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RESUMO

As industrias florestais brasileiras geram um produto interno bruto de R$ 69 bilhdes,
equivalente a 6,2% do total do pais. Dentro do setor florestal, as espécies de Pinus
sao as mais destinadas a reflorestamentos e, no Sul do Brasil, a espécie mais plantada
€ o0 Pinus taeda. Para garantir o sucesso no plantio, a qualidade das mudas é
extremamente relevante. Dessa maneira, este trabalho objetivou avaliar a interagao
de rizobactérias do género Bacillus e sementes melhoradas geneticamente oriundas
de pomares de 1,5 e 22 geragbes de P. taeda. A inoculagédo foi avaliada em dois
experimentos distintos, compreendendo aplicagdo em substrato e pos emergéncia.
Foram mensurados altura e didmetro de coleto das mudas ao longo do periodo de
crescimento em viveiro. Ao final do experimento, foram avaliadas a massa de raizes
e parte area e volume radicular. Calculou-se também o indice de Qualidade de
Dickson. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
separadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para a inoculagdo no substrato, as sementes
de 22 geragao quando inoculadas com B. amyloliquefaciens apresentaram melhores
resultados para altura e massa de parte aérea seca. Ja para a inoculacido pos
emergéncia, os resultados mais relevantes foram obtidos sobre altura, massa de
raizes secas e indice de qualidade. O uso de B. amyloliquefaciens promoveu ganhos
de até 10,8% em altura e 60% de massa de raizes secas em plantas oriundas das
sementes de 1,5 geragéo. O didmetro foi incrementado em 0,47 mm por sementes de
1,5 geragdo. Efeitos positivos de B. amyloliquefaciens foram encontrados sobre o
indice de qualidade de Dickson, sendo que mudas inoculadas apresentaram valores
30% maiores em relagcdo a testemunha. A utilizagdo de B. amyloliquefaciens em
conjunto ao gendtipo superior de sementes de P. taeda influencia positivamente no
crescimento das mudas em diferentes parametros analisados para a inoculagdo no
substrato e pds emergéncia. Portanto, consiste em uma pratica silvicultural que deve
ser considerada para a producao de mudas de alta qualidade.

Palavras-chave: Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas. Silvicultura.
Melhoramento florestal.



ABSTRACT

Forestry industries in Brazil generate an average gross domestic product of U$ 18
billion (6.2% from country overall). In forest sector, Pinus species are the most used in
reforestation practices. In the South region of Brazil, Pinus taeda is the most cultivated
species. In order to ensure planting success, quality of seedlings is extremely relevant.
Hence the goal of this study was to evaluate interactions among rhizobacteria from the
genus Bacillus and genetically improved seed from 1.5 and 2" generation orchards of
P. taeda. Inoculation was performed in two distinct experiments, at sowing and after
emergence. Plant height and diameter were measured throughout the nursery cycle.
At the end, both root and shoot fresh and dry mass were measured, as well as root
volume. Dickson Quality Index was also calculated. Data were submitted to analysis
of variance and means were separated by Tukey's test (p<0.05). Regarding
inoculation at sowing, plants from 2" generation seeds associated to B.
amyloliquefaciens presented the best results of height and shoot dry mass. With
inoculation after emergency, the best results were reported plant height, root dry mass,
diameter and quality index. Use of B. amyloliquefaciens improved height by 10.8% and
root dry mass by 60% in plants from 1.5 generation seeds. Diameter was increased in
0.47 mm by 1.5 generation seeds. Positive effects of B. amyloliquefaciens were also
found on Dickson quality index, once inoculated plants presented 30% higher means
compared to non-inoculated plants. Utilization of B. amyloliquefaciens associated to
superior genotypes of P. taeda seedlings positively affects distinct parameters of plant
growth at both sowing and after emergence. Therefore, it consists a silviculture practice
that should be taken into account to produce high-quality seedlings.

Keywords: Plant growth-promoting rhizobacteria. Silviculture. Forest tree
improvement.
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1 INTRODUGAO

A silvicultura brasileira tem como base o cultivo de espécies do género Pinus,
que desde a década de 60 tornou-se crescente em importancia econémica para o de
desenvolvimento do pais (VASQUES et al., 2007). Assim, a demanda por mudas de
qualidade é essencial, visto que normalmente as areas destinadas a cultivo de Pinus
sdo degradadas em termos fisicos, quimicos e microbiolégicos (THOMAS, 2007).
Nesse sentido, programas de melhoramento genético de Pinus foram estabelecidos
visando melhor desenvolvimento em altura, didmetro e resisténcia, principalmente.

Nos programas de melhoramento genético florestal sao utilizados métodos
como a formagao de Pomares de Sementes por Mudas ou Pomares de Sementes
Clonal, que séo estratégias utilizadas para a obtengdo de sementes melhoradas. Elas
possibilitam qualidade de muda inicial e plantios com as melhores caracteristicas
desejadas, como crescimento, forma, qualidade da madeira, resisténcia a doencgas,
geada e déficit hidrico (SILVA et al., 2012).

Além da utilizacdo de material genético superior, a inoculagdo de Pinus com
Rizobactérias Promotoras de Crescimento das Plantas (RPCP) apresenta-se como
uma ferramenta promissora. Nesse grupo de bactérias destacam-se géneros como
Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium, que proporcionam efeitos
benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas e crescimento das
plantas (ARAUJO, 2008). A inoculacdo de Pinus com bactérias do género Bacillus
vem sendo estudado em alguns paises da Europa e, recentemente, no Brasil
(SHISHIDO et al., 1995; VONDERWELL; ENEBAK 2000; PROBANZA et al., 2002;
SANTOS et al., 2018), e resultados preliminares desses trabalhos revelam o potencial
da inoculacéo para aumentar o desenvolvimento das mudas.

Em conjunto ao material genético superior, a utilizagao de rizobactérias promotoras
de crescimento poderia diminuir o uso de recursos e tempo enquanto mudas em fase
de viveiro. Esse aspecto € importante ja que a obtengdo de uma planta adulta vigorosa
depende da qualidade que esta apresenta na fase inicial de crescimento.

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e
diferentes geragdes de sementes sobre o desenvolvimento inicial de mudas de Pinus
taeda L.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar os efeitos da inoculagdo no substrato e sementes de 1,5 e 22
geracgdes sobre o crescimento de mudas de P. taeda em viveiro;
e Avaliar os efeitos da inoculagdo pdés emergéncia em mudas de 1,5 e 22

geragdes de P. taeda sobre o crescimento destas em viveiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pinus taeda L

O género Pinus pertence a familia Pinaceae, da ordem Coniferales e classe
Gymnospermae (GILMAN; WATSON, 1994). Morfofisiologicamente, a espécie P.
taeda caracteriza-se por ser uma arbérea que pode atingir mais de 20 m de altura,
com casca gretada, ramos acinzentados e aciculas reunidas em grupos de trés, com
15 a 20 cm de comprimento e de cor verde escura (ELESBAO, 2011). Os cones
masculinos sao cilindricos amarelados, ja os femininos, ovados oblongos, sésseis ou
subsésseis, muito persistentes e possuem escamas espinhosas. As sementes sao
pequenas, com cerca de 5 mm de comprimento e com alas de até 25 mm. E uma
espécie monoica, apresentando flores unissexuais, mas distribuidas no mesmo
individuo, com sistema reprodutivo alégamo, sem a presenga de autofecundacgao
(SHIMIZU, 2008). Como a espécie possui sementes dormentes, a superagédo da
mesma é realizada com imersao em agua por 24 horas e 50 dias de frio a temperaturas
de 0 a 5°C (FOWLER; BIANCHETTI, 2000).

