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RESUMO

BRITO, D. B. Potencial de bactérias edaficas oriundas do semiarido para
promocdo de crescimento, tolerancia a seca e controle biolégico em

bananeira

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas e cultivadas nas
regides tropicais e subtropicais, porém sua producdo pode ser comprometida
pela suscetibilidade da cultura ao estresse hidrico e incidéncia de fitopatdgenos
como Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), fungo causador da doenca da
murcha de Fusarium. O presente trabalho selecionou bactérias edaficas do
semiarido e verificou o potencial de antagonismo ao Foc, promocdo de
crescimento e de toleréncia a seca. Para tanto foram realizados isolamentos a
partir do solo do semiéarido, coletado em rizosfera de plantas nativas e de
cactaceas. Posteriormente foram realizados testes de producédo de sidero6foros,
fixacdo de nitrogénio, tolerancia ao estresse hidrico e térmico, solubilizacdo de
potassio e fosfato, producdo de exopolissacarideos (EPS), antagonismo com
pareamento direto com isolado de Foc (ragca 1) e Trichoderma asperellum (T-81).
Foram selecionados 15 isolados bacterianos produtores de EPS, que cresceram
em meio com atividade de 4gua reduzida e sob temperaturas de até 55°C, cinco
testaram positivo para fixacdo de N, dois apresentaram solubilizac&o de potassio
e seis com capacidade de produzir sider6foros. Todos os isolados apresentaram
indice de baixa solubilizacdo de fosfato e antagonismo ao Foc e trés isolados
nao inibiram crescimento do T. asperellum. Portanto, os resultados deste
trabalho indicam potencial dos isolados selecionados para promocdo de

crescimento vegetal, tolerancia a seca e manejo de murcha de Fusarium.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Biocontrole, Fusarium oxysporum f. sp.

cubense.



ABSTRACT

BRITO, D. B. Potential of edaphic bacteria from the semi-arid region for

growth promotion, drought tolerance and biological control in banana

The banana (Musa spp.) is one of the most consumed and cultivated fruits in
tropical and subtropical regions, but its production could compromised by the
susceptibility of the crop to water stress and the incidence of phytopathogens
such as Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), the fungus that causes
Fusarium wilt disease. The present work selected edaphic bacteria from the
semiarid region and verified their potential for antagonism to Foc, growth
promotion and drought tolerance. Isolations went realized from semi-arid soil
collected from the rhizosphere of native and cactaceous plants. Subsequently,
tests of siderophore production, nitrogen fixation, tolerance to hydric and thermal
stress, potassium and phosphate  solubilization,  production  of
exopolysaccharides (EPS), antagonism with direct pairing with isolates of Foc
(race 1) and Trichoderma asperellum (T-81) were performed. Fifteen EPS-
producing bacterial isolates went selected, which grew on medium with reduced
water activity and under temperatures up to 55°C, five tested positive for N
fixation, two showed potassium solubilization, and six with ability to produce
siderophores. All isolates showed low phosphate solubilization index and
antagonism to Foc and three isolates did not inhibit growth of T. asperellum.
Therefore, the results of this work indicate potential of the selected isolates for

plant growth promotion, drought tolerance and management of Fusarium wilt.

Keywords: Water stress, Biocontrol, Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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INTRODUCAO GERAL

A banana é um alimento importante na dieta basica de 400 milhdes de
pessoas, representa uma importante fonte de renda para paises em
desenvolvimento na Africa, Asia, América Latina e Caribe. A producéo global
corresponde a 114 milhdes de toneladas, em uma area plantada de 5,4 milhdes
de hectares. Da producdo Mundial, a Asia contribui com 55,8%, seguido pelas
Ameéricas 24,7% e a Africa, com 17,9% (FAO, 2018). O Brasil destaca-se como
0 quarto maior produtor mundial, com producédo de 6,7 milhdes de toneladas,

representando 6% de toda produgcdo mundial (LSPA, 2018).

