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Resumo

O reflorestamento com plantas clonais do género Eucalyptus vém aumentando em relagdo a area plantada em todo
territdrio brasileiro. A utilizacdo de bactérias do género Bacillus como promotores do crescimento de plantas é uma
alternativa promissora com efeitos positivos no desenvolvimento de raizes e parte aérea de mudas de eucalipto. Outra
alternativa é o uso de fungos como os do género Trichoderma que promove 0 crescimento por meio da producao de
fitohormdnios. O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso das espécies de bactérias Bacillus subtilis BsO8
e B. subtilis Bs10 e do fungo Trichoderma harzianum UFT-25 no crescimento inicial da espécie de Eucalyptus
urograndis. Foram avaliados a altura das mudas, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz. A
inoculacdo de B. subtilis Bs08 e B. subtilis Bs10 ao substrato proporcionou desenvolvimentos significativos na altura
em todas as plantas de E. urograndis aos 30 dias ap6s o plantio. T. harzianum apresentou eficiéncia como promotores
de crescimento de mudas clonais de E. urograndis em condicBes de viveiro, sendo bastante eficaz no comprimento da
raiz, massa seca da parte area e massa seca da raiz aos 30 e 60 dias ap6s o plantio. A inoculagéo de B. subtilis Bs08, B.
subtilis Bs10 e T. harzianum UFT-25 ao substrato proporcionou efeito positivo no acimulo de biomassa de mudas de
E. urograndis, evidenciando estes microrganismos como promotores de crescimento para esta espécie florestal.
Palavras-chave: Fungos; Bactérias; Espécie florestal, Biomassa.

Abstract

Reforestation with cloned plants of the genus Eucalyptus has been increasing in relation to the planted area throughout
Brazil. The use of Bacillus bacteria as plant growth promoters is a promising alternative with positive effects on the
development of roots and shoots of eucalyptus seedlings. Another alternative is the use of fungi such as those of the
genus Trichoderma, which promote growth through the production of phytohormones. The objective of this study was
to evaluate the effects of using Bacillus subtilis BsO8 and B. subtilis Bs10 and the fungus Trichoderma harzianum
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UFT-25 on the initial growth of Eucalyptus urograndis. Seedling height, root length, shoot and root dry mass were
evaluated. Inoculation of B. subtilis BsO8 and B. subtilis Bs10 to the substrate provided significant height
developments in all E. urograndis plants within 30 days after planting. T. harzianum showed efficiency as growth
promoters of clonal seedlings of E. urograndis in nursery conditions, being quite effective in root length, dry mass of
the aerial part and dry mass of the root at 30 and 60 days after planting. The inoculation of B. subtilis Bs08, B. subtilis
Bs10 and T. harzianum UFT-25 to the substrate provided a positive effect on the accumulation of biomass of E.
urograndis seedlings, showing that these microorganisms are growth promoters for this forest species.

Keywords: Fungi; Bacteria; Forest species; Biomass.

Resumen

La reforestacion con plantas clonadas del género Eucalyptus viene aumentando en relacion con el area plantada en
todo Brasil. El uso de la bacteria Bacillus como promotores del crecimiento vegetal es una alternativa promisoria con
efectos positivos en el desarrollo de raices y brotes de plantulas de eucalipto. Otra alternativa es el uso de hongos
como los del género Trichoderma, que favorecen el crecimiento a través de la produccion de fitohormonas. El
objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del uso de Bacillus subtilis BsO8 y B. subtilis Bs10 y el hongo
Trichoderma harzianum UFT-25 sobre el crecimiento inicial de Eucalyptus urograndis. Se evalué la altura de las
plantulas, la longitud de las raices, la masa seca de los brotes y de las raices. La inoculacién de B. subtilis Bs08 y B.
subtilis Bs10 al sustrato proporcioné desarrollos de altura significativos en todas las plantas de E. urograndis dentro
de los 30 dias posteriores a la siembra. T. harzianum mostré eficiencia como promotor de crecimiento de plantulas
clonales de E. urograndis en condiciones de vivero, siendo bastante efectivo en longitud de raiz, masa seca de la parte
aérea y masa seca de la raiz a los 30 y 60 dias después de la siembra. La inoculacién de B. subtilis Bs08, B. subtilis
Bs10 y T. harzianum UFT-25 al sustrato proporcion6 un efecto positivo en la acumulacion de biomasa de plantulas de
E. urograndis, demostrando que estos microorganismos son promotores del crecimiento de esta especie forestal.
Palabras clave: Hongos; Bacterias; Especies forestales; Biomasa.