O género foi introduzido no Brasil em 1936, pelo Servigo Florestal do Estado
de Sao Paulo e é utilizado nos programas de reflorestamento do pais. No sul do pais,
as especies P. taeda e Pinus elliottii sdo as que mais apresentam potencial e sao
utilizadas com mais frequéncia quando comparadas as outras espécies do género. A
necessidade de produg¢ao de madeira para fornecer a industria para o processamento
mecanico, producdo de madeira serrada, laminada e painéis, além da producéo de
celulose e papel, foram uma das principais razées para a introducao do Pinus no pais
(KRONKA et al., 2005).

Os povoamentos com Pinus caracterizam atualmente cerca de 1,6 milhdo de
hectares, concentrados principalmente no Parana (42%) e em Santa Catarina (34%).
Entre os anos de 2010 a 2016, em Santa Catarina, as areas plantadas com o género
nao sofreram alteragdes significativas, mantendo-se estaveis ao longo dos seis anos,
possuindo 545.835 hectares plantados no ano de 2016 (IBA, 2017). O estado possui
o total de 660,7 mil hectares de reflorestamento, sendo o sexto a nivel nacional com

maior area plantada. Destes, 82% é com Pinus, 17% sendo Eucalyptus e apenas 1%
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com outras espécies (ANUARIO ESTATISTICO DE BASE FLORESTAL PARA O
ESTADO DE SANTA CATARINA, 2016).

2.2 INICIO DO MELHORAMENTO GENETICO DE P. taeda L

Na década de 50 foi iniciado o melhoramento genético de P. taeda, na regido
sudeste dos Estados Unidos. No comecgo, os programas de melhoramento genético
visavam a selecgéo de fontes de sementes que reproduzissem genotipos com melhor
crescimento e resisténcia a doengas como a ferrugem, ocasionada por Cronartium
quercuum (MCKEAND et al., 2003; MCKEAND et al., 2006).

Também no Brasil, 0 melhoramento genético de Pinus é conduzido desde a
década de 50 (PALUDZYSZYN et al., 2002). Como um dos resultados principais, o
bom incremento volumétrico da espécie destaca-se (superior a 40 m® ha™)
(BOGNOLA et al., 2008). Assim, o material genético superior tem influéncia direta com
o crescente aumento da produtividade observado em plantios de P. faeda (MCKEAND
et al., 2006; MARTINEZ et al., 2012).

Entretanto, devido a dificuldade do melhoramento via sementes, sdo testados,
de modo geral, pequena quantidade de progénies por geragao, resultando em ganhos
genéticos reduzidos. A avaliagdo e selegcdo precoce, bem como estratégias de
melhoramento, possibilitam reduzir custos, sendo utilizadas nos programas de
melhoramento florestal (PALUDZYSZYN FILHO et al., 2003).

2.3 ESTRATEGIAS DE MELHORAMENTO FLORESTAL DE P. taeda

Para iniciar o programa de melhoramento florestal, deve-se, primeiro, ter em
mente qual finalidade e uso a madeira tera, assim, as arvores matrizes serao
classificadas com diferentes parametros. Quando objetiva-se a producdo de madeira,
a avaliagcao das caracteristicas do fuste € de suma importancia. Se o uso for para a
formacéo de florestas de protecao, prioritariamente a capacidade de protecao da copa
deve ser analisada; caso a extracdo de resina seja a caracteristica de interesse, a

arvore tem que apresentar elevado teor desse extrativo; se o crescimento for a variavel
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desejada, a arvore deve possuir crescimento uniforme e rapido, apresentando
também, boa produtividade (REIS, 2004).

O mesmo autor ainda ressalta que a arvore matriz nunca deve ser uma unica
arvore isolada, pois desencadeara em problemas de autofecundagédo, ou seja,
diminuira a variabilidade genética das sementes. Portanto, a selegdo das matrizes
deve ser realizada em povoamentos implantados ou naturais, aumentando a taxa de
cruzamento, para permitirem adequada avaliacdo das caracteristicas a serem
analisadas.

A selecdo dos gendtipos superiores em P. taeda é realizada por meio da
predicdo de dados genéticos fundamentados em caracteristicas fenotipicas (ISIK et
al., 2005; MCKEAND et al., 2006; MARTINEZ et al., 2012). Porém, a eficiéncia da
selegao fenotipica ira depender do nivel de controle genético da caracteristica e da
intensidade dos efeitos ambientais (FONSECA et al., 2010; PIRES et al., 2011). Em
relacdo aos fendtipos, devem ser aplicadas estratégias de selecdo que os
transformem em dados genéticos e, consequentemente, concedam maior precisao de
selecdo (RESENDE, 2002).

ApOs a avaliagado experimental, a selegdo fenotipica deve se basear tanto em
componentes de variancia, quanto componentes de médias. Desse modo, as técnicas
de avaliagao genética circundam simultaneamente a estimagao de componentes de
variancia e a predi¢ao de valores genéticos, utilizando modelos estatisticos em nivel
de individuos (RESENDE, 2002).

Segundo Paludzyszyn Filho ([S.d.]), para comecar o programa de
melhoramento florestal, a producao de sementes é dividida em uma sequéncia, que
tem inicio pela Area de Coleta de Sementes (ACS), onde apenas o fenétipo sera o
critério utilizado para a colheita de sementes ou propagulos vegetativos. Ja a Area de
Producédo de Sementes (APS) é uma populacdo que foi selecionada, previamente
isolada contra pélen indesejado, onde posteriormente serdo selecionadas as matrizes
e sera realizado o desbaste seletivo das arvores indesejaveis e 0 manejo adequado
ocorrera para a producao de sementes.

De acordo com Reis (2004), selecionar um definido numero de arvores no
estrato dominante, que estdo conectadas as arvores superiores, em um espaco de

até 10 m, n&o prejudica as arvores dominantes e ainda forma um nucleo produtor de
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sementes. A Area de Producdo de Sementes Espacial (APSE) é formada a partir do
conjunto de nucleos produtores de sementes. Nesse sistema, os dois sexos tém
diferengas quanto a intensidade de selegéo, sendo o lado feminino 1:1000, ja o lado
masculino o valor é parecido ao de uma APS (até 10%).

