 2009).

As varidveis, altura, comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte aérea e

raiz, ndo sofreram influéncia na presenca dos isolados bacterianos e na forma como os
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mesmos foram aplicados, ndao sendo observadas diferengas significativas quando
comparado com a testemunha (Tabela 24). Além disso, ndo houve interacdo

significativa para os fatores analisados.

Tabela 24. Andlise de varidncia para as variaveis mensuraveis: altura (Alt),
comprimento de raiz (Craiz), peso fresco de parte aérea (PAfresca), peso
seco de parte aérea (PAseca), peso fresco de raiz (Rfresca) e peso seco de
raiz (Rseca) de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, 120

dias apos o estaqueamento.

Quadrados M¢édios
FV Alt Craiz PA fresca R fresca  PA seca R seca
Espécie 36,698*  240,188%* 0,322" 0,124™ 0,098™ 0,0005*
Isolado 5,103™ 6,632" 0,030™ 0,0037™ 0,010™  0,00001™
Aplicagio  3,838™ 28,46™ 0,016™ 0,010™ 0,006™  0,00004™
Esp*Isso 2,433™ 5,860™ 0,018™ 0,0025™  0,0053™  0,00001™
Aplic*Isso  2,999™ 13,52™ 0,018™ 0,006 0,006™  0,00003™
Es*Iso*apl  2,245™ 11,50™ 0,014™ 0,006™ 0,004™  0,00003™
* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagao.

Para as varidveis, altura, comprimento de raiz e peso seco de raiz foi observada
diferenca significativa entre as espécies de eucaliptos testadas (Tabela 24). Para a
variavel altura e comprimento de raiz, as espécies de E. grandis ¢ E. dunnii nao
apresentaram diferengas significativas entre si, diferindo contudo da espécie de E.
viminalis (Tabela 25).

Em relacao ao peso seco de raiz, as trés espécies diferiram estatisticamente entre
si. A espécie E. grandis foi significativamente superior (p<0,05) quando comparada
com as espécies de E. dunnii e E. viminalis. Embora, E. dunnii tenha se mostrado
estatisticamente inferior quanto ao peso seco de raiz quando comparado ao E. grandis,
esta espécie se mostrou no entanto, significativamente superior a espécie E. viminalis

(Tabela 25).
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Tabela 25. Altura (Alt), comprimento de raiz (Craiz) e peso seco de raiz (Rseca) das

miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, 120 dias apds o

estaqueamento.
Variaveis
Espécie Altura (cm) Comp de raiz (cm) Raiz seca (g)
E. dunnii 1,50 a 2,80 a 0,0035 b
E. grandis 2,16 a 4,12 a 0,0064 a
E. viminalis 0,61 b 0,18b 0,0001 ¢

Médias seguidas por uma mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Embora a espécie E. grandis nao tenha apresentado diferengas significativas em
relacdo a espécie E. dunnii para as variaveis altura e comprimento de raiz, observa-se
que E. grandis apresentou os maiores valores médios em relagdo a esta variavel, sendo
estatisticamente superior em relagdo ao peso seco de raiz quando comparado com as
espécies E. dunnii e E. viminalis , as quais diferiram significativamente entre si, sendo
E. dunnii estatisticamente superior a £E. viminalis (Tabela 25). O melhor
desenvolvimento de E. grandis possivelmente esta relacionado as caracteristicas que
esta espécie apresenta (MORA E GARCIA, 2000), muito embora seu uso nio seja
recomendado para regides frias (BRONDANI, 2008).

4.5 - Quinto experimento

Mediante as baixas temperaturas registradas na estacao do inverno as minicepas
apresentaram pouca emissao de brotacdes durante os meses de Julho e Agosto ndo
permitindo que as coletas fossem realizadas neste periodo. Em funcdo disto, o quinto
experimento foi montado em Setembro de 2013.

Neste experimento, as brotacdes foram coletadas apenas das minicepas das
espécies de E. dunnii e E. viminalis as quais apresentaram um numero médio de
brotacdes/minicepa suficientes para a coleta. As minicepas de E. grandis mostram
maior sensibilidade ao inverno rigoroso e principalmente a geada que ocorreu no més de
Julho. Desta forma, as minicepas ndo emitiram brota¢des suficientes para a coleta no

més de setembro (Tabela 26) (Figura 5).
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Tabela 26. Numero de brotagdes aptas para a coleta de cada minicepa/espécie para o
més de Setembro de 2013, representado ao final o nimero médio de

brotacdes aptas para a coleta das espécies de E. dunnii, E. grandis e E.

viminalis.
Numero de brotacdes por minicepa/espécie
Minicepa E. dunnii E. grandis E. viminalis
1 19 5 27
2 16 3 45
3 11 10 24
4 11 14 8
5 32 Morreu 28
6 10 8 12
7 18 0 22
8 22 0 21
9 14 12 30
10 6 1 35
11 22 2 72
12 8 6 26
13 18 0 18
14 16 2 22
15 8 0 20
16 26 2 30
17 20 6 28
18 10 9 14
19 18 0 16
20 22 2 8
21 14 12 30
22 21 4 35
23 16 18 28
24 35 6 12
25 12 3 32
26 28 8 30
27 2 2 23
28 30 13 18
29 31 5 12
30 Morreu 9 40
31 Morreu 10 0
32 Morreu 7 58
33 Morreu 6 25
34 Morreu 3 22
35 Morreu 2 24
36 Morreu 5 18
37 Morreu 4 30
38 Morreu 3 Morreu
39 Morreu 3 Morreu
40 Morreu 8 Morreu
Média/brotacoes 12,9 5,3 254
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O numero médio de brotacdes por minicepa de E. dunnii, E. viminalis ¢ E.
grandis para o més de setembro foi de 12,9; 25,4 e 5,3 brotagdes, respectivamente.
Embora E. grandis tenha apresentado a menor mortalidade de minicepas, em fungao do
frio em relacdo as outras duas espécies que sdo tidas como resistentes a essa condi¢ao
ambiental, observa-se que o numero de brotagdes aptas para a coleta desta espécie para
o periodo previsto para a montagem do experimento no més de setembro foram baixas
(Tabela 26). Este fato possivelmente esta relacionado as baixas temperaturas ocorridas
durante o inverno.

Desta forma, o quinto experimento foi implantado no fim da esta¢do do inverno
no dia 05 de Setembro de 2013 sendo avaliado até o dia 05 de Dezembro de 2013. Para

que nao ocorresse descarte de material apto para o estaqueamento, procedeu-se a coleta

das brotagdes apenas com as espécies de E. dunnii e E. viminalis (Figura 4).

o BB "a i B ' (6

Figura 4. Minicepas de E. grandis com baixa emissdo de brotacdo apos inverno
rigoroso (A). Minicepas de E. dunnii (B) e E. viminalis (C) com brotacdes
suficientes e aptas para a coleta e estaqueamento das miniestacas no més de
setembro.

Na avaliacdo deste experimento observou que nao houve diferenca significativas
na sobrevivéncia das mudas das duas espécies, nas avaliagdes da saida de casa de
vegetacdo (SOBSCV30), casa de sombra (SOBSCS50) e érea de pleno sol
(SOBSPL90). Também nao houve diferenca no enraizamento (ENRSPL90) em relacao
as espécies (Tabela 27).

Em relagdo a forma de aplicacdo também nao houve diferenga destes sobre a

sobrevivéncia e o enraizamento nas fases supramencionadas.
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Houve efeito significativo em relacdo aos isolados bacterinos e a testemunha
para a sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SOBSCS50), saida da area de pleno
sol (SOBSPL90) e enraizamento (ENRSPL90) (Tabela 27).

Observou-se interacdo significativa entre os isolados microbianos e as espécies
de Eucalyptus testadas, na sobrevivéncia avaliada na saida das casas de vegetacdo
(SOBSCV30) e sombra (SOBSCS50), bem como no enraizamento (ENRSPS90) na
saida da area de pleno sol (Tabela 27).

Tabela 27. Anélise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii ¢ E.
viminalis durante a saida da casa de vegetagdo (SOBSCV30) aos 30 dias de
idade, sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SOBSCS50) aos 50 dias
de idade, sobrevivéncia (SOBSPS90) e enraizamento (ENRSPS90) na saida

da area de pleno sol aos 90 dias de idade em relacdo as fontes de variacao.

Quadrados médios

FV SOBSCV30 SOBSCS50 SOBSPS90 ENRSPS90
Espécie 0,102™ 0,638™ 0,300™ 0,172™
Aplicagao 0,047" 0,010™ 0,081™ 0,003™
Esp*Aplic 0,003™ 0,191™ 0,004 0,048™
Isolado 0,197™ 0,219* 0,124* 0,057*
Esp*Isolado 0,156%* 0,244 0,059™ 0,071*
Aplic*Isolado 0,103™ 0,063™ 0,045" 0,016™
Esp*Aplic*Isso 0,148™ 0,122™ 0,091™ 0,029™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacao.

Em relagdo a sobrevivéncia observou-se efeito significativo da interacdo entre
espécies e isolados nas caracteristicas SOBSCV30, SOBSCV50 e ENRSPL90 (Tabela
27).

Na avaliagdo realizada na saida da casa de vegetacdo (SOBSCV30), os isolados
ndo apresentaram efeito distinto quando aplicados em E. dunnii e E. viminalis. Para E.
viminalis ndo houve diferencas entre os isolados aplicados nesta espécie, contudo,
observou-se que para E. dunnii os melhores resultados foram obtidos quando aplicados
os isolados RFEO5 e UBKI12 o qual diferiram estatisticamente dos isolados F032 e
RFE42, porém, ndo sendo observada diferengas estatisticas quando comparados com a

testemunha (Tabela 28).
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Na avalia¢do realizada na saida da casa de sombra (SOBSCS50) e enraizamento
(ENRSPL90) na saida da area de pleno sol os isolados RFE32 e RFE42 tiveram efeito
deletério quando aplicados em miniestacas de E. dunnii, porém ndo diferiram da
testemunha quando a espécie alvo era E. viminalis (Tabela 28).

Avaliando o efeito dos isolados dentro das espécies € possivel observar que para

E. viminalis, os isolados ndo diferiram entre si e o tratamento controle, tendo todos o
mesmo efeito na SOBSCV30, SOBSCS50 e ENRSPS90. Para E. dunnii na SOBSCV30
os melhores resultados foram obtidos com o isolado RFE05 e UBK 12, os quais diferiram
estatisticamente dos isolados RFE32 e RFE42 nao diferindo, contudo, da testemunha.
Para a SOBSCS50 e ENRSPL90 os melhores resultados foram observados com o isolado
RFEO5 a qual diferiu estatisticamente dos isolados RFE32 e RFE42, nao diferindo
contudo dos isolado UBK12 e da testemunha (Tabela 28).

