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RESUMO - Com vistas ao desenvolvimento de um produto biol6égico a base de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas, este trabalho objetivou avaliar a compatibilidade e o efeito da mistura de isolados
de rizobactérias pré-selecionados na indug@o do enraizamento e crescimento de clones de eucalipto. A compatibilidade
entre os isolados de rizobactérias foi determinada por antibiograma nos meios de cultivo de Kado e Heskett
e em meio B de King, enquanto o efeito da mistura de isolados foi avaliado por meio da aplica¢ao dos isolados,
individualmente ou em misturas, em substrato de enraizamento, empregando-se a mesma propor¢ao de in6culo
dos co-inoculantes. Em 64% das possiveis combinag¢des entre dois isolados, ndo se constataram reagoes de
incompatibilidade. Os isolados VC2 e CIIb foram os mais compativeis. De forma geral, ndo se observou sinergia
entre misturas de isolados compativeis, assim como também nao ocorreu, geralmente, reducdo na efici€éncia

da mistura de isolados incompativeis.
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COMPATIBILITY AMONG RHIZOBACTERIA ISOLATES AND EFFECT OF
MIXTURE OF ISOLATES IN INDUCING ROOTING AND GROWTH OF
EUCALYPTUS CLONES

ABSTRACT — Isolates of rhizobacteria that induced both rooting and growth of eucalyptus clones were previously
selected. To assist developing a biological product based on those isolates, the compatibility among them
and the effect of mixture of isolates were evaluated. The compatibility among rhizobacteria isolates was assessed
by antibiograms in both Kado & Heskett and King B culture media, whereas the effect of isolate mixtures
was evaluated by applying the isolates, either alone or mixed but always in the same proportions, in rooting
substrate. No antagonism between isolates was observed in 64% of the possible combinations of two isolates.
Isolates VC2 and CIIb were the most compatible. In general, it was observed no synergistic interaction in
mixture of compatible isolates, as well as no efficiency reduction in mixture of incompatible isolates.

Keywords: Eucalyptus, PGPR, biological, and synergy.

1. INTRODUCAO 1978) sobre o enraizamento, crescimento e controle
bioldgico de doencgas do eucalipto (TEIXEIRA, 2001;
ALFENAS et al., 2004; MAFIA et al., 2005). Os

tecnologias de producdo. Recentemente, foi demonstrado mecanismos envolvidos na promog@o de crescimento
o efeito benéfico da aplicagdo de rizobactérias promotoras induzido por rizobactérias promotoras de crescimento
do crescimento de plantas (KLOEPPER e SCHROTH, nao sdo totalmente conhecidos. No entanto, incluem

No Brasil, as constantes expansdes do setor florestal
tém impulsionado o desenvolvimento de novas
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a habilidade de produzir ou mudar a concentracao de
fitormdnios como 4cido indolacético, dcido giberélico,
citocininas e etileno, fixagdo assimbidticade N, e
antagonismo contra microrganismos fitopatogénicos,
seja por producgdo de sider6foros, b-1,3 glucanase,
quitinases, antibiéticos e cianeto ou solubilizacdo de
fosfato mineral e outros nutrientes (CATTELAN et
al., 1999). Ademais, algumas rizobactérias podem promover
o crescimento indiretamente por afetar a fixagc@o simbidtica
de N,, nodulagdo ou ocupagdo por nddulos
(POLONENKO etal., 1987).

O uso de rizobactérias para aumentar a
produtividade de plantas tem sido extensivamente
estudado ha varios anos e para diversas culturas
agrondmicas, como: batata (BURR et al., 1978;
KLOEPPER et al., 1980), cana-de-agticar (SUSLOW
e SCHROTH, 1982), canola (KLOEPPER et al., 1988),
amendoim (TURNER e BACKMAN, 1991), trigo
(WELLER e COOK, 1986), cevada (ISWANDI et al.,
1987), milho (LALANDE et al., 1989), tomate (GAGNE
etal., 1993), entre outras. Para espécies arboreas,
as recentes investigagdes tém evidenciado resultados
promissores (CHANWAY e HOLL, 1993ab, 1994;
CHANWAY, 1997, ENEBACK et al., 1998; SHISHIDO
e CHANWAY, 2000). No entanto, ha necessidade
de estudos que visem otimizar o processo de
rizobacterizagao.