Nesse contexto, o Pomar de Sementes por Mudas (PSM) é um plantio originado
de mudas advindas de sementes (MORI, 1998), e é formado apds o teste de progénies
com o desbaste dos individuos inferiores (PALUDZYSZYN FILHO, [S.d.]). Este pomar
€ valido se: ha a possibilidade de maior numero inicial de pais, originando uma base
genética mais ampla; a implantagéo é facil, principalmente quando as progénies sao
aldbgamas; a clonagem da espécie € dificil; dois ciclos de sele¢cao sdo completados em
uma execucao; a espécie tem florescimento precoce e os caracteres desejaveis se
manifestam na idade jovem (REIS, 2004).

E utilizado para a obtengdo de material genético superior, de forma ampla, o
Pomar de Sementes Clonal (PSC), onde este consiste em coletas de propagulos das
arvores superiores. Da mesma maneira que a APS, nao deve ter contato com pélen
externo. A principal vantagem dos pomares clonais € a precoce produgdo de
sementes, principalmente quando a enxertia € o método de propagacao (REIS, 2004).

Os beneficios da implementagdo do pomar de sementes clonal sido: os
genotipos superiores podem ser repetidos inumeras vezes para a obtengao de grande
quantidade de sementes; a chance de cruzamentos entre aparentados € quase nula;
e 0 pomar pode ser plantado no local mais acessivel, econdmico e produtivo. Além do
mais, o amadurecimento dos 6rgaos reprodutivos e, consequentemente, a produgao
de sementes inicia-se mais rapido que no pomar de sementes por mudas e apds o
teste de progénies, somente as arvores superiores sao utilizadas, pois os gendtipos
das arvores que produzem sementes de melhor qualidade sdo conhecidos (REIS,
2004).

2.4 SEMENTES DE 1,5 E 22 GERACOES
Segundo Foelkel (2011), pomares de sementes de 1,5 geragao sao formados

a partir de um desbaste seletivo dos pomares de 12 geracao, apds obtidos os

resultados dos testes de progénies, fazendo a remogao dos piores individuos e piores
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familias. Nesse sentido, para formar os pomares de 22 geragdo, também sao
realizados testes de progénies e, a partir dos resultados, os piores individuos do
pomar de 1,5 geracdo sdo desbastados e, a partir dos melhores, € formado o pomar
de 22 geragao. Portanto, é avangada sempre meia geragao.

Para a obtencédo de sementes de diferentes geragdes no pomar de sementes
por mudas, € realizado o plantio das melhores sementes para compor os pomares. Ja
para o pomar de sementes clonal, € realizado a clonagem dos melhores individuos e,
assim, os pomares de diferentes geragdes sdo formados (IPEF, 2005). Para o P.
taeda, a clonagem é realizada por micropropagagcao através da embriogénese
somatica (DIAS, 2013).

Em entrevista, Primon (2018)" proprietario do Viveiro Comercial Primon,
relatou que o tempo de crescimento médio das mudas de P. taeda € variavel no
municipio de Curitibanos, Santa Catarina, dependendo da semeadura. Entretanto,
considera-se entre cinco a oito meses até venda comercial, na qual estas sao
distribuidas no mercado com dezessete centimetros de altura. Ainda informou que

para aumentar a producao, trés meses seriam ideais para aproximar o custo beneficio.

2.5 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

A maior diversidade de bactérias € encontrada na rizosfera, por conta da
grande gama de compostos organicos disponibilizados pelas raizes das plantas
(GLICK, 1995).

As espécies de bactérias que sdo capazes de colonizar as raizes sao
chamadas de rizobactérias. Aquelas que sao benéficas para as plantas e de vida livre
no solo recebem o nome de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas -
RPCP (do inglés PGPR — plant growth-promoting rhizobacteria) (KOKALIS-BURELLE
et al., 2006) e também existem as que incrementam a producédo vegetal (YIB — yield-
increasing bacteria) (PIAO et al., 1992).

Segundo Gray e Smith (2005) existem dois conceitos para a classificagéo ou
divisdo das RPCPs:

TPRIMON, A. P. Entrevista concedida a Yanka Rocha Kondo. Curitibanos, 22 de fev. 2018.
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1. iIRPCPs — bactérias que s&o encontradas no interior das células dos vegetais
e que produzem noédulos, possibilitando a fixagao de nitrogénio em cultivares
que fazem parte da familia das fabaceas. As bactérias do género Rhizobium
sdo as mais utilizadas para estudo neste grupo, mas outros géneros também
pertencem a essa categoria, sendo estes: Allorhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium e Bradyrhizobium.

2. eRPCPs - séo as bactérias encontradas fora dos tecidos das raizes das
plantas (e que s se desenvolvem fora das células), sem a producédo de
nodulos, porém podem auxiliar o crescimento das plantas utilizando
substancias exclusivas ou pela producao de sinais. Sao incluidos neste grupo
bactérias dos géneros Serratia, Pseudomonas e Bacillus.

Devido ao seu potencial benéfico para varias espécies vegetais, as RPCPs
sao estudadas com frequéncia principalmente para as espécies anuais e de menor
porte, como o trigo, feijao, alface e abdbora, porém existem efeitos benéficos ja
comprovados em plantas perenes, como abeto e café (FREITAS; VILDOSO, 2004).
Além de promover o crescimento das plantas, o controle biolégico de fitopatdogenos
também é uma caracteristica das RPCPs, apresentando diferentes atuacdes nessas
condigcbes de estresse do vegetal (FREITAS; PIZZINATTO, 1991).

Para cultivares anuais, a utilizacdo das RPCPs é considerada vantajosa
quando ha acréscimo da matéria seca, pois ocasiona a diminuicdo do ciclo ou
aumento da produgao, variando conforme a planta (FREITAS et al.,, 2003). Para
plantas perenes, o beneficio proporcionado seria a diminuicdo do tempo em viveiro,
através da manipulagao do substrato, fazendo a desinfecgcdo do mesmo e inoculando
as RPCP de interesse, para diminuir a competi¢ao entre as bactérias (BORGES et al.,
2000). Além do mais, esse processo acarretaria na colonizagado da rizosfera e faria
com que a simbiose acontecesse o mais rapido possivel (CHANWAY et al., 2000;
STURZ; NOWAK, 2000). Nesse sentido, para Lemos (2009), os microrganismos
possuem importancia relevante em mudas de viveiro, pois diminuem o tempo de
producao e aumentam a capacidade de sobrevivéncia a campo.

Para o setor florestal, que possui o tempo de rotacdo longo quando
comparado ao agricola, a inoculagédo com rizobactérias normalmente ndo tem como

objetivo aumento diretamente na produgao de madeira. Porém, as mudas oriundas da
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inoculagdo com esses microrganismos podem apresentar reducao de doengas nos
primeiros anos e maior taxa de sobrevivéncia (MAFIA et al., 2007).

Estudos que avaliaram o aumento do crescimento em espécies arbodreas,
quando inoculadas com RPCPs, descrevem incremento de biomassa das mudas
(CHANWAY, 1997).

