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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar bactérias associadas a diferentes gendtipos e
clones de Eucalipto. Foram realizados trés isolamentos: o primeiro com mudas com idade de
100 dias de Eucalyptus urophylla clone AEC144; o segundo com plantas de 190 dias dos
clones AEC144 (E. urophylla) e 1528 (E. urograndis); e o terceiro com plantas de 130 dias de
E. urophylla. Para o isolamento, amostras de 10g de raiz com solo aderido e 10 g de folha,
foram coletadas, depois realizada diluigio seriada de 102 a 10”. Aliquotas de 100 pL, foram
colocadas em triplicata em frascos de penicilina contendo os meios semissolidos isentos de
nitrogénio: NFb, JNFb, IMV, LGI. A quantificagdo das bactérias foi realizada pela técnica do
nlmero mais provavel.
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nitrogénio.

1 INTRODUCAO

Conhecer a populacdo de bactérias benéficas associadas a cultura que esta sendo estudada
é essencial, pois, é possivel mensurar em qual etapa do crescimento da planta essas bactérias
estardo interferindo, e quais bactérias serdo utilizadas para determinados processos.

Nesse contexto, a etapa de isolamento e caracterizacdo dessas bactérias faz-se necessario,
pois cada cultura tem um grupo de bactérias que preferencialmente se associam a ela, seja
pelo tipo de exsudato produzido, pH, aeracdo, componentes quimicos do solo ou outras
popula¢bes microbianas que se encontram aderidas aquela planta.

O eucalipto é uma cultura com grande importancia econémica, principalmente por sua
grande diversidade de produtos (REMADE, 2001; GOMIDE et al., 2010; ARAUJO et al.,
2010; VIVAN et al., 2011), entretanto os estudos voltados a microbiologia do solo séo
bastante escassos sendo importante mensurar estas bactérias e seu papel na associagdo com o
eucalipto. Em vista disso, sdo necessarias pesquisas que busquem explorar mais o estudo da
diversidade e fungdes dessas bactérias que, possivelmente, sdo influenciadas pelos gendtipos
na cultura do eucalipto.

Por conseguinte, 0 objetivo deste trabalho foi isolar e quantificar bactérias promotoras de
crescimento de plantas em diferentes gendtipos e clones de plantas de eucalipto.

2 MATERIAL E METODOS



O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia do Solo da UESB -
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, onde foram realizados trés experimentos de
isolamento de bactérias na cultura do eucalipto.

O primeiro experimento teve inicio em 03 de dezembro de 2015, quando foram
utilizadas mudas de Eucalyptus urophylla clone AEC144 com idade de 100 dias; o segundo
foi realizado em 21 de fevereiro de 2016, com plantas com idade de 190 dias de Eucalyptus
urophylla clone AEC144 e E. urograndis clone 1528; e o terceiro foi realizado em 18 de
agosto de 2016, com plantas com idade de 130 dias de E. urophylla clone AEC144.

O processo de isolamento das bactérias foi realizado igualmente para todos os trés
experimentos, entdo, as mudas e plantas de eucalipto foram desinfestadas superficialmente em
agua corrente e, em seguida, com agua destilada, para eliminacdo dos residuos do solo. As
plantas foram separadas em raiz e parte aérea. As amostras foram fragmentadas pesando-se
10g. Em seguida, foram trituradas em liquidificador com 90 mL de solucdo salina, a fim de
obter uma solugéo na concentragdo 10,

Posteriormente, realizaram-se diluicdes seriadas de 102 a 107, transferindo-se 1 mL
da suspensdo de cada diluicdo para tubos de ensaio, diluicBes, aliquotas de 0,1mL, foram
inoculadas em triplicata, em frascos de vidros de penicilina contendo 5 mL dos meios
semissolidos livres de nitrogénio (N): JNFb para Herbaspirillum spp., NFb para Azospirillum
spp. JMV para Burkholderia spp., LGI para A. amazonense.

Os frascos foram incubados a 30°C, por cinco dias, apos esse periodo, foram considerados
positivos para contagem aqueles que desenvolveram uma pelicula aerotéxica tipica, proxima
da superficie do meio. A contagem da populacdo de bactérias diazotroficas foi realizada pela
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando a tabela de McCrady para trés repeticdes
por diluicdo (DOBEREINER et al., 1995).