Existem na literatura varios exemplos de estudos
de biocontrole, tendo sido avaliado o efeito sinérgico
da mistura de fungos antagonistas (DATNOFF et al.,
1993; BUDGEetal., 1995; DATNOFF et al., 1995), mistura
de fungo e bactérias (DUFFY e WELLER, 1995; DUFFY
etal., 1996; JANISIEWICZ, 1996; LEEMAN et al., 1996)
e mistura de bactérias JONHSON et al., 1993; PIERSON
e WELLER, 1994; RAAIJMAKERS et al., 1995;
STOCKWELL et al., 1996; SCHISLER et al., 1997;
RAUPACH e KLOEPPER, 1998; BOER etal., 1999). Embora
na maioria dos casos a mistura promova maior controle,
em comparagao com a aplicagdo dos agentes de controle
biolégico separadamente, existem relatos de reducao
da eficiéncia. Assim, como pré-requisito tem sido
aconselhado considerar a compatibilidade entre os co-
inoculantes (RAUPACH e KLOEPPER, 1998). Desse
modo, este trabalho objetivou avaliar a compatibilidade
e o efeito da mistura de isolados de rizobactérias pré-
selecionados na inducéo do enraizamento e crescimento
de clones de eucalipto.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolados de rizobactérias e preparo do inéculo

Empregaram-se oito isolados de rizobactérias (FL2
— Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula; S1,
S2 e 3918 - Bacillus subtilis Cohn; MF2 - Pseudomonas
sp. Migula; CIIb - Stenotrophomonas maltophilia (Hugh)
Palleroni & Bradbury; Ca - Pseudomonas fulva Lizuga
& Komagata; e VC2 —Isolado néo identificado), obtidos
a partir da rizosfera de mudas clonais de eucalipto de
diferentes regides do pais. Esses microrganismos foram
pré-selecionados de acordo com a capacidade de
promover incremento na biomassa de raizes e induzir
o enraizamento adventicio (TEIXEIRA, 2001).

Para se proceder ao preparo do in6culo, cada
isolado foi cultivado separadamente em meio solidificado
de Kado e Heskett (1970), no escuro. Apds 48 h,
procedeu-se a raspagem das coldnias de bactérias em
solucdo salina (NaCl 0,85%). A concentragdo de cada
suspensiao foi ajustada de acordo com a correlagédo
entre a densidade 6tica e o nimero de unidades
formadoras de colénias (u.f.c./mL) para 0,2 Abs. (540
nm), o que corresponde aproximadamente a 10 u.f.c./
mL. As suspensdes de in6culo foram mantidas sob
refrigeracao até sua utilizacio.

2.2. Compatibilidade entre isolados de rizobactérias

Visando avaliar a compatibilidade entre os isolados
de rizobactérias, foi realizado o pareamento das culturas
em meio de Kado e Heskett (1970) e em meio B de King
(KING et al., 1954) pela metodologia do antibiograma.
Para isso, discos (5 mm de didmetro) de papel-filtro
(n° 1) foram previamente embebidos na suspensio de
rizobactérias e secados sob ventilagao forgada por
15 min. Apés essa etapa, esses discos foram depositados
sobre a cultura do isolado de rizobactéria confrontante
com 24 h de idade (incubagdo a 27 °C, no escuro),
desenvolvida em meio s6lido em placas de Petri. Apos
a incubacdo a 27 °C por 24 h, no escuro, realizou-se
a avaliacdo da presencga ou auséncia de halos de inibicao.
Todas as combinag¢des foram realizadas de forma que
cada isolado foi pareado com todos os demais presentes
na placa de Petri ou no disco de papel-filtro. Além disso,
amostras de discos embebidos com os isolados foram
depositadas sob meio de Kado & Heskett e incubados,
nas mesmas condi¢des, para certificacdo da viabilidade
das culturas e da inexisténcia de contaminantes fingicos
e, ou, bacterianos.
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Na avaliacdo da compatibilidade entre os isolados
de rizobactérias, empregaram-se cinco repeticdes em
cada combinagdo, cada uma constituida de uma placa
com cinco discos. As avaliacdes foram realizadas de
forma qualitativa, atribuindo sinais positivos e negativos
nos casos em que ocorria compatibilidade ou
incompatibilidade, respectivamente.