1. Introducéo

O reflorestamento com plantas clonais do género Eucalyptus ganhou destaque em relacdo a &rea plantada em todo
territdrio brasileiro. O sistema de clonagem favorece a multiplicagdo e conserva a homogeneidade nos plantios. Empresas e
instituicdes de pesquisas vém auxiliando com tecnologias e condi¢des climaticas que favorecem no desenvolvimento do
eucalipto no Brasil (Raasch et al., 2013).

Os patdgenos fangicos Fusarium sp. e Gylindrcladium sp., que atacam as mudas e proporcionam o baixo indice de
enraizamento, ainda sdo preocupacdes relacionadas ao material genético de eucalipto, pois acarreta enormes perdas
econdmicas (Lafetd et al., 2015). Mudas com um excelente padrdo de qualidade sdo essenciais para alcangar ganhos no
desenvolvimento inicial e porcentagem alta em se tratando de sobrevivéncia (Cunha et al., 2006).

O manejo inadequado de agrotdxicos para minimizar o ataque de alguns patogenos causadores de doengas em viveiro
é uma pratica rotineira que pode impactar negativamente a produtividade e 0 meio ambiente, e uma alternativa de baixo custo é
a utilizacdo de inoculantes de microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP). Esses inoculantes aumentam a
producdo agricola, tornam o produto mais competitivo e diferenciado e ainda, diminuem os custos de producdo (Coelho et al.,
2007). A utilizacdo de MPCP é uma tecnologia promissora, pois vem exibindo resultados satisfatorios, com efeitos positivos
no desenvolvimento de raizes e parte aérea de mudas de eucalipto com utilizacdo, por exemplo, de Bacillus subtilis e
Pseudomonas sp. (Mafia et al., 2005; Teixeira et al., 2007).

Em resposta as pesquisas realizadas com MPCP, em especial com o Bacillus sp., pode-se observar a acdo antagbnica a
alguns agentes patogénicos, tais como o controle de Fusarium sambucinum, responsavel por danos em plantulas de Pinus
elliottii (Maciel et al., 2014). A inoculagdo de mudas com rizobactérias aumenta a qualidade do sistema radicular, o que
possibilita maior taxa de sobrevivéncia das mudas e diminuicdo de doengas nos primeiros anos de plantio (Mafia et al., 2007).
A utilizacdo de MPCP tém grande potencial na promocdo do crescimento e enraizamento de mudas (Marques & Uesugi,
2013), em que a bactéria do género Bacillus esta entre as mais estudadas (Moreira & Aradjo, 2013).

Outro MPCP que vem sendo bastante evidenciado é o fungo do género Trichoderma. Inicialmente, a promogéo de

crescimento de plantas pela aplicacdo de Trichoderma foi relacionada ao controle dos microrganismos prejudiciais presentes
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no solo (Machado et al., 2012; Oliveira et al., 2021). Porém, alguns autores apontam que a associagdo desse fungo com as
raizes promove o crescimento das mesmas através da producdo de fitohormdnios e aumento da disponibilidade e maior
eficiéncia no uso de alguns nutrientes pelas plantas (Brotman et al., 2010; Azarmi et al., 2011; Stewart e Hill, 2014). O efeito
benéfico do Trichoderma tem sido verificado no crescimento e desenvolvimento de varias culturas, como soja (Chagas Janior
et al., 2021, 2022), feijao (Chagas Janior et al., 2014), algoddo (Shanmugaiah et al., 2009), cana-de-a¢Ucar (Singh et al., 2010),
maracujazeiro (Santos et al., 2010), tomate (Azarmi et al., 2011) e pepino (Silva et al., 2011). Contudo, ainda sdo poucos 0s
trabalhos que investigaram o uso de Trichoderma na promocao do crescimento de espécies florestais.

Estudos com o hibrido Eucalyptus urograndis (Carvalho Filho et al., 2008), Eucalyptus sp. (Fortes et al., 2007), Pinus
radiata (Chavez et al., 2014), Gochnatia polymorpha (Machado et al., 2015) e Hevea brasiliensis (Promwee et al., 2014)
apresentaram resultados promissores. O mecanismo de agdo do Trichoderma pode variar de acordo com a espécie, o tipo de
cultivo e as condi¢des ambientais (disponibilidade de nutrientes, pH ou temperatura). A esses fatores, também pode ser
incluido a forma de inoculagdo do Trichoderma, que ndo é padronizada entre os estudos. Visando a busca por alternativas mais
econdmicas, porém eficientes e que ndo acarretem danos ao meio ambiente, esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos

do uso Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum no crescimento inicial da espécie de Eucalyptus urograndis.