Tabela 28. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (dgua) com as espécies
de E. dunnii e E. viminalis, na saida da casa de vegetagao (SOBSCV30) aos
30 dias de idade, na saida da casa de sombra (SOBSCS50) aos 60 dias de
idade e enraizamento (ENRSPL90) na saida da area de pleno sol 90 dias

apos o estaqueamento.

SOBSCV30 (%) SOBSCS50 (%) © ENRSPS90 (%)
Isolado E. dunnni E.viminalis E. dunnni E. viminalis E. dunnni  E. viminalis
RFEO05 83aA 65aA 69aA 56a A 19a A 0aA
RFE32 50aB 62aA 33bB 62aA 4bB 2aA
RFE42 48aB 67aA 19bC 56a A 4bB 0OaA
UBK12 75a A 73aA 54 a AB 56a A 13aAB 6aA
Test. 63 a AB 8laA 48 a AB 65aA 8aAB 0OaA

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. " Dados transformados por

Vx + 5, onde x representa a variavel resposta.

Coelho (2006), ao avaliar isolados bacterianos de Pseudomonas spp. observou
que o efeito de promocdo dos isolados variava quando aplicava-se em espécies vegetais
diferentes.

Segundo Miller et al. (1989), esta variagdo ocorre pois um determinado isolado
de rizobactéria ou residente de filoplano pode ser especifico a algumas espécies ou
cultivares, agindo em uma determinada espécie vegetal em maior nivel enquanto em

outra espécie vegetal este isolado pode apresentar alta dificuldade de colonizagdo. Estes
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autores acreditam ainda, que essas diferencas ocorrem devido as caracteristicas
genéticas de cada planta as quais possuem quantidades e composicdes de exsudados
radiculares diferenciados de uma espécie para outra.

A avaliacdo dos resultados ainda permite analisar que houve efeito dos isolados
sobre a SOBSPS90. Todavia nenhum destes isolados promoveu uma sobrevivéncia
maior que o tratamento controle (Tabela 29). Ainda, o isolado RFE42 reduziu a
sobrevivéncia em relagdo a testemunha, a qual nao diferiu dos demais isolados (RFEOS,

RFE32 e UBK12).

Tabela 29. Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de casa de sombra
(SOBSCS50), em relagao aos isolados bacterianos utilizados e o

tratamento controle, 50 dias apos o estaqueamento.

Isolado
SOBSPS % RFEO5 RFE32 RFE42 UBK12 Testemunha
18 ab 22 ab 14b 19 ab 33 a

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Dados transformados por vx + 5, onde x
representa a variavel resposta.

Apobs o periodo de avaliagdo na saida da area de pleno sol, procedeu-se as
analises referentes as variaveis: altura, comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte
aérea e raiz das miniestacas. Observa-se que as miniestacas tratadas com os isolados
bacterianos ndo sofreram influéncia na presenca dos mesmos para os parametros
avaliados, ndo sendo observadas diferencas significativas quando comparados com a
testemunha ¢ nem como a forma como os mesmos foram aplicados. Observa-se ainda
que para o peso de raiz e parte aérea, as espécies diferiram estatisticamente entre si

(p<0,05) em relagdo ao peso fresco de parte aérea e raiz (Tabela 30).
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Tabela 30. Analise de varidncia para as varidveis mensuraveis: altura (Alt),
comprimento de raiz (Craiz), peso fresco de parte aérea (PAfresca), peso
seco de parte aérea (PAseca), peso fresco de raiz (Rfresca) e peso seco de
raiz (Rseca) de miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, 90

dias apos o estaqueamento.

Variaveis
FV Alt C raiz PA fresca R fresca  PA seco R seco
Espécie 0,172" 11,033™ 0,166%* 0,045* 0,022™ 0,0002™
Isolado 0,057" 1,454 0,030™ 0,019™ 0,003™ 0,001™
Aplicacdo 0,003™ 0,091™ 0,0001™ 0,0001™ 0,003™  0,00002™
Esp*Iso 0,071™ 11,195™ 0,021™ 0,024™ 0,020™ 0,003™
Aplic*Iso 0,016™ 0,553™ 0,0207™ 0,0020™ 0,015™ 0,0027™
Esp*Aplic  0,048ns 0,249™ 0,0053™ 0,053™ 0,003™ 0,0005™
Es*Iso*Apli  0,029™ 1,474™ 0,0036™ 0,0527™ 0,033™ 0,006™
* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

O peso fresco de raiz e parte aéra de E. dunnii foi superior ao peso de E.
viminalis (Tabela 31). Isto indica que possivelmente, para este experimento E. dunnii
foi capaz de acumular mais dgua nos tecidos, todavia isto ndo implicou no aumento do

peso seco em relagdo a E. viminalis.

Tabela 31. Peso fresco de parte aérea (PAfresca) e raiz (Rfresca) de miniestacas de E.

dunnii e E. viminalis, 90 dias apds o estaqueamento.

Varidveis
Espécie PA fresca (g) Raiz fresca (g)
E. dunnnii 0,134 a 0,071 a
E. viminalis 0,053 b 0,010 b

Me¢édias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Dados transformados por vx, onde x
representa a variavel resposta.

As espécies E. dunnii e E. viminalis ndo diferiram estatisticamente entre si, para
nenhuma das fases sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas, apresentando
resultados muito baixos para sobrevivéncia e enraizamento das espécies. Embora esteja

seja um resultado muito baixo para o enraizamento, os resultados encontrados aqui

51



corraboram com os estudos de outros autores (ALFENAS et al. 2009; PALUDZSZYN
filho et al., 2006).
Com o objetivo de realizar protocolos para a propagacdo vegetativa in vitro de
E. dunnii, Navroski (2012) constatou que na fase de enraizamento, somente trés
microestacas de um total de 150, formaram raiz. Estes resultados permitiram o autor
afirmar que a fase de enraizamento constituiu-se no maior problema da
micropropagacdo desta espécie, destacando que depois de enraizadas as microestacas
atingiram um desenvolvimento adequado em um curto espaco de tempo.
Considerando-se a reduzida reposta ao enraizamento destas duas espécies,
devem ser efetuados estudos adicionais que visem obter isolados bacterianos especificos
a uma determinada espécie, com o objetivo de se obter melhores respostas para o
enraizamento destas espécies que apresentam maior resisténcia ao frio. O uso de micro-
organismos associados ao conhecimento de fatores como: melhor estacdo do ano para
enraizamento, tipo de miniestaca, susbtrato, tempo de formacdo da miniestaca, pode
permitir resultados positivos em relacdo a espécies que apresentam recalcitrancia ao

enraizamento.

4.6 - Sexto experimento

Este experimento foi instalado na estacdo da primavera, e teve todo o seu
desenvolvimento avaliado durante este periodo. Ao final de 50 dias, as miniestacas
foram transferidas para a area de pleno sol, onde receberam alta luminosidade,
acompanhado de tardes chuvosas, caracteristico do inicio da estacdo do verao, sendo
este clima crucial ao crescimento e desenvolvimento das mudas, principalmente de E.
grandis.

Observa-se que neste experimento houve efeito significativo dos tratamentos
aplicados. As espécies de Eucalyptus apresentaram efeito significativamente entre si
durante todas as fases de desenvolvimento das miniestacas, os isolados bacterianos € a
agua apresentaram diferengas significativas durante as fases de SOBSCV30 e
SOBSCS50, e a forma como os isolados foram aplicados diferiu significativamente
entre si durante as etapas de sobrevivéncia das mudas, nao diferindo exceto em relacao

ao ENRSPS90 (Tabela 32).
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Os resultados obtidos neste experimento demonstram que houve interagdao
significativa (p<0,05) entre espécies e forma de aplicacio dos isolados para
SOBSCV30, interagdao entre a forma de aplicagdo e o isolado aplicado para a
SOBSCV30 e SOBSCS50, e interagdo significativa entre espécies e isolados utilizados
na SOBSCS50 e ENRSPS90 (Tabela 32).

Tabela 32. Analise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii E.
grandis e E. viminalis durante a saida da casa de vegetagdo (SOBSCV30)
aos 30 dias de idade, sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS50) aos 50 dias de idade, sobrevivéncia (SOBSPS90) e
enraizamento (ENRSPS90) na saida da area de pleno sol aos 90 dias de

idade apds o estaqueamento.

Quadrados médios

FV SOBSCV30 SOBSCS50 SOBSPS90 ENRSPS90
Espécie 0,609%* 1,396%* 2,543%* 6,091*
Aplicacao 0,350%* 0,254* 0,246* 0,049™
Esp*Aplic 0,143* 0,067" 0,059™ 0,125™
Isolado 0,318* 0,257* 0,181™ 0,130™
Esp*Isolado 0,085™ 0,165* 0,183™ 0,150*
Aplic*Isolado 0,118%* 0,146%* 0,087™ 0,087™
Esp*Aplic*Iso 0,047" 0,035™ 0,066™ 0,044™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacio

Para a avaliacdo de sobrevivéncia na saida da casa de vegetacao (SOBSCV30)
observou-se que a forma como os isolados foram aplicados teve interacdo significativa
em relagdo a espécie de Eucalyptus. Os resultados apresentados na tabela 33 permitem
observar que para E. dunnii o uso associado das técnicas de imersao e pulverizagao (IP)
dos isolados teve efeito antagonico em relacdo a aplicagdo dos isolados pelos métodos
de imersdo (I) e pulverizacdo (P) isoladamente. J& para E. grandis e E. viminalis ndo
houve influéncia do método de aplicagdo para estas espécies.

A avaliacdo isolada de cada método de aplicagdo mostrou que para o método de
imersdao os melhores resultados foram obtidos com as miniestacas de E. viminalis, a
qual diferiu estatisticamente de E. dunnii e E. grandis. A utilizacdo dos dois métodos
em conjunto (IP) foi melhor quando aplicado nas espécies de E.grandis e E. viminalis,

diferindo de E. dunnii a qual foi estatistica inferior quando comparado com ambas as
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espécies. Para o método de pulverizacdo ndo houve diferenca estatistica entre as trés

espécies avaliadas (Tabela 33).

Tabela 33. Interacdo entre os métodos de aplicacdo dos isolados em relacao as espécies
de Eucalyptus sp. testadas, para a variavel sobrevivéncia na saida da casa de

vegetacdo (SOBSCV30), 30 dias apds o estaqueamento.

Métodos de aplicacio (%)

Espécie I P 1P

E. dunnii 77aB 84 aA 52bB
E. grandis 73aB 8laA 73a A
E. viminalis 95a A 90 aA 86aA

Letras mintsculas na linha e maiusculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. I = imersdo; P = pulverizagao; IP
= imersao+pulverizagao.