2.3. Efeito da mistura de isolados de rizobactérias

De posse dos resultados sobre compatibilidade
entre os isolados de rizobactérias, foram instalados
experimentos, independentes, para cinco clones (1270,
3016, C041, P4295 e VR3709) de eucalipto, nos quais
se testaram quatro isolados (FL2, MF2, S2 e CIIb) de
rizobactérias, visando avaliar o possivel efeito sinérgico
entre os isolados sabidamente compativeis. No primeiro
ensaio, testaram-se os isolados FL2, MF2 e S2,
individualmente ou nas misturas M1 (FL2 + MF2), M2
(FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2) no clone 1270. No segundo,
testaram-se os mesmos tratamentos no clone 3016. Nos
clones C041, P4295 e VR3709, testaram-se os isolados
FL2, CIlb e S2 e as misturas M1 (FL2 + CIIb), M2 (FL2
+ S2) e M3 (CIIB + S2). Em todos os experimentos,
as suspensdes de in6culo de rizobactérias foram
adicionadas ao substrato de enraizamento na propor¢do
de 0,1 mL/cc de substrato e homogeneizadas em
misturador apropriado. Empregou-se a mesma propor¢ao
(1:1) de in6culo para realizagao da mistura de isolados.
Ap6s a microbiolizagdo do substrato, miniestacas dos
diferentes clones foram coletadas de minijardins clonais
de eucalipto e postas para enraizar no substrato. Apos
25 dias de permanéncia em casa de enraizamento, realizou-
se a avaliagdo do indice de enraizamento e da biomassa
radicular. No primeiro caso, quantificou-se o nimero
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de miniestacas enraizadas em relagdo ao total. A avaliagdo
da biomassa radicular foi realizada apds a remogao
dos residuos de substrato e secagem das raizes em
estufa por 24 ha 70 °C.

2.4. Analises estatisticas

Os dados de cada ensaio sobre mistura de isolados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
aplicando-se o teste F a 5% de probabilidade.
Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey. Quando necessario, os dados de enraizamento
(E) foram transformados por arco-seno (E/100) ou por
log (1/1 - (E/100)) (BARTLETT, 1947) e os de biomassa
seca de raizes (BR) por raiz quadrada. As andlises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
SAEG (EUCLYDES, 1983).

3. RESULTADOS

Na avaliac@o da compatibilidade entre os isolados
de rizobactérias, observou-se a mesma resposta nos
pareamentos em meio de cultivo de Kado & Heskett
e em meio B de King. Além disso, ndo se contataram
diferencas quanto a compatibilidade para uma mesma
mistura, em relacdo a presenca de um mesmo isolado
na placa de Petri ou no disco de papel-filtro. Em 64%
das combinag¢des possiveis entre dois isolados, ndo
foram constatadas reagcdes de incompatibilidade. Os
isolados VC2 e CIIb foram os mais compativeis, totalizando
cada um 90% de misturas possiveis. Em contrapartida,
o isolado S1 demonstrou menores possibilidades de
combinac¢do. Nas misturas entre isolados da mesma
espécie, como aqueles pertencentes a espécie B. subtilis,
observaram-se 70% de compatibilidade (Quadro 1 e
Figura 1).

Quadro 1 — Compatibilidade entre isolados de rizobactérias em meio de cultivo
Table 1 — Compatibility among rhizobacteria isolates in culture medium

Isolados de rizobactérias

S2 3918 vC2 R1 MF4
S2 +% - + + -
3918 - + + + -
vC2 + + + - +
R1 + + - + +
MF4 - - + + +
S1 - + + - -
CIIb + + + + +
FL2 - - + - +
Ca - - + + +
MF2 - - + + +

S1 CIIb FL2 Ca MF2
- + - - -
+ + - - -
+ + + + +
- + - + +
- + + + +
+ - - - -
- + + + +
- + + + +
- + + + +
- + + + +

*Sinais positivos (+) e negativos (-) indicam combina¢des compativeis e incompativeis, respectivamente.
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Figura 1 — Compatibilidade (A) e incompatibilidade (B) entre
isolados de rizobactérias avaliadas por pareamento
de culturas.

Figure 1 — Compatibility (A) or incompatibility (B) among

rhizobacteria isolates assessed by cultures pairing.

Nos ensaios de mistura de isolados, os incrementos
variaram de acordo com o isolado de rizobactéria, aplicado
isoladamente ou em mistura, e de acordo com o clone
de eucalipto. Assim, constatou-se no clone 1270
incremento para enraizamento médio, independentemente
da aplicac¢do dos isolados, individualmente ou nas
misturas, mesmo nas misturas M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2
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+ S2), previamente caracterizada como incompativel.
Para biomassa radicular, observou-se que o isolado
S2 e a mistura M1 (FL2 + MF2), sabidamente
compativel, foram os melhores tratamentos, com
incrementos, em termos porcentuais, de 62 e 57%,
respectivamente. Na mistura M2 (FL2 + S2),
considerada compativel, também houve incremento
com relagdo a essa varidvel (Figura 2A).