2. Metodologia
Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo e no laboratdrio de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecnologia
da Universidade Federal do Tocantins (UFT/PPGPV), campus de Gurupi, localizada sob as coordenadas 11°43°45” S e
49°04°07” N, e 280 m de altitude. A caracterizagdo climatica local é de clima tropical imido com classificagdo do tipo

pequena deficiéncia hidrica (B1wA’a”) / vegetagdo de cerrado ou Savana Tropical segundo Koppen-Geiger (Peel et al., 2007).

Obtencéo das sementes
O hibrido Eucaliptus urograndis foi obtido através do Pomar Clonal de Sementes Hibridas-PCSH, localizado em
Vicosa — MG, reembalada pela Biosementes, localizada em Ilhéus — BA. O lote das sementes hibridas foi LPSP052020, com o

rendimento de 100 g de sementes.

Isolados de Bacillus subtillis

Utilizou-se nos testes dois isolados de Bacillus subtilis, BsO8 e Bs10. Esses isolados sdo parte da colecdo do
Laboratério de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecnologia da UFT, a qual foram obtidas de solos do cerrado em areas de
cultivos no Estado do Tocantins, e identificados através das caracteristicas morfolégicas, estruturais e bioquimicas, de acordo
com Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (James et al., 2005). Os isolados foram mantidos em meio estoque LB

(Luria-Bertani) e repicados em meio LB e BDA.

Isolados de Thrichoderma

Foi utilizado o isolado de Trichoderma harzianum UFT-25, identificado como T. harzianum CIB T131, cddigo de
acesso EU 27998) (Hoyos-Carvajal et al., 2009) obtido também Laboratério de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecnologia
da UFT, caracterizados pelo sequenciamento da regido TEF (Translation Elongation Fator) e identificados pelos cédigos de

acesso no GenBank no Instituto Biologico de Séo Paulo.
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Inoculagdo dos microrganismos nas sementes de E. urograndis.

As sementes de E. urograndis foram semeadas em tubetes com dimens@es de 12,5 cm de altura, didmetro superior de
2,8 ¢cm, diametro inferior de 1,0 cm, contendo um volume de 53 c¢cm? totalizando 216 tubetes. O substrato utilizado foi o
Troptrasto florestal, a base de um mix com fibra de coco e um plus com fibra de coco e casca de arroz.

Foram utilizados quatro tratamentos, sendo um com inoculacdo de T. harzianum UFT-25, dois com inoculacdo de
Bacillus (B. subtilis Bs08 e B. subtilis Bs10) e uma testemunha sem inoculagéo.

O isolado de T. harzianum UFT-25 foi cultivado em meio BDA (Batata dextrose e agar) e incubado em estufa tipo
BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 25 °C, por 10 dias. Em seguida foi feita uma suspenséo com agua destilada esterilizada
contendo esporos e esta suspensdo foi ajustada para a concentragédo igual a 1 x 108 conidios por mL. Foram aplicados 1 mL de
suspensdo por tubete diretamente nas sementes de E. urograndis durante a semeadura, sendo utilizadas trés sementes por
tubete e apds a germinacéo foi feito o desbaste e deixada uma planta por tubete.

Para obter a suspensdo de Bacillus, os isolados foram cultivados em meio LB por trés dias, sendo determinada a
concentracdo de colbnias em unidade formadora de col6nia (UFC) pelo método de diluicdo em série, apresentando a

concentragéo de 1 x 10° UFC por mL de suspenséo, sendo usado também 1 mL de suspenséo por tubete.

Avaliac@es e analise estatistica

O experimento seguiu 0 método de delineamento experimental inteiramente casualizado contendo quatro tratamentos
e oito repetices. A primeira avaliacdo foi realizada em abril de 2022, 30 dias ap6s o plantio e a segunda avaliacdo foi
realizada em junho de 2022, 60 dias ap6s o plantio. As avaliacfes das mudas foram feitas observando os seguintes pardmetros:
Altura da muda (cm), Comprimento da raiz (cm), massa seca da parte aérea (g), € massa seca da raiz (g).

Os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk, e ao ser constatada normalidade dos dados, procedeu-se andlise de
variancia (One-Way ANOVA). Quando n&o apresentaram distribuicdo normal, foram ajustados via transformacéo Box-Cox e
posteriormente efetuada analise de variancia. Observada diferenca significativa entre tratamentos (p<0,05), utilizou-se teste

Scott-Knott para comparacdo de médias. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R 4.1.3.