Além disso, observou-se interagao significativa na SOBSCV30, entre a forma de
aplicacdo e o isolado utilizado. Para os métodos de imersao e pulverizagdo nao houve
diferengas significativas entre os isolados e a testemunha aplicada, no entanto,
ocorreram diferengas significativas em relagdo a aplicacdo dos referidos métodos em
conjunto. Os isolados RFE32, RFE42, UBKI2 e a testemunha (4gua), foram
estatisticamente superiores ao isolado RFE05. Este isolado apresentou respostas abaixo
do esperado quando aplicado através da utilizacdo dos dois métodos em conjunto
(Tabela 34).

Avaliando cada isolado separado, observa-se que para o isolado RFEOS5 houve
diferengas estatisticas na forma como o mesmo foi aplicado. Os métodos de imersdo e
pulverizagao aplicados de forma separada apresentaram os melhores resultados para este
isolado, sendo observado efeito inferior do mesmo quando aplicado através da
utilizagdo dos dois métodos em conjunto (IP). Para os demais isolados e a testemunha,
ndo ocorreram diferengas significativas na forma como os mesmos foram aplicados

(Tabela 34).
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Tabela 34. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (agua) com os métodos
de aplicacdo em que as miniestacas foram submetidas, na sobrevivéncia na
saida da casa de vegetagao (SOBSCV30), 30 dias apds o estaqueamento e

na saida da casa de sombra (SOBSCS50), 50 dias apds o estaqueamento.

SOBSCV30 (%) SOBSCS50 (%)
Isolado I P 1P I P 1P
RFEO05 79a A 73aA 40b B 65aA 69 a AB 33bB
RFE32 77a A 92aA 77a A 67aA 81 a AB 73 a AB
RFE42 85aA 8laA 69aA 65aA 50aB 48 a AB
UBK12 92a A 9% a A 8laA 65aA 79 a AB 62 a AB
T (agua) 75a A 83a A 85a A 54a A 73 a AB 71 a AB

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. I = imersao; P = pulverizagao; IP
= imersao+pulverizagao.

Quanto a sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SOBSCS50), observou-se
interacao significativa entre isolados e o método pelos quais os mesmos foram
aplicados. Avaliando cada método separado, observa-se que para o método de imersao,
os isolados ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o método de pulverizacdo, a
aplicacdo do isolado RFE42 foi a que apresentou os piores resultados, contudo, este nao
diferiu dos demais isolados e da agua. Para a utilizagdo de ambos os métodos, o isolado
RFEO5 apresentou os piores resultados, contudo, ele também ndo diferiu
significativamente da aplicacao dos demais isolados e da testemunha (Tabela 34).

Assim como na SOBSCV30, observou-se 0 mesmo comportamento em relacao a
SOBSCS50. A aplicagdao do isolado RFEO5 pela utilizagdo dos referidos métodos em
conjunto mostrou-se estatisticamente inferior quando aplicados os isolados RFE32,
RFE42, UBK12 e testemunha (4gua). Nao foram observadas interagdes significativas
entre os isolados utilizados e os métodos de imersdao e pulverizacdo, sendo estes
estatisticamente iguais entre si (Tabela 34).

A diferenca observada na resposta da sobrevivéncia das miniestacas em relagcdo a
forma como o isolado RFEO05 foi aplicado pode estar relacionado a variacdo da
eficiéncia do isolado de residente do filoplano quando aplicado primeiramente na
imersdo e posteriormente na pulverizacdo. O tempo da aplicacdo do isolado até o
estaqueamento propriamente dito, pode ter resultado na reducdo da populagao do
isolado, e conseqlientemente na menor eficiéncia deste quando aplicado utilizando os

dois métodos em conjunto. Embora alguns autores relatem que observaram declinio da
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populagdo de rizobactérias apos um meés a inoculacao (SHISHIDO et al., 1995), este
comportamento pode ser varidvel de acordo com cada isolado e as condi¢des a qual os
mesmos estao expostos.

Na saida da casa de sombra aos 50 dias, observou-se também interagdo
significativa entre espécie e isolado aplicado, nota-se ainda, variagdo sobre o efeito de
um mesmo isolado quando aplicado em uma diferente espécie. Para a espécie E. dunnii
o isolado RFE42 apresentou efeito inferior quando comparado aos isolados RFE32 e
UBK12, nao diferindo contudo do isolado RFEO5 ¢ da testemunha. Em relacdo a E.
viminalis observa-se que o isolado RFE42 teve comportamento idéntico quando
aplicado em miniestacas de E. dunnii. Para a E. grandis,os isolados RFE32, RFE42 e
UBK12 nao diferiram da testemunha, mas tiveram efeito melhor que o isolado RFEOS5,
embora este também ndo tenha diferido da testemunha (Tabela 35).

De acordo com os dados, nota-se que embora o isolado RFE32 ndo tenha
apresentado diferencas estatisticas quando comparados com a testemunha, este foi capaz
de contribuir com o desenvolvimento e sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E.
grandis e E. viminalis, em 20,8%, 5% e 10,8%, respectivamente. Contudo, observa-se
que alguns isolados demonstraram especificidade quando aplicados em diferentes
espécies, caso este do isolado RFE42, que obteve melhores resultados quando aplicado
em E. grandis, ndo sendo observado este efeito para E. dunnii ¢ E. viminalis.

Os resultados da aplicagdo de cada isolado dentro das trés espécies de
Eucalyptus sp. estudadas demonstram que para o isolado RFE0S5, os melhores resultados
foram obtidos quando este foi aplicado em E. viminalis, diferindo estatisticamente das
espécies de E. grandis e E. dunnii. Para o isolado RFE42, os melhores efeitos na
sobrevivéncia das miniestacas foram observados em E. grandis e E. viminalis, a qual
diferiu estatisticamente de E. dunnii. Para os isolados RFE32, UBK12 e a testemunha,
ndo foram observadas diferencas estatisticas na aplicacdo entre as trés espécies de

Eucalyptus sp. (Tabela 35).
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Tabela 35. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (dgua) com as espécies
de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, na saida da casa de sombra aos 50
dias de idade (SOBSCS50) e enraizamento na saida da area de pleno sol 90
dias apods o estaqueamento (ENRSPS90).

SOBSCS50 (%) ENRSPS90 (%)
Isolado E. dunnii E. grandis E. viminalis E. dunnii E. grandis E. viminalis
RFEO5 42b AB 46b B 79 a AB 14b AB 31aB I5SbA
RFE32 58b A 71 ab A 92 ab A 25b A 65aA 25¢cA
RFE42 29bB 75a A 58aB 10bB 67aA 10bA
UBK12 56bA 8l ab A 69 ab AB 8bB 71aA 8bA

T (4gua) 48b AB 67 ab AB 83 ab AB 1I9bAB 50a AB 19b A

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna nio diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na saida da area de pleno sol aos 90 dias de idade, ocorreram diferengas
significativas em relag¢do a sobrevivéncia (SOBSPS90) e enraizamento (ENRSPS90) de
Eucalyptus spp. Para o enraizamento ocorreu interagao significativa entre espécies de
Eucalyptus e isolado utilizado.

Os isolados RFEO5, RFE42, UBK12 e a testemunha apresentaram os melhores
efeitos quando estes foram aplicados em E. grandis, diferindo significativamente de F.
dunnii e E. viminalis. O isolado RFE32 apresentou os melhores resultados quando
aplicado em E. grandis, seguido por E. viminalis, e por ultimo e com os resultados
menos desejaveis em E. dunnii (Tabela 35).

Observou-se que para E. dunnii o isolado RFE42 ¢ UBKI12 apresentaram efeito
inferior ao enraizamento quando comparados ao isolado RFE32, nao diferindo contudo
do isolado RFEOQS5 e da testemunha. Para a E. grandis ndo se constatou o mesmo efeito
que ocorreu em E. dunnii. Os isolados RFE42 e UBK12 que apresentaram efeito
negativo em FE. dunnii, para E. grandis estes mesmo isolados apresentaram efeito
positivo juntamente com o isolado RFE32, sendo estatisticamente superior quando
comparados com o isolado RFEO5. Em relagdo a E. viminalis ndo foi constatada
diferencas significativas para o enraizamento utilizando os isolados bacterianos e a
testemunha, embora alguns isolados tenham apresentado médias visualmente mais
baixas para o enraizamento quando comparados entre si, como o caso do isolado
UBK12 em que nenhuma das miniestacas aplicadas com este isolado enraizou, contudo,
devido o baixo percentual de enraizamento das miniestacas ndo foi possivel constatar

significativamente estas diferengas (Tabela 35).
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De maneira simplificada, nota-se que o isolado RFE32 apresentou efeito superior
para as espécies de E. grandis, seguido de E. dunnii, contudo, alguns isolados
demonstraram especificidade quando aplicados nas diferentes espécies, caso este do
isolado RFE42 e UBKI2 que se sobressairam estatisticamente em relagdo ao
enraizamento para E. grandis, mas quando aplicados em E. dunnii estes demonstraram
efeito contrario, sendo estatisticamente inferior para a espécie (Tabela 35).

Estes resultados sustentam como ja relatados neste trabalho, que existem variagdes
do efeito dos isolados promotores de crescimento em relagdo uma espécie de planta e
outra, havendo em alguns casos especificidade entre isolado e espécie aplicada
(CHANWAY E HOLL, 1993).

Brunetta (2006) conclui que dentre nove isolados testados quanto a especificidade
em quatro espécies de Pinus, apenas um isolado ndo se mostrou especifico para as
variaveis biomassas da parte aérea e sistema radicular, para duas das quatro espécies de
Pinus estudada.

A sobrevivéncia na saida da area de rustificacdo aos 90 dias de idade, a espécie
que apresentou maior sobrevivéncia foi E. grandis com 65,4%, a qual diferiu
estatisticamente de E. viminalis ¢ E. dunnii com 40,4% e 24,5% , respectivamente de
miniestacas vivas, havendo diferencas significativas observadas em relagdo a

sobrevivéncia entre E. viminalis e E. dunnii (Tabela 36).

Tabela 36. Percentual de miniestacas vivas de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis na

sobrevivéncia na saida da aérea de pleno sol (SOBSPS90), 90 dias apds o

estaqueamento.
SOBSPS90 (%)
E. dunnii 245 ¢
E. grandis 65,4 a
E. viminalis 404 b

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para a sobrevivéncia na saida da area de pleno sol, os métodos utilizados para a
aplicagdo dos isolados e a testemunha (4dgua) apresentaram diferencas significativas
(p>0,05). A aplicagdo dos isolados utilizando o método de pulverizacdo foi
estatisticamente superior a utilizacdo dos dois métodos em conjunto (imersdo e

pulverizagao), e ndo apresentou diferencas significativas quando comparado ao método
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apenas de imersao das miniestacas (Tabela 37), ratificando os resultados observados nas
avaliacOes na saida da casa de vegetacdo e saida da casa de sombra.