No clone 3016, considerando as duas variaveis
avaliadas, todos os tratamentos diferiram da
testemunha. Como ocorrido no clone 1270, a mistura
M1 (FL2 + MF2) destacou-se como a mais promissora
para enraizamento, diferindo da mistura M2 (FL2 +
S2), sabidamente incompativel. Porém nao houve
diferenca da mistura M1 em relacgdo ao tratamento
com os isolados FLL2, MF2 e S2 e da mistura M3 (MF2
+ S2). Para biomassa radicular ndo ocorreu
diferenciacdo entre os tratamentos de rizobactérias,
independentemente de estarem ou ndo combinados
com outros isolados. O maior incremento foi observado
no isolado MF2, com 64% de ganho, em termos
porcentuais, e em relacao a testemunha (Figura 2B).
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Figura 2 — Enraizamento e biomassa radicular dos clones 1270 (A) e 3016 (B) propagados em substrato microbiolizado
com os isolados FLL2, MF2 e S2 e com as misturas M1 (FL2 + MF2), M2 (FL2 + S2) e M3 (MF2 + S2). Colunas
sob a mesma letra nao diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figure 2 — Rooting (%) and root biomass (%) of clones 1270 (A) and 3016 (B) propagated in substrate that was microbiolized

with isolates FL2, MF2, S2, or the mixtures M1 (FL2 + MF2), M2 (FL2 + S2) or M3 (MF2 + S2). Bars with the
same letters are not statistically different by the Tukey Test (P=0,05).
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A propagacdo do clone C041 em substrato
microbiolizado propiciou distingdo entre os tratamentos
para enraizamento quanto a mistura M3 (CIIb + S2).
Nesse caso, a mistura dos isolados CIIb e S2, qualificada
como compativel, ndo promoveu incrementos quando
comparado com a testemunha e apresentou resultado
inferior em relacdo a aplicacdo dos isolados
separadamente. Para biomassa radicular, a mistura M3
apresentou resultado intermedidrio. Os melhores
tratamentos foram a microbioliza¢do do substrato com
os isolados FL.2 e S2, aplicados individualmente para
enraizamento e a mistura M1 (FL2 + CIIb) para biomassa
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radicular, com incrementos em termos porcentuais de
10 e 239%, respectivamente (Figura 3A).

No clone P4295, todos os isolados, aplicados
separadamente ou em combina¢des, promoveram
incrementos de indice de enraizamento e de
biomassa radicular, com valores maximos de 18
e 88%, promovido pelo isolado FL2 ou pelas misturas
M1 (FL2 + CIIb) e M2 (FL2 + S2) (Figura 3B),
respectivamente. Essa dltima combinacdo foi
considerada incompativel nos pareamentos de
culturas. A resposta foi semelhante em todos os
tratamentos com isolados de rizobactérias.
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Figura 3 — Enraizamento e biomassa radicular dos clones C041 (A), P4295 (B) e VR3709 (C) propagados em substrato
microbiolizado com os isolados FLL2, CIIb e S2 e com as misturas M1 (FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) e M3 (CIIb
+ S2). Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figure 3 — Rooting (%) and root biomass (%) of clones C041 (A), P4295 (B) and VR3709 (B) propagated in substrate
that was microbiolized with isolates FL2, CIIb, S2, or the mixtures M1 (FL2 + CIIb), M2 (FL2 + S2) or M3
(CIIb + S2). Bars with the same letters are not statistically different according to Tukey’s Test (P=0,05).
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No clone VR3709, a mistura M3 (CIIb + S2)
apresentou resultado inferior a aplicac@o dos isolados
separadamente para enraizamento, mesmo sendo essa
mistura considerada compativel. Todavia, nessa mistura
obteve-se incremento em relagdo a testemunha. No
caso de biomassa radicular, todos os tratamentos diferiram
da testemunha (Figura 3C), com incremento maximo
de 162%, em termos porcentuais, no tratamento com
o isolado S2.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstrou-se o efeito benéfico
da aplicagdo de isolados de rizobactérias sobre o
enraizamento e crescimento de clones de eucalipto,
conforme foi realizado previamente por Teixeira (2001)
e Mafiaetal. (2005). De forma similar, Gagné et al. (1993)
demonstraram que a aplicagio de rizobactérias (10®
u.f.c./mL) em substrato a base de turfa (75 mL de inéculo/
L de substrato) aumentou a produgio de tomates. O
monitoramento da populacao de dois isolados mutantes,
com resisténcia a antibidticos, evidenciou a manutengao
da viabilidade das células bacterianas e a colonizagdo
do sistema radicular, sob condi¢des normais de produgao.
Para eucalipto, como a producéo de mudas € realizada
sob condi¢des controladas de ambiente e o substrato
de producido de mudas €, geralmente, de composicdo
organica, acredita-se que as possibilidades de sucesso
da microbioliza¢do do substrato com rizobactérias
benéficas ainda sejam maiores.