3. Resultados e Discussao

Todos os tratamentos com uso dos microrganismos promotores de crescimento, comparados ao tratamento controle,
obtiveram resultados satisfatérios na primeira e segunda avaliacdo. A adicdo dos microrganismos ao substrato de cultivo
promoveu o maior crescimento das mudas, quando comparados com o tratamento controle (p<0,05). Nas avalia¢Bes apés 30 e
60 dias de cultivo, contatou-se que para a altura de plantas os tratamentos com os dois B. subtilis e o Trichoderma foram

superiores a testemunha sem inoculacdo (Figura 1).
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Figura 1 - Altura de mudas de Eucaliptus urograndis cultivadas em substratos inoculadas com Bacillus subtilis Bs08 (BS08),
B. subtilis Bs10 (BS10) e Trichoderma harzianum UFT-25 (UFT-25) aos 30 (A) e 60 (B) dias de cultivo.
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Para o comprimento de raiz, nas duas avalia¢fes, o tratamento com inoculacdo de Trichoderma foi superior, seguido

dos tratamentos com B. subtilis, também superiores a testemunha sem inoculagdo (Figura 2).

Figura 2 - Comprimento de raiz de mudas de Eucaliptus urograndis cultivadas em substratos inoculadas com Bacillus subtilis
Bs08 (BS08), B. subtilis Bs10 (BS10) e Trichoderma harzianum UFT-25 (UFT-25) aos 30 (A) e 60 (B) dias de cultivo.
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Para a massa seca da parte aérea (MSPA), na primeira avaliacdo aos 30 dias de cultivo o tratamento com Trichoderma

foi superior (p<0,05), seguido dos demais tratamentos com B. subtilis também superiores a testemunha sem inoculagéo (Figura

3). Aos 60 dias de cultivo os tratamentos com os inoculantes ndo diferiram entre si, mas foram superiores (p<0,05) em relacéo

a testemunha (Figura 3).

Para a massa seca da raiz (MSPR), na primeira avaliacdo aos 30 dias de cultivo o tratamento com Trichoderma foi

superior (p<0,05), seguido do tratamento com B. subtilis Bs08 e Bs10, também superiores a testemunha sem inoculacgao

(Figura 4). Aos 60 dias de cultivo os tratamentos com os inoculantes ndo diferiram entre si, porém foram superiores (p<0,05)

em relacéo a testemunha (Figura 4).
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Figura 3 - Massa seca da parte aérea de mudas de Eucaliptus urograndis cultivadas em substratos inoculadas com Bacillus
subtilis Bs08 (BS08), B. subtilis Bs10 (BS10) e Trichoderma harzianum UFT-25 (UFT-25) aos 30 (A) e 60 (B) dias de cultivo.
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Figura 4 - Massa seca da raiz de mudas de Eucaliptus urograndis cultivadas em substratos inoculadas com Bacillus subtilis
Bs08 (BS08), B. subtilis Bs10 (BS10) e Trichoderma harzianum UFT-25 (UFT-25) aos 30 (A) e 60 (B) dias de cultivo.
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Fonte: Autores (2022).

Os resultados evidenciam os efeitos positivos destes microrganismos como promotores de crescimento vegetal,
observados nos ganhos de biomassa pelas mudas inoculadas. O crescimento do sistema radicular nas mudas inoculadas com B.
subtilis foi observado nas duas avaliacfes, e esse efeito pode estar relacionado a sua capacidade de sintetizar hormonios de
crescimento vegetal e solubilizagdo de nutrientes (Braga Junior, 2019).

A capacidade de estimular o crescimento de plantas através do uso de bactérias tem sido corroborada por diversos
estudos, como o de Raasch et al. (2013), que verificaram um aumento expressivo na altura de plantas de eucalipto, na massa
radicular e comprimento de raizes de eucalipto inoculado com B. subtilis. Também utilizando B. subtilis, Aradjo et al. (2012)
verificaram que a bactéria pode ser utilizada como controle bioldgico contra o nematoide das galhas em cultivo de soja,
apresentando eficacia semelhante ao controle quimico.

De maneira semelhante aos resultados obtidos nesse trabalho, ao utilizar espécies florestais, Brunetta et al. (2010),
ao isolar bactérias do género Bacillus spp. na regido rizosférica do solo sob Pinus taeda, constatou que alguns isolados
incrementaram significativamente de 10 a 16% a altura da espécie. Outros resultados promissores também foram obtidos
quando Araujo (2008) inoculou sementes de milho com Bacillus subtilis e obteve ganho significativo em altura das plantas de
até 134%. Ressalta-se uma relagdo indireta desses dados de crescimento em altura das plantas, com a capacidade das
rizobactérias em produzirem horménios de crescimentos (Harthmann, 2010).