Os meios que formaram peliculas caracteristicas foram repicados para novos meios
semissalidos, até formacdo de nova pelicula. Em seguida, foram riscadas em placas de Petri,
em meios solidos especificos e em meio sélido batata, incubadas em estufa a 30°C, por cinco
dias, a fim de identificar a purificacdo dos isolados. Quando purificados, os isolados foram
estocados em meio de cultura batata, adicionados ao meio de cultura 6leo mineral estéril, e
estocados para posteriores caracterizagoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento bacteriano em diferentes genétipos

Houve formacdo de pelicula caracteristica nos meios semissolidos NFb e JNFb nas
folhas e raiz de eucalipto, em todos os isolamentos, demonstrando a presenca de bactérias
diazotroficas. Entretanto, no 2° isolamento para E. urograndis, nos meios JMV e LGI, em
folha e raiz, respectivamente, ndo houve formacéo da pelicula (Tabela 1).

E possivel observar pela média geral, que a populacdo de bactérias foi superior no
isolamento realizado com a raiz das plantas; somente no meio JNFb que a populacdo de
bactérias na folha foi superior (Tabela 1).



Tabela 1: Populacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal isoladas de eucalipto em
diferentes genotipos.

NMP
Isolamento NFb JNFb JMV LGI
F R F R F R F R
E.urophylla  4,5x10° 4,5x10° 2,5x10° 2,5x10° 1,5x10° 2x10° 9,5x10*> 4,5x10*
E. urophylla 1,1x10%2 1,4x10° 1,4x10%° 4,5x10* 1,1x102 3x10* 4,0x10'  1,4x107
E.urograndis  9,0x10'  9,5x10°  4,0x10'  4,5x103 0 4,5x10°  2,5x10° 0
E.urophylla  4,5x10° 9,5x10* 9,5x10° 9,5x10* 15x10°  2x10° 2,5x10®° 9,5x10°
Média geral 2,3x10° 1,73x10° 3,5x10° 9,8 x10* 7,7x102 1,08x10° 1,49x10%®  3,78x10°

*NMP: nimero mais provavel; F: folha; R: raiz.

Houve o maior nimero de isolados no primeiro isolamento com mudas com idade de 100
dias de E. urophylla (clone AEC144), sendo 7 isolados de raiz e 6 das folhas, nos demais
isolamentos, todos foram de raiz, totalizando 19 isolados de eucalipto (Tabela 2), sendo deste
total, 9 isolados de JNFb (similares Herbaspirillum spp.), 9 isolados de JMV (similares
Burkholderia spp.), 1 isolado de LGI (similar A. amazonense), e ndo foi possivel isolar

bactérias similares a outras espécies de Azospirillum spp. (NFb).

Tabela 2: Isolados bacterianos associados as mudas e plantas de diferentes gendétipos de

eucalipto

1° isolamento

Espécie

Material

ISOLADOS

E. urophylla clone AEC144

Mudas com 100 dias

UESBJNF4E
UESBJNF1E
UESBJNRZ2E
UESBJNRSE
UESBJNRA4E
UESBJNRGE
UESBLGF2E
UESBIJMR2E
UESBJMR5E
UESBJMRG6E

UESBJMF1E



UESBJMF3E

UESBIMF2E

2° isolamento

Espécie E. urophylla clone AEC144
Material Plantas 190 dias
ISOLADOS UESBJNR32E
UESBIJMR32E

2° isolamento

Espécie E. urograndis clone 1528
Material Plantas 190 dias
ISOLADOS UESBJMR21E

3° isolamento

Espécie E. urophylla clone AEC144
Material Plantas 130 dias
ISOLADOS UESBJNR5E
UESBIJMR3E
UESBINR1E
Total de isolados 19

E possivel observar que, mesmo com valores altos da populacio inicial de bactérias
(Tabela 1), esse numero ndo refletiu no numero total de isolados. Acredita-se que
microrganismos oportunistas e ndo diazotréficos foram favorecidos por compostos ricos em
carbono, presentes nos meios, e pela sintese dos compostos nitrogenados, favorecendo, assim,
o crescimento da pelicula. Entretanto, nas sucessivas repicagens, as coldnias isoladas nédo
mantiveram seu crescimento.

Algumas espécies ndo fixadoras conseguem utilizar tracos de N que, geralmente, existem
nos outros compostos nitrogenados do meio de cultura, e bactérias ndo fixadoras também
podem crescer como contaminantes a custa da amonia excretada no meio de cultura pelas
bactérias fixadoras de N2 (MOREIRA, 1994).

Em estudo com E. urograndis, Procopio (2004) relatou também uma baixa frequéncia de
isolamento em diferentes clones, e sugere que isso seja devido a variagdo de compostos
fenolicos e 6leos essenciais produzidos pela planta, o que dificulta o isolamento.

Outro fato que pode ter ocorrido € a possibilidade do eucalipto se associar a bactérias de
outros géneros, que sdo isoladas em diferentes meios de cultivo, que ndo foram testados neste
trabalho.



4 CONCLUSAO

Dezenove bactérias promotoras de crescimento foram isoladas de diferentes gendtipos
eucalipto, sendo 12 isolados de raiz e 7 de folha.
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