O maior efeito da pulverizacdo em relagdo ao uso das duas técnicas combinadas,
pode ser atribuido a uma populacdo microbiana excessivamente grande, que levou ao
exaurimento dos metabolitos do hospedeiro deixando assim os dois nichos inaptos a
colonizagdo das bactérias. Beattie e Lindow (1999) postulam que, naturalmente, ao
chegar no filoplano uma populacao bacteriana sofre uma redugdo inicial e somente apds
o seu estabelecimento volta a desenvolver-se. E hd de se levar consideragdo que nas
condi¢cdes realizadas no estudo, a populagdo bacteriana aplicada no filoplano e
endofiticamente pela imersao eram concentragdes extremamente elevadas o que pode
ter acarretado um comportamento diferente destas populagdes levando ao colapso do

nicho ecologico e ao resultado observado.

Tabela 37. Percentual de sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E.
viminalis na saida da area de pleno sol aos 90 dias apos o estaquamento
(SOBSPS90) em relacdo aos métodos de aplicagdo dos isolados e o

tratamento controle.

Métodos de Aplicagao dos isolados — SOBSPS90 (%)

| 40 ab
P 51a
1P 39b

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para as varidveis mensurdveis observou-se que ocorreram diferengas estatisticas
entre as espécies testadas em relacdo as varidveis: altura, comprimento de raiz e
biomassa fresca de raiz das miniestacas. Para as varidveis: peso fresco e seco de parte
aérea e peso seco de raiz, houve diferengas estatisticas entre as espécies de eucaliptos

avaliados e a utiliza¢ao dos isolados bacterianos ¢ a testemunha (Tabela 38).
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Tabela 38. Andlise de variancia para as variaveis mensuraveis: altura, comprimento de
raiz, peso fresco e seco de parte aérea e raiz de miniestacas de E. dunni, E.

grandis e E. viminalis, 90 dias ap6s o estaqueamento.

Quadrados médios
FV Alt C raiz PA fresca R fresca  PA seco R seco
Espécie 50,05* 2210,3* 7,164%* 10,055* 0,926* 0,167*
Isolado 2,354™ 37,32™ 0,144* 0,142™ 0,030%* 0,003*
Aplicagio 2,264 ™ 57,99" 0,141™ 0,266 0,018™ 0,027ns
Esp * Iso 1,843™ 84,59™ 0,121™ 0,153™ 0,019™ 0,003™
Aplic * Iso  1,475™ 20,59" 0,091™ 0,132"™ 0,010™ 0,015ns
Esp * Apli ~ 1,064™ 57,99™ 0,223™ 0,360™  0,032™ 0,005™
Es*Iso*Apl  1,299™ 25,46™ 0,062™ 0,132™ 0,009™ 0,019ns
* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagdo

Para as varidveis: altura, comprimento de raiz e peso fresco e seco de parte aérea
e raiz a espécie de E. grandis apresentou resultados estatisticamente superiores quando
comparados a E. dunnii e E. viminalis. A espécie de E. dunnii diferiu significativamente
em relacdo a E. viminalis, apresentando o segundo melhor resultado em relagdo ao
comprimento de raiz, contudo, para as variaveis altura e peso fresco e seco de raiz as

duas espécies nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 39).

Tabela 39. Altura, comprimento de raiz e peso fresco e seco de parte aérea e raiz de
miniestacas de E. dunmnii, E. grandis e E. viminalis, 90 dias ap6s o

estaqueamento.

Variaveis

Espécie Alt(cm) Craiz(cm) Pfresca(g)  Rfresca(g) Pseca(g) Rseca(g)

E. dunnii 3,14b 3,36 b 0,1777 b 0,0646b 0,0617b 0,0139b
E. grandis 9,80 a 12,5a 0,7156 a 0,7481a 0,2554a 0,0998 a
E. viminalis 3,14 0,90 ¢ 0,0708 ¢ 0,0159b  0,0238c¢c  0,0034 b

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

A espécie de E. grandis expressou os melhores resultados em relagdo ao
desenvolvimento das miniestacas, sendo superior que as miniestacas das outras duas
espécies em todos os parametros avaliados (Tabela 39). Em relagdo a E. dunnii
apresentou maiores indices em relacdo a E. viminalis nos parametros comprimento de

raiz, peso de matéria fresca e seca de parte aérea, nao diferindo nas demais.
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Os resultados para a variavel de peso seco de raiz mostram um bom
desenvolvimento do sistema radicular de E. grandis o qual diferiu estatisticamente
quando comparado com as espécies de E. dunnii e E. viminalis para a variadvel peso seco
de raiz, o que pode ter contribuido para o melhor desenvolvimento da parte aérea destas

mudas (Tabela 39).

Tabela 40. Peso fresco e seco da parte aérea e peso seco de raiz, em funcao dos isolados

utilizados, 90 dias apos o estaqueamento.

Variaveis
Isolado P fresca(g) P seca(g) R seca(g)
RFEO05 0,241 b 0,084 b 0,026 b
RFE32 0,418 a 0,162 a 0,053 a
RFE42 0,308 ab 0,106 b 0,038 ab
UBKI12 0,319 ab 0,113 ab 0,041 ab
Testemunha 0,3194 ab 0,101 b 0,034 ab

Meédias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. P = parte aérea; R = raiz.

Em relagdo ao peso de raiz nenhum isolado foi capaz de melhorar o
desenvolvimento deste 6rgao. Todavia para em relagdo ao peso de parte aérea, observa-
se que ao avaliar o peso seco de parte aérea, ou seja, descontando-se a agua, observa-se
que o isolado RFE32 promoveu um incremento do mesmo em relagdo a testemunha
(Tabela 40).

Possivelmente, este fato deve-se a maior aptidao deste isolado em colonizar o
filoplano. Garcia (2008), ao avaliar o efeito de uma rizobactéria, estirpe de Bacillus
cereus no controle da ferrugem do feijoeiro e producdo de grdos, observou que ao
aplicar a rizobactéria por meio de microbiolizacdo de sementes obtinha melhores
resultados tanto para o biocontrole, como para a produgdo de grdos, em relacdo a
quando aplicava-se esta mesma estirpe de bactéria no filoplano de plantas de feijao.
Diferentemente, Carrer Filho et al. (2008), ndo observaram efeito significativo ao
dispensarem no filoplano ou no rizoplano uma estirpe de Noccardioides
thermolinacnus. De modo que € possivel que a maior aptidao em colonizar um ou outro

habitat ou os dois, dependa da espécie microbiana estudada.
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4.7 - Sétimo experimento

Os resultados obtidos durante o periodo de desenvolvimento do experimento
demonstraram que em todas as etapas de sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas,
ao menos uma fonte de variag¢ao diferiu significativamente entre si, ocorrendo interacao
entre alguns fatores durante as etapas de formacao das mudas (Tabela 41).

Os resultados da avaliacdo de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de
vegetacdo aos 30 dias de idade demonstram que ocorreram diferencas significativas
entre as trés espécies de Eucalyptus sp. utilizadas, entre os quatro isolados bacterianos
testados e o tratamento controle, e a forma como os mesmos foram aplicados. Além
disso, observou-se interagdao significativa pelo teste F (p<0,05) entre “espécie X
aplicacdo”, “espécie x isolado” e “aplica¢do x isolado”.

A sobrevivéncia na saida da casa de sombra aos 50 dias de idade apresentou
diferencas significativas (p>0,05) para as varidveis espécie e isolado, nesta fase,
observou-se também interagdo significativa entre “aplicacdo x isolado”, “espécie x
1solado” e “aplicagdo x espécie” (Tabela 41).

Aos 90 dias de idade ocorreram diferencas estatisticas na avaliacao de sobrevivéncia
na saida da area de pleno sol para as variaveis: espécie, isolado e método de aplicagao,
sendo, nesta etapa, observada também interagdo significativa entre “espécie x isolado” e
“aplicagdo x isolado”.

Na saida da area de rustificacao além da sobrevivéncia foram avaliadas o numero de
miniestacas enraizadas de E. grandis, E. dunnii ¢ E. viminalis. Para a varidvel
enraizamento observou-se diferengas significativas (p>0,05) em relacdo as espécies de
eucaliptos testadas e os isolados bacterianos utilizados em relacdo ao tratamento

controle (Tabela 41).
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Tabela 41. Analise de variancia para a sobrevivéncia das miniestacas de E. dunnii E.
grandis e E. viminalis durante a saida da casa de vegetagao (SOBSCV30)
aos 30 dias de idade, sobrevivéncia na saida da casa de sombra
(SOBSCS50) aos 50 dias de idade, sobrevivéncia (SOBSPS90) e
enraizamento (ENRPS90) na saida da area de pleno sol aos 90 dias de

idade apos o estaqueamento.

Quadrados médios

FV SOBSCV30 SOBSCS50 SOBSPS90 ENRSPS90
Espécie 1,121%* 3,163* 2,857* 3,179*
Aplicacao 0,572* 0,010™ 0,188%* 0,048™
Esp*Aplic 0,136* 0,116* 0,089™ 0,007™
Isolado 0,085* 0,210* 0,217* 0,061*
Esp*Isolado 0,090* 0,160* 0,144* 0,028™
Aplic*Isolado 0,063* 0,199* 0,136%* 0,034™
Esp*Aplic*Isso 0,045" 0,107™ 0,100 0,029™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacio

O desmembramento da interacdo modo de aplicacdo e espécie de Eucalyptus na
avaliagdo da sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao (SOBSCV30),
permite inferir que: para E. dunnii a aplicagdo por pulverizagdo dos isolados bacterianos
configurou-se no melhor método. Para E. grandis e E. viminalis o método de aplicacio
do isolado ndo influenciou na sobrevivéncia das miniestacas (Tabela 42).

Em relagdo ao modo de aplicagdo e as variagdes interespecificas, o método de
imersdo foi melhor para E. grandis, que apresentou as maiores taxas de sobrevivéncia,
seguido por E. viminalis na avaliacdo realizada na saida da casa de vegeta¢do. Para
pulverizacdo as espécies testadas ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 42).
Quando aplicou-se os micro-organismos pela combinacao dos dois métodos, as mudas

de E. grandis tiveram maior percentual de sobrevivéncia que as demais (Tabela 42).
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Tabela 42. Interacdo entre os métodos de aplicacdo dos isolados com as espécies de E.

dunnii, E. grandis e E. viminalis, na sobrevivéncia na saida da casa de

vegetacdo aos 30 dias de idade (SOBSCV30).

Métodos de aplicacio (%)

Espécie (%) Imersao Pulverizagao Ambos os Métodos
E. dunnii 55bC 88aA 62bB
E. grandis 94 a A 98 a A 89aA

E. viminalis 73aB 8laA 60aB

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Houve interagdo significativa entre Eucalyptus spp. € os isolados microbianos.
Embora nenhum destes isolados tenha promovido o aumento da sobrevivéncia das
mudas em casa de vegetagdo em relacdo ao tratamento controle quando comparado sua
relacdo intraespecifica (Tabela 43). Todavia quando comparou-se o efeito dos isolados
sobra a sobrevivéncia, de uma espécie com a outra, observa-se que para os isolados
bacterianos RFEO05, RFE32 ¢ UBKI12 a maior sobrevivéncia foi das mudas de E.
grandis. Para o isolado RFE42, E. dunnii apresentou menor percentual de sobrevivéncia
em relagdo as outras espécies (Tabela 43). Como ndo houve diferenga no percentual de
sobrevivéncia intraespecifica no tratamento controle, credita-se este efeito aos

procariotas aplicados (Tabela 43).