Sobre o fungo Trichoderma demonstrou-se que apresenta potencial para ser utilizado na promogdo do
desenvolvimento de mudas. Segundo Brotman et al. (2010), espécies de Trichoderma podem promover aumentos de até 300%

no crescimento de plantas. Para Harman et al. (2004), a interferéncia desse fungo no desenvolvimento de plantas e no aumento
6
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de produtividade, ocorre devido a sua capacidade em colonizar as raizes. O teste de colonizagdo endofitica revelou que T.
virens e T. harzianum sdo capazes de colonizar as raizes de mudas de eucalipto (Carvalho Filho et al., 2008), também
verificaram a colonizagdo de dois isolados de T. harzianum e um de T. asperellum apenas nas raizes de mudas de eucalipto
(clone GG100). Entretanto, alguns estudos demonstram que o Trichoderma também é capaz de colonizar a parte aérea de
plantas, como Theobroma cacao (Bailey et al., 2009) e Hevea spp. (Chaverri et al., 2011).

O uso do Trichoderma mostrou ser uma alternativa promissora a ser adotada no processo produtivo dos viveiros
florestais, uma vez que ele é capaz de promover o desenvolvimento de mudas, como constatado no presente trabalho. A
capacidade de solubilizacdo de fosfato foi relatada para algumas espécies de Trichoderma (Chagas et al., 2015). As espécies de
Trichoderma estdo sempre associadas a colonizacdo de raiz e que muitas vezes proporcionam 0 aumento, 0 crescimento € 0
desenvolvimento das raizes de plantas, assim facilitando a absorcéo e utilizagdo de nutrientes e aumento da resisténcia ao
estresse abidticos seguidos da produtividade das culturas (Chagas et al., 2015; Chagas et al., 2016).

O Trichoderma apresentou em estudos um potencial como promotor de crescimento em plantas (Bononi et al., 2020),
demonstrando bons resultados em espécies vegetais como eucalipto e em culturas como tomate, trigo e soja (Li et al., 2015;
Bononi et al., 2020; Chagas Junior et al., 2021; Chagas Junior et al., 2022).

O Trichoderma, na auséncia de fitopatdgenos, atuam na producdo de fitorménios da classe das auxinas e giberilinas
promovendo uma melhor interacdo com as raizes e o aumento do processo caulinar através do alongamento celular,
favorecendo o crescimento de raizes laterais, adventicias e o crescimento da massa foliar. Além disso proporciona melhoria na
assimilacdo de &gua e nutrientes, devido ao aumento da exploracdo do solo pelas raizes, aumento da taxa fotossintética e
melhorias na arquitetura vegetal.

Assim, os beneficios do uso destes micro-organismo sdo percebidos por meio do aumento da matéria seca, folhas e
caule das plantas inoculadas, resisténcia a fatores de estresse biodtico e abidtico, beneficios no crescimento de frutos e
desenvolvimento inicial de plantulas além de diminuir os riscos ambientais causados pela utilizagdo inadequada, e muitas
vezes excessiva de insumos e agrotoxicos na agricultura. Esse fungo pode influenciar beneficamente na germinagdo de
sementes, desenvolvimento radicular, no desenvolvimento da cultura e rendimento de graos (Woo et al, 2014; Chagas Junior et
al., 2021; Chagas Junior et al., 2022), devido principalmente a sua capacidade de solubilizacdo do fdsforo e sintese do
hormonio acido indol acético (Chagas et al., 2017; Braga Junior, 2019; Bononi et al., 2020).

A producdo de mudas florestais tem aumentado devido ao imenso uso em plantio comercial, que também tém sido
usadas para a recuperagdo de areas degradadas. Com o aumento dessa demanda viu-se a necessidade de encontrar novas
tecnologias para acelerar o crescimento e reduzir os gastos com uso de insumos durante o cultivo. Os estimulantes quimicos
contém somente o controle tempordrio o que se faz necessario aplicacdes repetidas durante o crescimento da cultura.
Bioestimulantes a base de microrganismos € capaz de se estabelecer, colonizar e reproduzir no solo (Suassuna et al., 2019).

Assim, 0 uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal, tal como os Bacillus subtilis e Trichodemra
harzianum proporcionam resultados significativos no aumento de biomassa de mudas florestais como o Eucaliptus urograndis,

demonstrando ser uma tecnologia eficiente para a formacéo de mudas florestais.

4. Concluséo
A inoculacdo de Bacillus subtilis Bs08, Bacillus subtilis Bs10 e Trichoderma harzianum UFT-25 ao substrato
proporcionou efeito positivo no acimulo de biomassa de mudas de Eucaliptus urograndis, evidenciando estes microrganismos

como promotores de crescimento para esta espécie florestal
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