2.6 RPCPs do GENERO Bacillus

As bactérias do género Bacillus possuem caracteristicas de interesse para a
producado de inoculantes comerciais, pois produzem enddésporos, o que facilita o
manuseio e aplicacdo. Os enddsporos podem também ser utilizados em mistura com
defensivos, o que é favoravel para o manejo ecologico de doengas e pragas, produgéo
integrada e o sistema “approach”. Além disso, destaca-se a importancia desse género
na producdo de antibidticos (FREITAS; PIZZINATTO, 1991). As bactérias
pertencentes a esse género também podem produzir niveis de giberelinas altissimos,
sendo este um fitohorménio que induz efeitos benéficos no crescimento de galhos e
caules de diversas culturas (GRAY; SMITH, 2005).

As espécies de Bacillus produzem biofilmes que sao benéficos para as plantas
das quais a mesma estabelece simbiose (ALTAF et al., 2017). Essa relagdo harménica
ocorre devido ao glicocdlice, que apresenta como uma de suas fungbes o
reconhecimento entre as células e adesdo das mesmas, formando um emaranhado
de células unidas entre si, ou seja, uma camada de bactérias ligadas umas as outras.
Isso também é possivel devido a grande quantidade de carboidratos presentes nessa
regido, protegendo as células contra a desidratagdo, impedindo também que os
nutrientes saiam da planta (TORTORA et al., 2012).

Inoculantes de Bacillus podem ser utilizados de forma individual ou como co-
inoculantes, a exemplo quando inoculado com bactérias gram-negativas, como
Bradyrhizobium japonicum.

A inoculagdao com Bacillus sp. aumenta o crescimento de espécies como
tomate, amendoim e plantas perenes, como o Pinus sp. (SILVEIRA; FREITAS, 2007;
MAFIA et al., 2009). Zeriouth et al. (2014) descobriram que B. subtilis forma biofilmes

na rizosfera do meldo, o que suprime de forma eficiente os fitopatégenos. Xu et al.
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(2014) observaram que biofilmes de Bacillus cereus nas raizes de trigo também
participam da atividade de biocontrole da planta. Porém, os beneficios destas
espécies para o desenvolvimento de culturas florestais ainda permanece pobremente

estudado.

2.7 Bacillus subtilis

A espécie B. subtilis atua de forma benéfica para as plantas, pois além de
tornar disponiveis os nutrientes para as mesmas, atua na liberacao de fitohorménios
que auxiliam o crescimento, promovendo ainda o controle de nematoides e doencgas
em plantas (GRACAS et al., 2015).

Como exemplo do seu poder antagonista, Mazzuchelli e Araujo (2012),
utilizaram duas variedades de cana-de-agucar, comprovando que a utilizagcéo de B.
subtilis foi superior a testemunha, atuando como controlador biolégico dos nematoides
Meloidogyne sp. e Pratylenchus sp. no solo. A eficacia dessa bactéria foi semelhante
ao controle quimico com produto Carbofuran. Araujo e Cardozo (2011) também
estudaram a eficiéncia de B. subtilis como antagonista em solos infectados por
nematdides no cultivo da cana-de-agucar e vinhaca. Os autores confirmaram que o
tratamento com inoculagdo em suspensao aquosa proporcionou reducao relevante na
quantidade de ovos e nematdides juvenis nas raizes da cana-de-agucar e também
promoveu maior crescimento da planta.

Soria et al. (2012) isolaram quatro linhagens de B. subtilis e uma de
Burkholderia sp. de P. taeda para serem avaliados como agentes de controle biolégico
de Fusarium circinatum, causador da doenga cancro dos pinheiros. Como resultados,
todas as bactérias mostraram efeito antagonista no crescimento do patégeno, pois os

metabdlitos das bactérias reduziram em mais de 50% o crescimento do fungo.

Os referidos trabalhos, entretanto, ndo abordam o efeito da inoculagdo sobre
variaveis de crescimento em viveiro ou em funcao de diferentes caracteristicas de
melhoramento genético da planta, um aspecto importante dentro da silvicultura em

nivel nacional e mundial.
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2.8 Bacillus amyloliquefaciens

Assim como o B. subtilis, o B. amyloliquefaciens também faz parte das RPCPs
do género Bacillus, onde ambas as espécies possuem beneficios simbidticos
semelhantes. Entretanto, comparada a B. subtilis, esta espécie é pouco estudada
tanto no setor agricola como florestal, obtendo apenas alguns trabalhos publicados
para as plantas anuais, principalmente como antagonista de fitopatdgenos.

Em alguns estudos relatados como controle biolégico, Mascia (2017) utilizou
inoculantes de B. amyloliquefaciens e Trichoderma harzianum no manejo dos
nematoides Pratylenchus brachyurus e Helicontylenchus sp. em plantios de soja.
Ocorreu a redugao do numero de nematdides quando aumentadas as doses de B.
amyloliquefaciens nas raizes da planta. A inoculagao com B. amyloliquefaciens neste
estudo apresentou-se como um método eficiente de controle bioldgico visando a
diminuicao das lesbes radiculares.

Outro exemplo de controle bioldgico foi demonstrado por Yuan et al. (2014).
Os autores comprovaram que B. amyloliquefaciens atua no controle bioldgico de
Fusarium, causador da murcha da bananeira. Yuan et al. (2013) também
demonstraram o efeito antagonista de B. amyloliquefaciens através da produgao de
metabdlitos que diminuiram a incidéncia da murcha de Fusarium existente na
bananeira. Raval e Desai (2015) isolaram 27 bactérias pertencentes ao género
Bacillus sp. da rizosfera de plantas de girassol. Dentre os resultados constatados
pelas RPCP, a atividade antagbnica destas se sobressaiu em relagdo a Fusarium,
Aspergillus, Curvularia e Helminthosporium.

A quantidade limitada de trabalhos com B. amyloliquefaciens, principalmente
no setor florestal, dificulta a comparacao de resultados em trabalhos e a eficacia da
utilizacdo de inoculantes da espécie, pois os dados existentes até o momento ainda
sdo poucos quando comparados a outros trabalhos com o uso de RPCPs. Da mesma
maneira que o observado para B. subtilis, ainda existe uma lacuna de estudos que
demonstre o efeito destes microrganismos no crescimento de mudas submetidas a

diferentes graus de melhoramento genético.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido em condi¢gdes de viveiro na empresa Primon,
localizada no municipio de Curitibanos, Santa Catarina (Latitude: 27° 16’ 60” Sul,
Longitude: 50° 35’ 7” Oeste), Brasil, entre os meses de fevereiro de 2018 a margo de
2019. O clima do municipio é classificado como Cfb Subtropical umido, de acordo com
Kdppen e Geiger, com verdes amenos (KOPPEN, 1931).

A inoculagdo ocorreu em duas ocasides: na semeadura e pos emergéncia,
constituindo dois experimentos distintos.

Foram empregadas duas geragbes de sementes de P. taeda: 1,5 e 22, as
quais foram doadas pelo Viveiro Primon Mudas Florestais. As sementes eram
oriundas do Viveiro Comercial Rigesa — WestRock.