Tabela 43. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (4gua) com as espécies
de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, na sobrevivéncia na saida da casa de

vegetacdo aos 30 dias de idade (SOBSCV30).

Espécies (%)
Isolado E. dunnii E. grandis E. viminalis
RFEO05 77b A 100a A 79b A
RFE32 75b A 9% aA 67b A
RFE42 50bA 92aA 77a A
UBK12 73b A 98aA 60b A
Testemunha 67aA 83aA 73 a A

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na saida da casa de vegetacdo ainda foi possivel observar interagdo significativa

entre a forma de aplicacdo e o isolado utilizado. A aplicagdo de todos os métodos

64



mostrou-se igual em relacdo aos isolados bacterianos e o tratamento controle (Tabela
44).

Nota-se ainda que a forma como os isolados RFE(Q5, RFE32, RFE42 ¢ UBKI2
foram aplicados nas miniestacas ndo diferiu significativamente entre si, contudo, a
aplicagdo do tratamento controle por ambos os métodos foi estatisticamente inferior

quando comparados a aplicagdo da dgua pelo método de imersdo e pulverizagdo (Tabela

44).

Tabela 44. Interacdo entre os métodos de aplicagdo com os isolados bacterianos e a

testemunha (agua), para a sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo aos

30 dias de idade (SOBSCV30).

Métodos de Isolado
aplicacao RFEO05 RFE32 RFE42 UBK12 Test.
Imersao 73aA 77aA 65aA 73aA 8laA
Pulverizagao 98a A 94 a A 85aA 85aA 8laA
Ambos os métodos 85aA 65aA 69aA 73aA 60aB

Letras minusculas na linha e maitusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Os resultados da interagdo “espécie x aplicagdo” na SOBSCS50 apresentados na
Tabela 45 indicam que ndo houve diferencgas significativas para as espécies de F.
dunnii, E. grandis ¢ E. viminalis em relacdo a forma como os isolados foram aplicados
nestas espécies. Contudo, ocorreram diferencas significativas dentro de cada método de
aplicacdo, sendo observado que para os métodos de Imersao e a aplicagao de ambos os
métodos, os melhores resultados foram observados para E. grandis, seguido de F.
viminalis e por ultimo e com resultados inferiores, E. dunnii. Observou-se ainda, que a
aplicacdo pelo método de pulverizagdo foi estatisticamente superior para E. grandis, o

qual diferiu significativamente de E. viminalis e E. dunnii (Tabela 45).

65



Tabela 45. Interacdo entre os métodos de aplicacdo dos isolados com as espécies de E.
dunnii, E. grandis e E. viminalis, para sobrevivéncia na saida da casa

sombra aos 50 dias de idade (SOBSCS50).

Métodos de aplicacio (%)

Espécie (%) Imersdo Pulverizagao Ambos os Métodos
E. dunnii 14aC 31aB 19aC
E. grandis 70a A 6laA 70a A

E. viminalis 45a B 39aB 41 aB

Letras mintsculas na linha e maiusculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados de interacdo “espécie x isolado” na saida da casa de sombra
(SOBSCS50) demonstram que nao ocorreram diferencas significativas entre os isolados
quando estes foram aplicados nas espécies de E. dunnii e E. viminalis. Para E. grandis,
os isolados RFEO5, RFE32 e UBKI12 foram estatisticamente superiores que o
tratamento controle.

Analisando a aplicacdo de cada isolado para cada uma das espécies observa-se
que para os isolados RFE32 e UBK12 os melhores resultados foram obtidos quando
estes isolados foram aplicados em E. grandis, diferindo significativamente das espécies
de E. dunnii e E. viminalis. O isolado RFEOS5 apresentou diferengas significativas
quando aplicado nas trés espécies de eucaliptos, os resultados mais satisfatérios foram
observados em E. grandis, o qual diferiu de E. viminalis sendo a segunda espécie que
melhor se desenvolveu quando aplicado o isolado RFEO5. E. dunnii contudo,
apresentou os piores resultados quando submetido a aplicacdo deste isolado, sendo
estatisticamente inferior as espécies de E. grandis e E. viminalis. A aplicagdo do
isolado RFE42 e do tratamento controle ndo diferiu significativamente entre as espécies
de E. grandis e E. viminalis, no entanto, a aplicagdo dos mesmos foi significativamente
inferior quando aplicados na espécie de E. dunnii (Tabela 46).

Esta variagdo, segundo Misaghi (1990) pode estar relacionada a diversos fatores,
estando possivelmente associada a alteragdes do ambiente. Garcia (2008) através de um
estudo de dindmica populacional de isolados residentes de filoplano constatou que
houve crescimento e multiplicagdo inicial dos isolados, contudo apods o periodo de 12
horas de dispensa dos isolados bacterianos nao foi possivel observar a formacao de
nenhuma colonia na superficie no meio semi-seletivo, isto segundo o autor,

possivelmente ocorreu porque as bactérias ou ndo estavam mais presentes no filoplano
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ou ndo se multiplicaram mais no meio, ocasionado provavelmente pelas mudancas de

temperatura e umidade do ambiente a qual estava expostos.

Tabela 46. Interacao entre isolados bacterianos e a testemunha (dgua) com as espécies
de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, na saida da casa de sombra aos 50

dias de idade (SOBSCS50).

Espécie (%)
Isolado E. dunnii E. grandis E. viminalis
RFEO05 29cA 75aA 54b A
RFE32 12b A 67aA 3IbA
RFE42 10b A 58 aAB 40a A
UBK12 3IbA 88aA 3IbA
Testemunha 23b A 48 a B 52aA

Letras mintsculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na SOBSCS50 observou-se ainda interagdo significativa entre ‘“‘aplicagdo x
isolado”. De acordo com os resultados, nota-se que os métodos de imersao e a utilizagao
de ambos os métodos ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos
isolados utilizados, contudo, embora ndo significativo a aplicagdo da testemunha
apresentou as menores médias quando comparado com os isolados bacterianos
utilizando esses dois métodos. Para o método de pulverizacdo observou que ocorreram
diferengas significativas entre os isolados, sendo os isolados RFE(05, UBKI12 ¢ a
testemunha estatisticamente superior quando pulverizados na miniestacas de Eucalyptus
sp. do que os isolados RFE32 ¢ RFE42.

Avaliando cada isolado separadamente, nota-se que para os isolados RFEOQS5,
RFE32, UBKI12 ¢ a testemunha ndao houve diferengas estatisticas como os mesmos
foram aplicados, sendo todos os métodos significativamente iguais para estes isolados e
o tratamento controle, contudo, para o isolado RFE42 os melhores efeitos foram
observados quando este foi aplicado utilizando o método de imersdo e ambos os
métodos, diferindo desta forma, significativamente do método de pulverizagdo, o qual
resultou no pior método de dispensa deste isolado na saida da casa de sombra aos 60

dias de idade (Tabela 47).
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Tabela 47. Interacdo entre os métodos de aplicacdo com os isolados bacterianos e a

testemunha (4gua), na saida da casa de sombra aos 50 dias de idade

(SOBSCS50).
Métodos de Isolado
aplicacao RFEO5 RFE32 RFE42 UBK12 Test.
Imersao 48 a A 44 a A 46a A 40a A 38aA
Pulverizacao 65aA 29b A 17bB 54aA 54aA
Ambos os métodos 46a A 38a A 46a A 65aA 31aA

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Os resultados da interagao entre “espécie x isolado” para sobrevivéncia na saida
da area de pleno sol (SOBSPS90) indicam que para as espécies de E. dunnii e E.
viminalis todos os isolados bacterianos e o tratamento controle apresentaram o mesmo
efeito, ndo diferindo estatisticamente entre si. Para a espécie de E. grandis, nota-se que
os isolados RFEO05, RFE32 e UBKI2 foram estatisticamente superiores quando
comparado com a dagua, contudo, o isolado RFE42 ndo apresentou diferencas
significativas. Os isolados RFEO5, RFE32 e UBK 12 apresentaram efeito positivo para o
desenvolvimento e sobrevivéncia das miniestacas de E. grandis (Tabela 48).

Os dados da tabela 48 ainda demonstram a influéncia de cada isolado sobre as
espécies de eucaliptos testadas. Os isolados RFE0S5, RFE32 e UBK12 apresentaram os
melhores resultados quando aplicados em E. grandis, diferindo significativamente
quando aplicados nas espécies de E. dunnii e E. viminalis. O isolado RFE42 apresentou
diferencas estatisticas entre as trés espécies avaliadas, sendo melhor quando aplicado
em E. grandis, seguido com o segundo melhor resultado quando aplicado em F.
viminalis e por fim, apresentando os resultados mais baixos quando aplicado em E.
dunnii. Para o tratamento controle, as espécies de E. grandis e E. vininalis nao diferiram
estatisticamente entre si, apresentando o mesmo comportamento quando submetidos a
aplicacdo da agua, contudo, a espécie de E. dunnii apresentou resultados mais baixos
diferindo significativamente das outras espécies avaliadas (Tabela 48).

Assim como neste trabalho, diversos outros autores relatam a inconstancia nos
resultados pelo uso de micro-organismos, em que um isolado ora ¢ benéfico, ora nao
apresenta a¢do sobre o crescimento vegetal, e em alguns casos torna-se até deletério a

planta (FREITAS et al., 2003; SANTOS et al., 2005).
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Tabela 48. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (dgua) com as espécies
de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, para sobrevivéncia (SOBSPS90) na

saida da area de pleno sol, 90 dias ap6s o estaqueamento.

Espécies (%)

Isolado E. dunnii E. grandis E. viminalis
RFEO0S5 23bA 65aA 40b A
RFE32 8bA 54aA 23b A
RFE42 4cA 46 a AB 23b A
UBK12 25b A 75aA I5b A
Testemunha 4b A 40aB 38a A

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Os resultados da sobrevivéncia na saida da area de pleno sol (SOBSPS90) ainda
demonstram interacao significativa entre “aplicacao x isolado”. De acordo com a tabela
49, observa-se que a utilizagdo dos métodos de imersdo e ambos os métodos nao
apresentaram diferencgas estatisticas na aplicag@o dos isolados bacterianos e na aplicacdo
do tratamento controle, apresentando resultados iguais quando dispensados por estes
métodos. O uso da pulverizagdo como método de aplica¢ao dos isolados e do tratamento
controle, apresentou diferengas significativas entre os tratamentos avaliados, sendo a
aplicagdo do isolado RFEOQ5 pela pulverizacdo estatisticamente superior quando
comparado com a utilizagdo dos isolados RFE32 ¢ RFE42 utilizando o mesmo método.
Os isolados UBK12 e a testemunha nao direriram do isolado RFEO5 e do isolado
RFE32, contudo, foram estatisticamente superiores ao isolado RFE42.