Considerando as misturas de isolados, com vistas
ao incremento no efeito benéfico sobre o enraizamento
e crescimento, os resultados obtidos nos pareamentos
de culturas néo correlacionaram totalmente com os
resultados obtidos in vivo. Desse modo, aparentemente
ndo ocorreu sinergia entre isolados compativeis, assim
como também ndo ocorreu reducio na eficiéncia da
mistura de isolados incompativeis, o que provavelmente
pode estar relacionado ao mesmo modo de agdo dos
isolados empregados nas misturas (RAUPACH e
KLOEPPER, 1998). Além disso, como nao ocorreu reducio
na efici€ncia dos isolados considerados incompativeis,
é possivel que, apds a aplicacdo, o isolado que apresenta
maior capacidade competitiva se estabeleca na rizosfera,
em detrimento do outro utilizado na mistura.

E importante ressaltar que o pareamento de culturas
foi realizado nos meios de cultura de Kado & Heskett
e B de King, com vistas a contornar um dos problemas
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apontados por Kloepper (1991). Segundo esse autor,
autilizagcdo do meio de Kado & Heskett permite identificar
inibicao de isolados produtores de antibidticos, enquanto
o meio B de King possibilita constatar inibi¢cao de um
isolado por outro capaz de produzir sideréforos.

Em outro estudo, o efeito sinérgico foi comprovado
por meio da aplicacdo de uma mistura de trés isolados
de rizobactérias, identificados como Bacillus pumilis
Meyer & Gottheil (INR 7), B. subtilis (GB 03) e
Curtobacterium flaccumfaciens (Hodges) Collins &
Jones (ME 1). Por meio da microbiolizagcao de sementes
de pepino, constataram-se maior promog¢ao de crescimento
e reducdo de doencgas na mistura de isolados, em
comparacido com o efeito dos isolados aplicados
individualmente, provavelmente em virtude da conciliacao
de diferentes mecanismos de ag¢do de cada um dos
isolados (RAUPACH e KLOEPPER, 1998). Nesse mesmo
sentido, no patossistema R. solani - arroz o uso de
isolados de Streptomyces spp. e B. cereus Frankland
& Frankland, sabidamente produtores de quitinase,
em combinag¢do com isolados de P. fluorescens Migula
e Burkholderia cepacia Palleroni & Holmes, produtores
de antibidticos, resultou em maior supressdo do patégeno
(SUNG e CHUNG, 1997). No entanto, € importante
considerar que, em certas situagdes, a mistura de diferentes
isolados pode nao resultar em efeito sinérgico. Além
do mais, esse efeito pode ndo ocorrer com a mudanga
das condi¢des ambientes e, ou, com a troca do material
vegetal de interesse (SCHISHER et al., 1997).

Nas misturas, geralmente se adota a mesma propor¢ao
de in6culo dos isolados (RAUPACH e KLOEPPER, 1998;
BOER et al., 1999), como realizado neste estudo. No
entanto, outras propor¢des podem também surtir
resultados satisfatorios. A titulo de exemplo, a aplicacdo
de uma mistura de dois isolados quitinoliticos
(Paenibacillus sp. 300 e Streptomyces sp. 385), na
proporc¢ao 1:1 ou 1:4, foi mais efetiva no controle da
murcha de Fusarium do pepino, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum Owen, do que quando
os isolados foram aplicados individualmente (SINGH
etal., 1999). E importante considerar o maior custo
de producdo de inoculantes compostos de misturas
de isolados (RAMAMOORTHY et al., 2001). Desse
modo, para minimizar os custos de produc¢do do
inoculante, pode-se optar pela realizacdo da mistura
no ato da microbioliza¢do do substrato, conforme foi
realizado, com sucesso, neste trabalho.
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Em geral, ndo se constatou sinergia na mistura
de isolados compativeis em relagdo a inducao do
enraizamento e crescimento. Todavia, conforme
salientado por Mafia et al. (2005), a mistura de isolados
pode ser interessante quando se objetiva o controle
biolégico de doengas do eucalipto, uma vez que nem
sempre os melhores isolados promotores de crescimento
sdo eficientes quanto a supressido de patdégenos.

5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitiram concluir
que a compatibilidade entre isolados de rizobactérias,
avaliada pelo pareamento de culturas, ndo correlacionou
com os resultados in vivo. Além disso, ndo houve sinergia
da mistura de isolados compativeis para indugéo do
enraizamento e crescimento de clones de eucalipto expresso
pelabiomassa radicular, assim como também nao ocorreu
reducdo na eficiéncia da mistura de isolados incompativeis.
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