Além das sementes melhoradas geneticamente, foram utilizadas duas
espéecies de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas: Bacillus subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens. As bactérias foram fornecidas na forma de inoculantes
liquidos pela empresa Total Biotecnologia, localizada no municipio de Curitiba,
Parana.

Os inoculantes B. amyloliquefaciens e B. subtilis originalmente possuiam a
concentragdo de 1,87x10% e 6,6x108 UFC/mL, respectivamente. Para que ambos
fornecessem a mesma concentracdo de 135.000.000 UFC/g substrato apds a
inoculagao, cada inoculante foi misturado com agua. Foi aplicada a quantidade de 1,5
mL por tubete para ambos experimentos e esta dose resultou na concentragdo de
135.000.00 UFC/g substrato.

O substrato utilizado foi o Carolina Soil®, onde este continha na sua
composi¢cao de fabrica casca de arroz torrefada, Vermiculita expandida, Perlita
expandida e Turfa de Sphagnum, sendo o mesmo classificado como de baixa
densidade e com grande rendimento, facilitando o manejo e saque das mudas em
diferentes espacos e recipientes de plantio. A superacao da dorméncia das sementes
foi realizada através de imersdo em agua por 24 horas e exposi¢ao a 5 °C durante 50
dias, conforme estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2009).



26

A semeadura foi realizada de forma a alocar 3 sementes por tubete a 3 cm de
profundidade. As mudas foram cultivadas em tubetes cénicos de plastico, previamente
desinfetados, com capacidade de 50 cm?.

O raleio foi realizado apds as mudas terem atingido 5 cm de altura. Em cada
tubete apenas uma muda permaneceu, sendo esta a mais vigorosa e central.

Os experimentos foram conduzidos em fatorial 2x3 inteiramente casualizado.
O fator 1 consistiu na geragcédo de sementes e o fator 2 nos tratamentos de inoculagao.
O fator 1 continha dois niveis: sementes de 1,5 e 22 geracdo. Para o fator 2, trés
tratamentos de inoculagédo foram testados: testemunha (sem inoculagéo), inoculagao

com B. amyloliquefaciens e inoculagdo com B. subtfilis.

3.1 EXPERIMENTO 1: INOCULACAO NO SUBSTRATO

Para compor o experimento 1, foram avaliadas cinquenta repeti¢cdes (para
compor um numero de repeti¢cdes suficiente para a estatistica e garantir que, mesmo
apos a possivel mortalidade de algumas mudas, haveriam amostras suficientes para
as avaliagbes), de acordo com o delineamento experimental anteriormente detalhado.

Primeiramente, o substrato foi colocado na bandeja para posterior inoculagao
(Figura 1). Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta, o volume do inoculante que
estava diluido em agua foi aferido (Figura 2) e adicionado ao substrato (Figura 3).
Concomitantemente a adi¢&o, o substrato foi extensivamente homogeneizado.

As mudas permaneceram no viveiro por 150 dias recebendo irrigacéo e

demais tratos culturais oriundos dos cuidados dos funcionarios da empresa.
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Figura 1 — Substrato alocado na bandeja de plastico (2500 mL) para posterior
inoculacao.

Fonte: O Autor (2018).

Figura 2 — Inoculante de Bacillus subtilis diluido em agua nao autoclavada (150 mL),
pronto para ser utilizado.

Fonte: O Autor (2018).
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Figura 3 — Adicao do inoculante Bacillus subtilis (150 mL) diluido ao substrato de
semeadura por pipetagem. -

Fonte: O Autor (2018).

A coleta de dados ocorreu aos 120 e 150 dias apds a semeadura, totalizando
duas coletas de dados. Para a avaliagao da altura da parte aérea foi utilizada uma
régua alinhada no nivel do tubete, sendo a muda medida até a ultima acicula (Figura
4). Ja para a avaliagao do diametro, este dado foi coletado com o auxilio de um

paquimetro digital, sendo o mesmo alocado ao nivel do tubete (Figura 5).

Figura 4 — Afericao da altura de mudas de Pinus taeda, compreendendo a distancia
entre a borda do tubete e a ultima acicula expandida.

Fonte: O autor (2019).
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Figura 5 — Afericdo do diametro de coleto de mudas de Pinus taeda, tomando-se
como referéncia a borda do tubete.

Fonte: O autor (2019).

Aos 150 dias apds a semeadura, as mudas foram também avaliadas quanto
ao volume radicular e massas de parte aérea e de raiz (tanto frescas e secas).

Inicialmente, separou-se a parte aérea das raizes (Figura 6) com auxilio de
uma tesoura. Para a mensuragdo do volume radicular, as raizes foram
cuidadosamente separadas do substrato aderido e colocadas em uma proveta
contendo volume de agua conhecido. A quantidade de agua deslocada pelas raizes
correspondeu ao volume radicular (Figura 7).

Em seguida, a pesagem de ambas partes frescas (aérea e radicular) foi
realizada. Posteriormente, as partes foram alocadas para secar em uma estufa de
circulagao for¢cada de ar a 65°C por sete dias. Apds a secagem (Figura 8), as partes
aéreas e radiculares das mudas foram novamente submetidas a pesagem, resultando
em valores de massa das partes secas.

ApoOs a obtengado dos valores de massa de raizes secas (MRS) e de parte
aérea seca (MPAS), o valor de massa total da planta seca (MTS) foi calculado pelo
somatorio das massas citadas. Em seguida, foi realizado o calculo de indice de
Qualidade de Dickson (IQD). Para a determinagao do mesmo, foram utilizados os
dados de altura, didametro do caule, massa da parte aérea seca e massa radicular
seca, segundo Dickson et al. (1960).
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Para a realizacdo das analises estatisticas, o software R foi utilizado,
aplicando-se anadlise de variancia simples (ANOVA) seguida do teste de Tukey
(p<0,05).

Figura 6 — Corte realizado na muda para separar a parte aérea das raizes.

Fonte: O autor (2019).

Figura 7 — Proveta com agua, utilizada para estimar o volume radicular pelo método
de deslocamento de volumes (A); e proveta contendo agua e raizes. O volume de
agua deslocado pelas raizes corresponde ao volume radicular (B).

Fonte: O autor (2019).
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Figura 8 — Aspecto da muda apds sete dias em estufa para determinagéo da massa
de parte aérea e raizes secas.

Fonte: O autor (2019).

3.2 EXPERIMENTO 2: INOCULAGAO POS EMERGENCIA

Para o experimento 2, o mesmo delineamento experimental descrito no item
3.1. foi adotado, porém foram avaliadas vinte e cinco repeticbes. Para esse
experimento o numero de repeticdes foi menor devido ao fato das mudas ja estarem
vigorosas, o que diminui a taxa de mortalidade destas, ndo sendo necessario elevado
numero de repeticoes.

A inoculagao ocorreu ap6s 120 dias de emergéncia das mudas. Nesta etapa,
cada tubete continha apenas uma muda. A altura de todas as plantas foi padrozinada
para 13,0 cm (Figura 9).