Avaliando cada isolado separadamente com cada método de aplicacdo, tem-se
que para os isolados RFEO5, RFE32, UBKI12 e a testemunha ndo a diferengas
estatisticas na forma como os mesmo sao aplicados, podendo ser utilizado um dos trés
métodos sem obter efeitos distintos, contudo, para o isolado RFE42, o método de
imersdo foi significativamente melhor quando comparado com os métodos de
pulverizagdo e a utilizagdo de ambos os métodos (Tabela 49), sendo o mais
recomendado para este isolado a dispensa pelo método de imersdo, a fim de se obter

melhores resultados.
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Tabela 49. Interacdo entre os métodos de aplicacdo com os isolados bacterianos e a
testemunha (dgua), para a sobrevivéncia (SOBSPS90) na saida da area de

pleno sol, 90 dias apds o estaqueamento.

Métodos de Isolado
aplicacao RFEO05 RFE32 RFE42 UBK12 Test.
Imersao 42a A 40a A 44a A 38a A 29a A
Pulverizacao 52a A 17bc A 10c B 38ab A 35ab A
Ambos os métodos 33a A 29a A 19a B 40a A 17a A

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na avaliagdo de ENRSPS90 os resultados demonstraram a dificuldade de
enraizamento das espécies de E. dunnii ¢ E. viminalis o qual apresentaram um
percentual de 3,3% e 0,4% de miniestacas enraizadas, ndo diferindo estatisticamente
entre si, confirmando assim a recalcitrAncia das espécies, principalmente de F.
viminialis. A espécie de E. grandis apresentou resultados satisfatorios em relagdo a esta
variavel, sendo estatisticamente superior a E. dunnii e E. viminalis, com 42% de mudas

com raizes formadas (Tabela 50).

Tabela 50. Percentual de enraizamento das miniestacas de E. dunnii, E. grandis e E.

viminalis, na saida da area de pleno sol aos 90 dias apds o estaqueamento

(ENRSPS90).
Espécie Enraizamento (%)
E. dunnii 33b
E. grandis 42 a
E. viminalis 0,4b

Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

A aplicagdo dos isolados bacterianos e do tratamento controle sobre as
miniestacas de Eucalyptus sp. apresentaram influéncia significativa aos 90 dias de
idade em relagdo ao enraizamento das espécies. De acordo com os dados da tabela 51, a
utilizag¢do do isolado UBK 12 gerou efeitos positivos em até 93,2% para o enraizamento
sendo este estatisticamente superior quando comparado a aplicacdo do tratamento
controle, contudo, este isolado nao apresentou diferencas significativas quando

comparado a utiliza¢ao dos isolados RFE05, RFE32 e RFE42.

70



Tabela 51. Enraizamento das miniestacas de Eucalyptus sp. em relacdo aos isolados
bacterianos e a testemunha, na saida da area de pleno sol (ENRSPS90), 90

dias apds o estaqueamento.

Enraizamento
Isolado
RFEO05 19 ab
RFE32 13 ab
RFE42 13 ab
UBK12 20 a
Testemunha 10b

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Em relacdo as varidveis mensuraveis obtidas apds a formacao das miniestacas aos
90 dias, observou-se que ocorreram diferengas estatisticas entre as espécies de
Eucalyptus testadas para as variaveis: comprimento de raiz, biomassa seca e fresca de
parte aérea e raiz das miniestacas. Para a variavel altura ocorreram diferencas
significativas entre espécies e aplicacdo, sendo observada interagcdo significativa entre

“espécie x isolado” e “aplicagdo x isolado” (Tabela 52).

Tabela 52. Andlise de variancia para as variaveis mensuraveis: altura, comprimento de
raiz, massa seca ¢ fresca de parte aérea e raiz de miniestacas de E. dunni, E.

grandis e E. viminalis, 90 dias apds o estaqueamento.

Variaveis
FV Alt C raiz PA fresca R fresca PA seco R seco
Espécie 599.,6* 1239,8* 4,414%* 4,669%* 0,5758* 0,069*

Isolado 28,44* 15,48™ 0,079™ 0,080™ 0,009™ 0,001™
Aplicacio 30,68 3,62™ 0,136™ 0,109™ 0,012™ 0,019™
Esp * Isso 14,59* 5,73"™ 0,041™ 0,052™ 0,004™ 0,001™
Aplic*Isso 16,30™ 15,34™ 0,058™ 0,047™ 0,006™ 0,0007™
Esp*Aplic 9,00™ 3,61™ 0,064™ 0,071™ 0,004™ 0,0012™
Es*Iso*Ap  141,6™ 15,36™ 0,051™ 0,043™ 0,005™ 0,0007™

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor ndo
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacao

Os resultados da interacdo ocorrida entre “espécie x isolado” em relacao a
variavel altura podem ser observados na tabela 54. De acordo com os dados, nota-se que
para as espécies de E. dunnii e E. viminalis nao houve diferenga significativa entre os

isolados bacterianos e o tratamento controle aplicados nestas espécies, sendo todos
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estatisticamente iguais. Para E. grandis, observa-se que os isolados RFE0S5, RFE32 e
UBKI12 foram estatisticamente superiores quando comparados com a testemunha,
apresentando ganhos de até 87,9% quando aplicado o isolado UBK12 em contrapartida
a aplicagdo do tratamento controle. O isolado RFE42 ndo diferiu significativamente dos
demais isolados bacterianos e da aplicagdo da testemunha (Tabela 53).

A partir dos dados da interagdo ainda ¢ possivel avaliar o uso de cada isolado
sobre as trés espécies de eucaliptos testadas. Observa-se que todos os isolados
bacterianos utilizados foram estatisticamente superiores quando aplicados em E.
grandis, do que quando aplicados em E. dunnii e E. viminalis (Tabela 53).

Embora aparentemente ainda nao haja um consenso na literatura sobre a
existéncia de especificidade de alguns isolados bacterianos, alguns pesquisadores
(ENEBAK, 2005; BRUNETTA et al., 2007) acreditam que elas existem e apontam esta
especificidade entre bactéria-hospedeiro como sendo um fator indesejavel, visto que
isolados bacterianos especificos inviabilizariam a produgdo e utilizagdo dos mesmos a
nivel comercial.

Na literatura, contudo, existem muitos exemplos demonstrando a possibilidade
de uso de rizobactérias e residentes do filoplano em diferentes espécies de plantas, tipos
de solo e regides (ANTOUN & PREVOST, 2005) ndo sendo portanto, esse fator o
limitante para o uso de isolados bacterianos em diferentes espécies.

Em relacao a aplicag¢ao do tratamento controle, as miniestacas das espécies de E.
grandis e E. viminalis ndo diferiram significativamente entre si, contudo, diferiram
estatisticamente de E. dunnii, o qual apresentou resultados inferiores até mesmo quando

aplicada a testemunha (Tabela 53).

Tabela 53. Interacdo entre isolados bacterianos e a testemunha (agua) com as espécies

de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, para a variavel altura, 90 dias apods o

estaqueamento.
Espécies - Altura (cm)

Isolado E. dunnii E. grandis E. viminalis

RFEO5 2,48b A 826a A 321bA

RFE32 0,61b A 6,91 a A 191b A

RFE42 0,36 b A 6,35a AB 1,79b A

UBK12 2,51b A 9,34a A 1,28 b A
Testemunha 0,40b A 497aB 298aA

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Foi observado também interacdo significativa entre método de aplicagdo e
isolado utilizado. Os isolados RFE05, UBKI2 e a testemunha, ndo apresentaram
diferengas significativas em relagdo a forma como estes foram aplicados. Para o isolado
RFE32, os métodos de imersdao e a utilizagdo de ambos os métodos (IP) foi
estatisticamente a aplicagdi através da pulverizagdo. Para o isolado RFE42 o melhor
método de aplicagdao foi a imersdo, a qual diferiu estatisticamente da aplicagdo pelo
método de pulverizacao (P) e da utilizagao de ambos os métodos (IP) (Tabela 54).

Avaliando cada método separado, observa-se que para o método de imersao, os
isolados e o tratamento controle ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o método
de pulverizacdo os melhores resutlados foram obtidos quando aplicados os isolados
RFEO5, UBKI2 e a testemunha, o qual diferiram significativamente dos isolados
RFE32 e RFE42 quando aplicados por este método (P). A aplicacdo de ambos os
métodos (IP) mostrou os melhores resultados para os isolados RFE0S5, RFE32 e

UBK12, diferindo portanto do isolado RFE42 e da testemunha (Tabela 54).

Tabela 54. Interacdo entre os métodos de aplicagdo com os isolados bacterianos e a

testemunha (4gua), para a variavel altura, 90 dias ap0os o estaqueamento.

Espécies - Altura (cm)

Isolado I P 1P
RFEO05 4,67aA 548aA 38laA
RFE32 4,40a A 1,97b B 3,07aA
RFE42 5,18a A 1,12bB 2,21bB
UBK12 456aA 422aA 435aA
Testemunha 3,00a A 383aA 1,51aB

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

De acordo com os resultados da Tabela 55, observa-se que as miniestacas de E.
grandis foram a que expressaram os melhores dados de desenvolvimento em
comprimento de raiz, biomassa fresca e seca de parte aérea e raiz quando comparadas
com as miniestacas de E. dunnii e E. viminalis. Para estas varidveis, E. grandis
demonstrou-se estatisticamente superior quando comparada a E. dunnii e E. viminalis,

diferindo significativamente de ambas as espécies.
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Tabela 55. Comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte aérea raiz de miniestacas

de E. dunnii, E. grandis e E. viminalis, 90 dias ap6s o estaqueamento.

Variaveis
Espécie Craiz(cm) PA fresca(g) R fresca(g) PA seco(g) R seco(g)
E. dunnii 0,56 b 0,0496 b 0,0172 b 0,0164 b 0,0029 b
E. grandis 8,15a 0,5177 a 0,4919 a 0,1854 a 0,0602 a
E. viminalis 0,012 b 0,0462 b 0,0007 b 0,0150 b 0,0000 b

Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.8 - Area abaixo da curva do progresso da sobrevivéncia e enraizamento

Os resultados da analise de variancia demostraram diferenca significativa quanto
a area abaixo da curva de progresso de sobrevivéncia (AACPS) e de enraizamento
(AACPE) de miniestacas (p>0,05) de Eucalyptus spp. durante os meses de marco de
2013 a janeiro de 2014 (Tabela 56).