Os inoculantes foram pipetados dentro do substrato, na regido proxima ao
colo da muda (Figura 10). A aplicagdo destes ocorreu utilizando-se pipetas
previamente esterilizadas, a uma profundidade de aproximadamente 3 cm no interior
do tubete. As mudas do tratamento testemunha n&o foram inoculadas.

As mudas inoculadas po6s emergéncia permaneceram 180 dias no viveiro.
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Figura 9 — Mudas de Pinus taeda com trés meses, no momento da implantagao do
experimento.

Fonte: O Autor (2018).

Figura 10 — Inoculagéo diretamente no tubete, realizada aos 120 dias apos a
eme(gégcia.

Fonte: O Autor (2018).

Aos 120, 150 e 180 dias apds a emergéncia foram mensuradas a altura das
pléntulas e o didmetro de coleto, totalizando trés coletas de dados.
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As mesmas avaliagdes supracitadas no experimento 1 foram realizadas para

0 experimento 2.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: INOCULACAO NO SUBSTRATO

Aos 120 dias apds a semeadura n&o houve interagdo entre geragdes de
sementes e espécies de Bacillus para a altura das plantas. Porém, houve efeito das
geracgdes de sementes no didmetro. Nesta variavel, as sementes de 1,5 geragao
apresentaram maiores médias (0,11 mm) comparadas com as de 2,0 geracao (0,08
mm) (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito do fator geragao de sementes no didametro de mudas de Pinus
taeda aos 120 dias apos a semeadura.

Geragoes Diametro (mm)
1,5 0,11 AM
2,0 0,08 B

™: Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Aos 150 dias apds a semeadura, houve efeito de interacao sobre a altura das
mudas. A geragao 1,5 promoveu maior valor de altura sem inoculagao (Tabela 2). Ja
em relagdo a inoculagéo, o B. amyloliquefaciens nas sementes de 22 geragao foi a

pratica mais favoravel para esse parametro.

Tabela 2 — Efeito da interagao entre as diferentes geracdes de sementes e a
inoculagao na altura de mudas de Pinus taeda aos 150 dias apOs a semeadura.
Geragoes Testemunha B. amyloliquefaciens B. subtilis

1,5 15,78 AT() 14,76 *t 14,58 *t
2,0 12,97 Bb®@ 15,60 *a 13,41*b
: Médias néo significativas na linha, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
*. Médias nao significativas na coluna, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
(): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(2): Médias seguidas de letras minusculas distintas, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

O fator inoculagao teve efeito significativo para o didmetro. A inoculagdo com
B. amyloliquefaciens promoveu um acréscimo de 0,09 cm em relagédo a testemunha
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito do fator inoculagao no didmetro de mudas de Pinus taeda aos 150
dias apos a semeadura.
Inoculagdo  Didmetro (mm)

Testemunha 1,82 AB("
B. amyloliquefaciens 1,91 A
B. subtilis 1,73 B

(): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Ainda aos 150 dias apds a semeadura, para a analise das massas, constatou-
se efeito de interagao entre os dois fatores para a massa de parte aérea fresca e seca.
Para a massa de parte aérea fresca, as plantas oriundas de sementes de 1,5 geragao
quando n&o inoculadas apresentaram 1,16 g de massa em comparagado plantas

geradas a partir de sementes de 22 geragao, com 0,96 g (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito da interagao entre as diferentes geracdes de sementes e a
inoculagao sobre a massa de parte aérea fresca (g) de mudas de Pinus taeda aos
150 dias apds a semeadura.

Geragoes Testemunha B. amyloliquefaciens B. subtilis
1,5 1,16 Aa(") 1,10 *ab® 0,92 *b
2,0 0,96 Bt 1,12 %t 1,06 *t

T: Médias néo significativas na linha, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
*: Médias nao significativas na coluna, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
(™): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(2); Médias seguidas de letras minusculas distintas, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Para a massa de parte aérea seca, as sementes de 1,5 geragédo apresentaram
melhores resultados quando ndo inoculadas. Ja as sementes de 22 geragao obtiveram
a massa da parte aérea seca aumentada em 28% quando inoculadas com B.

amyloliquefaciens (Tabela 5).
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Tabela 5 — Efeito da interagao entre os fatores inoculagédo e geragcado de sementes
sobre a massa de parte aérea seca (g) de mudas de Pinus taeda aos 150 dias apos
a semeadura.

Geragoes Testemunha  B. amyloliquefaciens B. subtilis
1,5 0,38 Aa( 0,37 *ab(? 0,29 *b
2,0 0,29 Bb 0,37 *a 0,33 *ab

*; Médias nao significativas na coluna, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
(): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna,diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(2): Médias seguidas de letras minusculas distintas, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Tratando-se do indice de qualidade de Dickson (IQD) e volume radicular, ndo
houve interacao entre os fatores analisados e nem efeito isolado. A média geral do

experimento foi de 0,056 e 96,1 mL, respectivamente.

4.2 EXPERIMENTO 2: INOCULACAO POS EMERGENCIA

Em relagao a altura, constatou-se efeito de interacao em todas as coletas de
dados realizadas (Tabela 6). Aos 120 e 150 dias apds a emergéncia das mudas, a
altura de plantas oriundas das sementes de 1,5 geragao foi maior com a inoculagao
de B. amyloliquefaciens comparada a testemunha, apresentando ganhos de 8,44% e
10,8%, respectivamente. Ao considerar-se as sementes de 22 geragéo, a inoculagéo

nao promoveu beneficios nessa variavel ao longo das trés coletas.
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Tabela 6 — Efeito da interagao entre as diferentes geragdes de sementes e a
inoculagao na altura mudas de Pinus taeda ao longo de todo o experimento.

120 dias ap6s a emergéncia
Geragoes Testemunha  B. amyloliquefaciens B. subtilis

1,5 13,05 Bb(™ 14,19 *a@ 13,61 Bab

2,0 15,39 Aa 14,47 *b 15,58 Aa
150 dias apdos a emergéncia

1,5 13,18 Bb 14,60 *a 13,89 Bab

2,0 15,70 Aa 14,62 *b 15,72 Aa
180 dias apd6s a emergéncia

1,5 13,67 Bb 15,01 *b 14,50 Bab

2,0 16,77 Aa 15,18 *a 16,02 Aab

*: Médias nao significativas na coluna, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
™): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(2); Médias seguidas de letras minusculas distintas, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Em relagdo ao diametro, aos 120, 150 e 180 dias apds a emergéncia das
mudas, houve efeito significativo apenas das diferentes geragbes de sementes.
Mudas das sementes de 1,5 geragcdo apresentaram as maiores meédias em todas as
avaliagdes, com um ganho de até 0,47 mm em relagdo as sementes de 22 geragao
(Tabela 7).

Tabela 7 — Efeito do fator geragcao de sementes no didmetro das mudas de Pinus
taeda ao longo de todo o experimento.