Para a sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo ocorreram diferencas
significativas em relacdo aos isolados testados e a forma como os mesmos foram
aplicados nas miniestacas.

Considerando a sobrevivéncia na saida da casa de sombra observou-se diferencga
significativa entre as espécies de Eucalyptus spp. utilizadas e os métodos pelos quais os
isolados bacterianos e testemunha foram aplicados.

Em relacdo a sobrevivéncia e enraizamento na saida da area de pleno sol, foram
observadas diferengas significativas entre as espécies de Eucalyptus spp. utilizadas para
a variavel sobrevivéncia, e para o enraizamento observou-se diferenca significativa
entre os isolados utilizados, sendo observada interagdo significativa entre “espécie x

1solado” na fase final de formacao da muda.
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Tabela 56. Andlise de varidncia sobre a area abaixo da curva de progresso da
sobrevivéncia e enraizamento de miniestacas, em fun¢do dos diferentes
isolados testados, da forma como os mesmo foram aplicados e das

diferentes espécies de Eucalyptus spp. utilizadas.

Quadrados Médios

FV SOBSCV SOBSCS SOBSPL ENRSPL

Espécie 0,921™ 19,14* 78,98* 121,87™
Aplicagéo 4,442% 5,745% 1,819™ 0,865™
Isolado 2,893* 1,641" 4,154™ 1,502%*
Esp*Aplic 1,168™ 0,787™ 1,510™ 0,779™
Esp*Isolado 0,647" 0,544"™ 1,292 1,709*
Aplic*Isolado 0,571™ 1,441™ 0,860™ 0,738™
Esp*Aplic*Iso 0,706" 0,971™ 1,312" 0,769"

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variacéo.

Para a avaliacdo da sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo, observou-se
que os isolados bacterianos testados ndo foram capazes de promover o crescimento e
enraizamento das miniestacas durante os meses de avaliacdo, sendo ainda observado
que o isolado RFEOQS5 apresentou resultado estatisticamente inferior quando comparado
com a testemunha, indicando um possivel efeito deletério na planta (Tabela 57).

Segundo Soterro et al., (2006) a associacdo dos micro-organismos com a
rizosfera das plantas ¢ essencial para que aja interagdo benéfica entre a planta alvo, no
entanto, nem sempre ¢ possivel observar efeito promotor dos isolados utilizados.
Suslow e Schroth (1982) apontam as condi¢cdes ambientais como um dos principais
fatores que interferem no estabelecimento dos micro-organismos incorporados na
planta. Sendo relatado que os intemperis ambietais podem afetar negativamente na
capacidade da bactéria de se mover do local de inoculacao até o ponto necessario para
que aja o estabelecimento das mesmas no vegetal, impedindo desta forma que estas se
associem e causem efeito promotor.

Independete do isolado utilizado os resultados indicaram que a utilizagdo do
método de pulverizagdo foi estatisticamente superior a aplicagdo dos outros métodos
dentro da casa de vegetacdo, demonstrando que embora os isolados ndo tenham efeito
pronunciado, um possivel agente promotor poderia colonizar e se estabelecer na planta
quando aplicado por este método (Tabela 57).

De acordo com Schroth e Becker (1990) citado por Peixoto (1997), a

metodologia de aplicagdo de rizobactérias e bactérias residentes do filoplano, ou seja
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inoculagdo no sistema radicular e na parte aérea, pode afetar significativamente a
distribuigdo e a populagdo destes micro-organismos na planta, sendo considerados como
os meios de aplicacdo mais eficientes os métodos de irrigacdo, como foi observado no
presente trabalho, ¢ o método de incorporagdo do indéculo ao solo ou substrato do
vegetal.

Na saida da casa de vegetacdo ndo houve diferenca significativa entre a
sobrevivéncia das trés espécies de Fucalyptus spp. testadas. Isto possivelmente esta
relacionado ao adequado controle e manejo encontrados no interior da casa de
vegetacdo, a qual permitiu que todas as plantas recebessem as mesmas condi¢gdes de
temperatura ¢ umidade. De modo similar Borges (2011), observou ao final de 30 dias
em casa de vegetacdo que, as miniestacas de todos os clones avaliados apresentaram
alto percentual de sobrevivéncia, ndo diferindo estatisticamente entre si, evidenciando

desta forma um bom controle das condi¢des ambientais dentro da casa de vegetagao.

Tabela 57. Area abaixo da curva de progresso da sobrevivéncia de miniestacas de
Eucalyptus spp. na saida da casa de vegetagdo (AACPSCV), em funcdo

dos isolados utilizados e a forma como os mesmos foram aplicados.

Fatores AACPSCV
I 6,8688 b
Aplicagao P 7,3167 a
1P 6,8250 b
RFEO05 6,6007 b
Isolado RFE32 6,9167 ab
RFE42 6,9479 ab
UBK12 7,2708 a
Testemunha 7,2812 a

Me¢dias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. I= imersao; p = pulverizacao; IP =
imersdo + pulverizagao.

Os resultados encontrados na saida da casa de sombra em &rea coberta com
sombrite a 50% demonstraram que as miniestacas de E. grandis apresentaram maior
sobrevivéncia quando comparado as miniestacas de E. dunnii e E. viminalis durante o
periodo avaliado (Tabela 58).

A diferenga observada para a sobrevivéncia das miniestacas de Eucalyptus spp.
na saida da casa de sombra pode estar relacionado a capacidade de formacdo de raiz

adventicia das espécies avaliadas. Segundo Klerk (2002), existem espécies que
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apresentam recalcitrancia ao enraizamento adventicio, o que pode se tornar um
obstaculo na propagac¢do vegetativa destas espécies.

Neste contexto, a diferenga observada na sobrevivéncia das miniestacas das trés
espécies de Eucalyptus spp. testadas na saida da casa de sombra, possivelmente esta
relacionada a recalcitrancia das espécies de E. dunnii ¢ E. viminalis ao enraizamento. As
miniestacas destas duas espécies provavelmente ndo foram capazes de formar raizes na
saida da casa de vegetagdo ou tiveram o sistema radicular mal formado, devido o
estresse ocorrido no ambiente adverso daquele encontrado dentro da casa de vegetacao
(BRONDANI et al., 2010), ocasioando assim a morte das miniestacas e diferencas
quanto a sobrevivéncia das mesmas quando estas foram transferidas para a casa de
sombra.

Embora nao tenha ocorrido efeito dos isolados, os métodos de aplicagdo
apresentaram diferengas estatisticas quando comparados entre si, sendo observado o
mesmo efeito que na casa de vegetagao onde a utilizacado do método de pulverizacao foi
estatisticamente superior a utilizagdo dos outros dois métodos para as miniestacas
dentro da casa de sombra (Tabela 58).

Diversos fatores podem explicar o fato do método de Kijima e da utilizagao de
ambos os métodos ndo apresentarem igual eficiéncia quando comparado ao método de
pulverizagao.

O método de Kijima foi proposto com objetivo de introduzir bactérias
endofiticas em plantas olericolas através de aberturas naturais do filoplano e ferimentos
nas raizes, com o intuito de que as bactérias tivessem oportunidade de penetrar e
colonizar nos tecidos internos afim de promover beneficios as plantas de tomate. Assim,
para esta finalidade, o método realmente funciona, sendo relatado por Kijima et al.,
(1995) resultados proximos a 100% de enraizamento para plantas de tomate. Contudo,
em estudo realizado por Silva et al. (2003) os autores demonstraram que a PGPR’s ndo
se adequam ao método devido a falta do sistema radicular, ambiente natural a qual estes

1solados sdo encontrados.
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Tabela 58. Area abaixo da curva de progresso da sobrevivéncia de miniestacas na saida
da casa de sombra (AACPSCS), em funcdo das espécies de Eucalyptus spp.

utilizadas e dos métdos utilizados para a aplicagdo dos isolados.

Fatores AACPSCS
E. dunnii 5,3438 b
Espécie E. grandis 6,1417 a
E. viminalis 5,0500 b
I 5,3958 b
Aplicagao P 5,8625 a
1P 52771 b

Médias seguidas por uma mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. I= imersdo; p = pulverizagao; IP =
imersdo + pulverizacao.

Na area de pleno sol observou-se que durante os meses de avaliacdo houve
maior sobrevivéncia das miniestacas de E. grandis quando comparadas com as espécies
de E. dunnii e E. viminalis (Tabela 59).

Nesta fase ocorreu ainda efeito significativo dos isolados, onde os isolados
RFEO05, RFE32 ¢ UBK12 nao diferiram da utiliza¢ao da testemunha, contudo, o isolado
RFE42 apresentou efeito estatisticamente inferior quando comparado a aplicacao do
isolado RFE32, ndo diferindo da aplicacdo da testemunha (Tabela 59).

Segundo Teixeira (2001) os efeitos negativos que um possivel agente promotor
de crescimento pode causar na planta ndo sdo de facil percepgdo, pois o efeito
prejudicial ndo ocorre na forma de infeccdo ou aparecimento de manchas como
usualmente é visto quando esses sintomas sdo causados por micro-organismos
fitopatogénicos. Observa-se em alguns estudos (SANTOS et al., 2008;
SCHLINDWEIN et al., 2008; CARMO, 2012; que este efeito deletério esta associado
ao desenvolvimento da planta, podendo, este inibir a germinacdo da semente, o
desenvolvimento do vegetal e até mesmo o enraizamento do propagulo vegetativo.
Acredita-se que o efeito benéfico ou deletério que um micro-organismo pode causar em
uma planta, estd relacionado a especificidade que este agente possiu em relacdo ao

vegetal a qual ele estd inserido.
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Tabela 59. Area abaixo da curva de progresso da sobrevivéncia das miniestacas na
saida da area de pleno sol (AACPSPL), em funcdo das espécies de

Eucalyptus spp. e dos isolados utilizados.

Fatores AACPSPL
E. dunnii 2,0271b
Espécie E. grandis 3,9625 a
E. viminalis 1,9271 b
RFEO05 2,4479 ab
Isolado RFE32 29167 a
RFE42 2,1562 b
UBK12 2,7014 ab
Testemunha 2,9722 ab

Médias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para a avaliagdo de enraizamento, as miniestacas apresentaram durante os meses
de avaliacdo final dos experimentos, interagdo significativa entre espécie de Eucalyptus
spp. e isolado utilizado (Tabela 60).

Os 1solados bacterianos apresentaram efeito distinto quando aplicados em
espécies diferentes. As miniestacas de E. dunnii quando tratadas com os isolados
RFE42 e UBK12 apresentaram efeito inferior quando comparado com a aplicagdo da
testemunha, tendo estes isolados efeito deletério para o enraizamento desta espécie. Para
as miniestacas de E. grandis, observou-se que o isolado RFEO5 foi inferior a aplicacao
dos demais isolados e da aplicagdo da testemunha para a varidvel enraizamento, nao
tendo sido observado o efeito negativo deste isolado para a espécie de E. dunnii. Para E.
viminalis em relacdo ao enraizamento, os isolados nao diferiram da aplicacdo da
testemunha (Tabela 60).

A aplicacdo dos isolados e da testemunha foi superior para o enraizamento de E.
grandis, diferindo estatisticamente da utilizagdo destes isolados e da testemunha em
miniestacas de E. dunnii e E. viminalis. O enraizamento superior das miniestacas de E.
grandis esta possivelmente relacionado as caracteristicas genéticas da propria espécie de
Eucalyptus e ndo do isolado, pois observa-se que os mesmos ndo apresentaram efeito
superior quando comparadas com a utilizagao da testemunha.

Segundo Borges et al. (2011), a variacdo no processo de formagdo de raiz de
miniestacas de Eucalyptus esta relacionado ao genotipo da propria planta, a qual pode

influenciar na capacidade e no percentual de enraizamento das miniestacas de uma
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mesma espécie ou até mesmo de um clone, caso este, observado em estudo realizado

pelos proprios autores.

Tabela 60. Interacao espécie de Eucalyptus spp. e isolados bacterianos utilizados, para
a area abaixo da curva de progresso do enraizamento das miniestacas na

saida da area de pleno sol (AACPSENR).

Isolado
Espécie RFEO05 RFE32 RFE42 UBK12 Testemunha
E. dunnii 1,36 aB 1,58aB 0,98bB 1,21bB 2,16aB
E. grandis 2,61bA 3,56a A 3,55aA 3,80a A 342a A
E. viminalis 0,66 aB 0,60 a C 0,56 aB 0,56a B 0,66 a C

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.9 Area abaixo da curva do progresso da altura, comprimento de raiz, peso seco e
fresco de parte aérea e raiz de miniestacas de Eucalyptus spp.

Os resultados obtidos na analise de variancia demonstraram que houve diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo a area abaixo da curva de progresso de altura,
comprimento de raiz, peso fresco e seco de parte aérea e raiz das miniestacas, expressa
pelo modelo matematico de crescimento.

Para a variavel altura, observou-se efeito significativo entre as espécies de
Eucalyptus spp. e os isolados testados durante todo os meses de avaliacdo. Para o
comprimento de raiz, ocorreu efeito significativo entre as trés espécies de Eucalyptus
spp. estudadas, sendo ainda observado interacdo significativa entre “espécie x isolado”.
Os resultados do peso fresco e seco de parte aérea e raiz demostram efeito significativo

entre as espécies de E. dunnii, E. grandis e E. viminialis ao longo dos meses avaliados

(Tabela 61).
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Tabela 61. Analise de variancia sobre a area abaixo da curva de progresso da altura,
comprimento de raiz, peso seco e fresco de parte aérea e raiz das
miniestacas, em funcao dos diferentes isolados testados, da forma como os

mesmo foram aplicados e das diferentes espécies de FEucalyptus spp.

utilizadas.

Variaveis
FV Alt C raiz PA fresca R fresca PA seco R seco
Espécie 17415,2*  59693,0* 101,53* 139,75% 13,341* 2,545%
Isolado 301,87* 131,74 1,210 1,255 0,172 0,0291
Aplicacao 300,10 680,53 0,969 2,484 0,171 0,0389
Esp*Isso 177,57 683,79* 0,825 0,951 0,111 0,0202
Aplic*Isso 106,44 366,02 0,792 1,314 0,123 0,0199
Esp*Aplic 98,01 552,88 1,077 2,648 0,187 0,0324
Es*Iso*Ap 165,22 329,28 0,595 1,063 0,105 0,0232

* valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F. ns valor nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F. FV = Fonte de variagao.

Para as avaliacOes realizadas para a variavel altura, nota-se pelos resultados da
area abaixo da curva do progresso de altura (AACPH), que as miniestacas de E. grandis
apresentaram melhor desenvolvimento, diferindo das miniestacasde E. dunnii e E.
viminalis independente do periodo do ano avaliado. Ainda, observa-se que as espécies
de E. dunnii e E. viminalis diferiram estatisticamente entre si, tendo as miniestacas de E.
dunnii apresentando melhor desenvolimento em altura durante o periodo avaliado
quando comparado com as miniestacas de E. viminalis (Tabela 62).

Em relagdo a utilizacao do isolados, observou-se que nenhum isolado foi capaz
de promovor o crescimento em altura das miniestacas de FEucalyptus spp. quando
comparado com a testemunha. Verificou-se ainda, que o isolado RFE42 apresentou
resultados estatisticamente inferiores quando comparados com a utilizagdo da
testemunha, causando uma possivel estagnacdo de crescimento em altura das
miniestacas tratadas com este isolado (Tabela 62).

De acordo com Atkinson e Watson (2000), a grande dificuldade no uso de
bactérias na promocgdo de crescimento e desenvolvimento das plantas estd relacionada a
complexidade destes micro-organismos de se estabelecerem e se desenvolver em
campo. Muitos autores (CARVALHO et al. 2005; MAFIA et al. 2009;) relatam ainda a
variabilidade nos resultados encontrados em testes in vitro € in vivo, utilizando estes
micro-organismos tanto como promotores de crescimento como agentes de controle
biologico, tendo como possivel causa destas variagdes os fatores ambientais e genéticos

da planta e do isolado bacteriano utilizado.
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Tabela 62. Area abaixo da curva de progresso da altura das miniestacas (AACPH), em

funcdo das espécies de Eucalyptus spp. e dos isolados utilizados.

Fatores AACPH
E. dunnii 17,4579 b
Espécie E. grandis 43,7029 a
E. viminalis 11,7612 ¢
RFEO05 22,5062 ab
RFE32 27,9684 a
Isolado RFE42 20,5347 b
UBK12 25,9090 ab
Testemunha 24,6184 ab

Meédias seguidas por uma mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Pelos resultados da area abaixo da cuva de progresso de comprimento de raiz
(AACPCR) apresentados na Tabela 63, observa-se que para a E. grandis os isolados
RFE32, RFE42 e UBK12 foram estatiscamente superiores a aplicacdo da testemunha,
indicando um efeito favordvel ao desenvolvimento da raiz quando utilizados estes
isolados em miniestacas desta espécie. Para as espécies de E. dunnii e E. viminalis a
aplicagdo dos isolados bacterianos ndo diferiu estatisticamente da aplicacdo da
testemunha, demonstrando que nenhum dos isolados teve efeito promotor sobre as
miniestacas destas espécies.

Esses resultados corraboram com os autores Kuklinsky-Sobral et al., (2004) e
Compant et al., (2010), a qual relatam que o processo de interacdo benéfica ou deletéria
entre bactéria-planta ¢ variavel, e este ¢ influénciado pelos aspectos genéticos da planta
hospedeira e da bactéria associada, pelas mudangas sazonais e especificidade das
plantas, podendo ocorrer efeitos distinto entre bactérias e plantas do mesmo género ou
até mesmo pertencentes a uma mesma espécie.

As miniestacas de E. grandis apresentaram melhor desenvolvimento em relagao
ao comprimento de raiz quando comparado com as miniestacas de E. dunnii e E.
viminalis independente do isolado utilizado ou da aplicacdo da 4dgua (Tabela 63). Esta
diferenca pode estar relacionada as caracteristicas que a espécie de E. grandis possui, a
qual apresenta facilidade ao enraizamento e desenvolvimento da muda em condi¢des
adequados quando comparado com outras espécies de Eucalyptus spp. , como E. dunnii

e E. viminalis.
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Tabela 63. Interacao espécie de Eucalyptus spp. e isolados bacterianos utilizados, para
a area abaixo da curva de progresso de comprimento de raiz das

miniestacas.

Isolado

Espécie RFEO0S5 RFE32 RFE42 UBK12 Testemunha

E. dunnii 22,86 aB 28,26 a B 1433 aB 18,37aB 20,96 a B
E. grandis 5448b A 62,72 a A 71,97 a A 75,95 a A 55,94b A
E. viminalis 3,57aC 1,52aC 1,41 aB 0,44 aC 7,16 a B

Letras minusculas na linha e maitsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Atraves dos resultados da anélise da area abaixo da curva de progresso de peso
fresco e seco de parte aérea e raiz das miniestacas nota-se, que as miniestacas de
Eucalyptus spp. diferiram estatisticamente em relacao as estas variaveis. As miniestacas
de E. grandis apresentaram desenvolvimento superior em relagdo ao peso de massa
fresca e seca das mudas quando comparadas as miniestacas de E. dunnii e E. viminalis.
Observa-se ainda, que para a area abaixo da curva de progresso de massa fresca e seca
de parte aérea e massa seca de raiz, as miniestacas de E. dunnii embora tenham sido
estatisticamente inferior as miniestacas de E. grandis, estas foram superiores em relacao
a estas variaveis quando comparada com as miniestacas de E. viminalis (Tabela 64).

As diferentes respostas encontradas entre as espécies de Eucalyptus para as
caracteristicas avaliadas ao final do periodo de formacdo da muda possivelmente estdo
relacionadas as caracteristicas genéticas de cada uma das espécies estudadas. Em
trabalho realizado por Dias et al. (2012) os autores atribuiram o fator genético como
possivel causa entre as diferencas observadas entre progénies de angico-vermelho na
saida da casa de vegetacdo e saida da casa de sombra. Segundo Mankessi et al. (2009)
podem ocorrer diferencas nas caracteristicas entre genotipos estreitamente aparentados

de acordo com a capacidade rizogénica do material vegetal.
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Tabela 64. Area abaixo da curva de progresso de peso fresco de parte derea
(AACPPUA) e de raiz (AACPPUR), e peso seco de parte aérea
(AACPPSA) e raiz (AACPPSR) das miniestacas, em funcdo das espécies
de Eucalyptus spp. utilizadas.

Variaveis
Espécie AACPPUA AACPPUR AACPPSA AACPPSR
E. dunnii 0,8567 b 0,4771 b 0,3124 b 0,0963 b
E. grandis 2,7297 a 2,8754 a 0,9888 a 0,4013 a
E. viminalis 0,2284 ¢ 0,0412 b 0,814 ¢ 0,0090 ¢

Médias seguidas por uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

84



5. CONCLUSOES

Os isolados bacterianos testados apresentaram alta variabilidade na resposta de
promocao de crescimento e enraizamento das miniestacas de E. grandis, E. dunnii e E.
viminalis possivelmente em func¢do da época do ano e as condigdes climaticas e assim
nao foram capazes de promover o crescimento das mudas das espécies avaliadas.

O modo de aplicagdo nao teve efeito pronunciado devido a asuséncia de efeito
promotor dos isolados testados.

A propagacdo por miniestaquia da espécie de E. grandis se sobressaiu em
relagcdo as espécies de E. dunnii e E. viminalis, mesmo em condigdes menos propicias
ao seu desenvolvimento.

A espécie de E. viminalis possui alta recalcitrancia ao enraizamento.
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