Didmetro (mm)

G - 120 dias apos a 150 dias apods a 180 dias apods a
eracoes n N .
emergéncia emergéncia emergéncia
1,5 266 AM 2,75 A 2,98 A
2,0 2,19B 2,46 B 2,83 B

(): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Nos resultados encontrados para a analise de massas aos 180 dias apds
emergéncia, houve efeito apenas sobre a massa de raizes secas. As sementes de 1,5
geragao apresentaram ganhos de 0,13 gramas (ou seja, 60%) quando inoculadas com

B. amyloliquefaciens em comparagao a testemunha (Tabela 8).



38

Tabela 8 — Efeito da interagédo entre os fatores inoculagédo e geragcado de sementes
sobre a massa de raizes secas (g) de mudas de Pinus taeda aos 180 dias ap0s a

emergéncia.
Geragoes Testemunha B. amyloliquefaciens B. subtilis
1,5 0,22 *p? 0,35 *a 0,28 *ab
2,0 0,29 *t 0,29 *t 0,27 *t

T: Médias nao significativas na linha, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
*; Médias nao significativas na coluna, a ANOVA a 5% de probabilidade de erro.
(2): Médias seguidas de letras minusculas distintas, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Finalmente, para o indice de qualidade de Dickson (IQD), o fator inoculagao
foi significativo, onde a inoculagdo com B. amyloliquefaciens proporcionou a maior

meédia (0,13) comparada a testemunha (Tabela 9). Essa diferenga corresponde a um

IQD 30% maior que foi obtido com a inoculagdo de sementes.

Tabela 9 — Efeito do fator inoculagdo sobre o indice de Qualidade de Dickson de
mudas de Pinus taeda aos 180 dias apos a emergéncia.

Inoculagao QD
Testemunha 0,10 BM
B. amyloliquefaciens 0,13 A
B. subtilis 0,11 AB

(™): Médias seguidas de letras mailsculas distintas, dentro da mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: O autor (2019).

Assim como para o experimento 1, para o volume radicular ndo houve

interagdo entre os fatores analisados e nem efeito isolado. A média geral desta
variavel foi de 41,45 mL.
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5 DISCUSSAO

Apesar de alguns estudos reportarem efeitos benéficos de rizobactérias
associadas ao Pinus (BARRIUSO et al., 2008; BRUNETTA et al., 2010; SANTOS et
al., 2018), nenhum trabalho havia analisado seu efeito associado a diferentes
geragdes de sementes de P. taeda até o momento. Esse estudo ressalta a importancia
da inoculacdo para a area florestal, visto que a espécie representa importancia
significativa para a economia do pais.

Para a inoculagdo no substrato, as sementes de 1,5 geragédo foram as que
mais promoveram ganhos em altura. Ja para a inoculagdo em pos-emergéncia, a
semente de 22 geracao foi a que mais incrementou o crescimento em altura das mudas
de P. taeda, provavelmente em virtude da superioridade genética das matrizes
oriundas dessa geragao. Os dados apresentados sdo promissores para a diminuigéo
do periodo inicial das mudas de P. taeda em viveiro, o que consequentemente pode
melhorar a adaptagdo ao campo e acelerar o ciclo de desenvolvimento.

Estes resultados podem estar ligados a superioridade das sementes
melhoradas visando a altura de mudas. De fato, alguns dos primeiros testes de
progénies realizados no pais, possuiam como objetivo principal a obtengdo de
sementes oriundas das melhores matrizes para melhor desempenho em altura, como
o estudo realizado pela EMBRAPA na década de 80. Estima-se que o ganho a cada
geragao seja de 5% a mais para esta caracteristica em relagdo a geragao anterior
(EMBRAPA, 2011).

De acordo com Souza (2015), a selecao da variavel altura, além de aumentar
0s ganhos para esta caracteristica, ainda ocasionam melhoramento para diametro e
fuste no plantio. O rapido crescimento em altura também é explicado por Villacorta et
al. (2015), que afirmam que o P. taeda é bem adaptado a uma gama variedade de
sitios, sendo altamente responsivo a silvicultura. Parte dessa adaptacgao € oriunda de
programas de melhoramento genético tradicionais da espécie, com a selegao voltada
principalmente para o crescimento rapido, aumento em didmetro e resisténcia a
doengas. Nesse sentindo, Paludzyszyn Filho ([S.d]) afirma que um pomar de 22
geracao pode obter acréscimos em produtividade entre 10% a 20% maior que o pomar
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de 1,5 geracéo, produzindo 5 a 6 m®ha/ano a mais em matéria-prima, o que poderia
antecipar o corte em um ano, sem perder em produtividade.

A altura foi também favorecida pela inoculacdo com B. amyloliquefaciens,
principalmente quando o inoculante foi aplicado em pds-emergéncia em mudas
oriundas de sementes de 1,5 geracdo. Beneficios da inoculagdo sobre essa variavel
também ja foram registrados por outros autores.

Brunetta et al. (2010) comprovaram a promogéo de 10 a 16% de crescimento
em altura de mudas de P. taeda quando no substrato foram inoculadas RPCP. Jang
et al. (2018) analisaram o efeito da inoculagdo com B. subtilis em espécies perenes.
Como resultados, obtiveram aumento de 62% da altura das mudas de espécies de
Populus e biomassa total em 37% apds 120 dias a partir da inoculacédo com B. subtilis.
Para o Eucalyptus, resultados satisfatorios também foram encontrados por Moreira e
Araujo (2013), onde cinco isolados de Bacillus sp. foram selecionados como
vantajosos para o crescimento do género. Para culturas anuais, Szilagyi-Zecchin et
al. (2015), verificaram a eficacia de B. amyloliquefaciens na produgdo de mudas de
tomate. Os autores observaram estimulo de crescimento da parte aérea em 47,7% e
15,5% para a cultivar Santa Clara e Cereja, respectivamente.

Em contrapartida, Santos et al. (2018), através da inoculagdo com B. subtilis
em P. taeda constataram que a altura nao sofreu efeito dos tratamentos ao longo de
todo o experimento, independente de o inoculante ser aplicado no substrato ou em
pos-emergéncia, utilizando a mesma dosagem citada no presente trabalho.

A acao das rizobactérias sobre a variavel altura €, em grande parte, explicada
pelos autores através da sua agcdo como biofertilizante, facilitando a absor¢ao de
macronutrientes essenciais. Além do mais, estas ainda atuam no aumento da taxa
fotossintética da planta, pela producdo de compostos inddlicos e sideréforos,
estimulando o crescimento de parte aérea (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2015; JANG et
al., 2018).

A inoculagdo com B. amyloliquefaciens foi favoravel para o didmetro quando
realizada no substrato, independente da geracdo de sementes. O mesmo foi
observado por Barriuso et al. (2008). Os autores registraram até 4 mm a mais de
crescimento em didmetro das mudas inoculadas quando comparadas as né&o

inoculadas.
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Para o crescimento em diametro de mudas inoculadas em pds-emergéncia as
sementes de 1,5 geragcdo foram as que mais incrementaram esse parametro. Nessa
circunstancia, a inoculagdo n&o foi um fator de grande influéncia, a exemplo do
observado por Santos et al. (2018). Os autores constataram que o diametro das
mudas de P. taeda nao sofreram efeitos da inoculagdo com B. subtilis.

Os resultados apresentados no presente trabalho comprovam a superioridade
do material genético das sementes de 1,5 geracéo. De acordo com a Embrapa (2011),
testes de progénies foram instalados na década de 80 visando a obtenc&o de
sementes das matrizes de melhor desempenho no que se refere ao didmetro. Desde
entdo, os Pomares de Sementes por Mudas (PSM) sdo os responsaveis pelo
fornecimento de sementes com genética superior.

Assim como a altura, o maior crescimento em didmetro das mudas
consequentemente pode acarretar em menor tempo destas em viveiro, tornando a
questdao custo beneficio mais atrativa para os produtores, diminuindo até,
aproximadamente, quatro semanas a permanéncia das mudas em viveiro

O acréscimo em massa das mudas foi destacado pela inoculagdo com B.
amyloliquefaciens, tanto em substrato como em pds emergéncia. Resultados similares
foram encontrados por Diaz et al. (2009) que verificaram que tanto as cepas de B.
subtilis e B. amyloliquefaciens foram capazes de produzir um efeito de enraizamento
em mudas de Eucalyptus globulus. Além disto, estimularam o desenvolvimento de
raizes e incrementaram a biomassa de raizes. Brunetta et al. (2010) constataram que
a inoculacéao de P. taeda com isolados de Bacillus sp. aumentou em 22,45% a massa
de parte aérea seca. Santos et al. (2018) também obtiveram valores satisfatérios com
a inoculacao de B. subtilis em P. taeda, atingindo ganhos de 33,1% para massa de
parte aérea seca em relagdo as mudas nao inoculadas. Esses trabalhos confirmam o
potencial de espécies do género Bacillus em serem recomendadas para produgao de
massa das mudas e, consequentemente, melhor crescimento.

Além dos resultados benéficos da inoculagao com Bacillus comprovados para
o P. taeda, a inoculacdo em mudas de Eucalyptus também é uma ferramenta viavel,
conforme estudos publicados por Raasch et al. (2013). Os autores observaram que a

inoculagdo com B. subtilis resultou em aumento de 53,2% em emissado de raizes;
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incrementos na biomassa do sistema radicular e da parte aérea que variaram entre
45,9 e 45,1%, respectivamente.

Para culturas anuais, como o tomate, as rizobactérias também possuem
relevante importancia. Um exemplo foi constatado por Stavropoulou (2011) que
avaliou o efeito de tolerancia da planta em conjunto com B. subtilis. A inoculagéao
demonstrou uma ac¢ao de aumento de 20% das massas de parte aérea e raizes fresca
e seca.

Para os valores de IQD encontrados no presente estudo, resultados similares
foram encontrados por Santos et al. (2018) em mudas de P. taeda inoculadas com B.
subtilis. O 1QD foi maior tanto na inoculagdo no substrato (0,34) como apods a
emergéncia das mudas (0,30), com médias superiores a testemunha (0,22). Valores
semelhantes para a mesma espécie arborea estudada também foram obtidos por
Rossi et al. (2008), com IQD variando de 0,10 a 0,18. Ja Brunetta et al. (2010)
encontraram valores superiores de IQD em mudas de P. taeda, onde estes variaram
de 0,19 a 0,61.

Os resultados encontrados para o IQD em mudas de P. taeda inoculadas com
B. amyloliquefaciens sugerem que a relacao simbidtica, além de influenciar o
crescimento inicial, também pode aumentar a chance de sobrevivéncia destas a
campo. Esse fato é de suma importancia para diminuir a mortalidade das mudas e,
consequentemente, o valor de replantio. A inoculagdo, quando realizada em pés
emergéncia, promoveu 30% a mais de IQD para mudas de P. taeda, o que ressalta o
potencial de B. amyloliquefaciens como promotora de crescimento vegetal.

Grande parte dos resultados encontrados no presente estudo pode estar
ligado a superioridade dos gendtipos das sementes utilizadas visando caracteristicas
de interesse desde a fase de muda de P. taeda. Para Golle et al. (2009), o
melhoramento genético florestal através de diferentes estratégias € de suma
importancia para a obtengao do aumento da produtividade.

A importancia de sementes geneticamente melhoradas é destacada pelo
avango do melhoramento genético no Brasil. Segundo Grattapaglia et al. (2014),
pomares de sementes clonais de P. taeda de primeira geragao resultam em um
aumento de 12% no crescimento em volume de madeira. Outros aumentos

significativos no ganho genético sdo descritos pelos autores para os Pomares de
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Sementes por Mudas (PMS) fornecedores de sementes de 1,5 geragdo. Estes
pomares em conjunto aos pomares de segunda geragao sao atualmente as principais
fontes de sementes geneticamente superiores no Brasil.

A inoculagao de P. taeda com espécies de Bacillus também pode favorecer a
sobrevivéncia das mudas, pois a rizobactéria também possui potencial de protecao
contra estresse ambiental. Esse aspecto nao foi avaliado no presente estudo, porém
deve ser investigado. Estes et al. (2004) demonstraram que mudas de P. taeda
inoculadas com B. subtilis ou Paenibacillus macerans expostas a ozénio em diferentes
concentragdes, obtiveram 65% menor lesao foliar em comparacéo as nio inoculadas.

Hui et al. (2018) analisaram o efeito adsorvente do biofilme produzido por B.
amyloliquefaciens e os resultados indicaram que os ions nitrito foram adsorvidos no
biofilme da rizobactéria. Assim, a inoculagao pode ser uma importante ferramenta para
a remocao de nitritos de aguas. Esta condigdo pode ser aplicada a regides em que a
agua de irrigacao para as plantas esta contaminada, onde a inoculagao seria benéfica
para estas.

Apesar de crescente a demanda por mudas de P. taeda de qualidade a nivel
mundial, poucos trabalhos cientificos estudam técnicas silviculturais destinadas a
esse ponto. O presente trabalho sugere a inoculagdo como um método para
incrementar o crescimento das mudas em viveiro, melhorando a qualidade das
mesmas. Todavia, mais experimentos devem ser realizados para comprovar a eficacia

dessa técnica, tanto em nivel nacional como internacional.
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6 CONCLUSOES

A inoculagdo de sementes de 1,5 geracdo no substrato ndo acarreta em
ganhos de crescimento e desenvolvimento das mudas de Pinus. Entretanto, a
inoculagao com B. amyloliquefaciens em sementes de 22 geragao no substrato resulta
em maior crescimento das mudas, com base na altura e produ¢ado de massa de parte
aérea seca.

A inoculagao pés emergéncia com B. amyloliquefaciens em sementes de 1,5
geracao afeta positivamente a altura e o didametro de mudas de Pinus. Além do mais,
a rizobactéria ainda fornece ganho altamente relevante no IQD. Uma vez que os dois
fatores avaliados apresentam resultados satisfatorios, podem ser adotados como

pratica silvicultural para o crescimento inicial de mudas de P. taeda.
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