As regides produtoras localizam-se nas zonas tropicais e subtropicais,
caracterizadas por apresentarem altas temperaturas e constancia em
precipitacdo. Essas condicbes ambientais que beneficiam a bananicultura,
também favorecem a incidéncia de doencas, como a murcha do Fusarium,
causado pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) (PLOETZ, 2015). O
agente causal é habitante do solo e sua a¢ao interfere em processos metabdlicos
importantes da planta e resulta em perdas expressivas na producao.

A Bahia é o principal produtor de banana da regido nordeste, pertence ao
semiarido com um total de 226 municipios e o estado sofre com impactos na
producéo devido as condicBes ambientais que sdo definidas por periodos com
baixa precipitacdo e altas temperaturas (BAHIA, 2014; IBGE, 2019). Essas
caracteristicas climéaticas propiciam as culturas uma maior possibilidade de
estresse hidrico, desencadeiam problemas nos processos bioquimicos,
fisioldgicos e morfolégicos da planta (VAN ASTEN et al., 2012). Diante disso, a
regido possui grandes desafios para manutencédo da sanidade da producédo de
bananeira, que consistem em desenvolver estratégias para promover tolerancia

a seca e o controle de doencas.

A condicdo de estresse hidrico impacta na producdo da bananeira por
comprometer a absor¢cdo de agua e nutrientes, consequentemente, ocorre
reducdo da abertura estomatica, da atividade fotossintética, da transpiragéo, da
atividade enzimética, e varios outros processos fisiologicos e metabdlicos
(LISAR et al., 2012). Segundo Santos et al. (2014), o uso de microrganismos
com atividades benéficas a agricultura podem melhorar o desempenho de



11

plantas sob condi¢des de estresse. Dentre as principais atividades benéficas a
bananicultura sédo destacadas a acdo de promocéao de crescimento vegetal direto
e indireto, dentre os diretos: a sintese de horménios (GLICK, 2014), a
solubilizagéo de nutrientes (SANTOYO et al., 2016) e a fixacdo de nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2010). Entre os mecanismo indiretos: as interacdes entre
biocontroladores-fitopatdgenos, como competicdo por nutrientes, predacéao,
antibiose; e na interagcdo microrganismo-planta, como a inducao de resisténcia
sistémica (KIMATI et al., 1995; COMPANT et al., 2005).

Além disso, alguns microrganismos dispdem de mecanismos eficazes na
mitigacdo dos efeitos do estresse hidrico, como por exemplo, a producédo de
exopolissacarideos (EPS). A interacéo entre bactérias produtoras de EPS e as
raizes, podem constituir um biofilme térmico, propiciando ambiente favoravel a
colonizagdo de outros microrganismos benéficos. Dentre as atividades que
podem beneficiar a planta destacam-se a promocdo crescimento e/ou na
inducdo de resposta de forma conjunta com a planta a condi¢cdo de estresse,
resultando assim na sobrevivéncia do vegetal diante da escassez
hidrica.(ARAUJO et al., 2012; CASAN et al., 2013; COHEN et al., 2009;
DANHORN; FUQUA, 2007)

O presente trabalho avaliou o efeito de microrganismos oriundos do solo
do semiarido, coletados a partir de rizosfera de plantas nativas da regido,
principalmente de cactaceas, quanto ao potencial de promocao de crescimento,
a tolerancia ao estresse hidrico e na acdo antagonista ao Fusarium oxysporum
f. sp. cubense. Esta pesquisa esta organizada em dois capitulos, no primeiro
consta uma revisdo de literatura com 0s principais topicos relevantes sobre o
foco do estudo e o segundo capitulo traz o artigo que sera submetido a Revista

Brasileira de Ciéncia do Solo.
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CAPITULO |

Revisao de Literatura
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1. Regido do semiérido brasileiro

O semiarido brasileiro ocupa uma area de 969.589 km2 e corresponde a 1.133
municipios, localizados quase exclusivamente no Nordeste do Brasil, incluindo
uma parte de Minas Gerais (Figura 1) (IBGE, 2019). A regiao possui diversidade
de vegetagdo com predominancia da caatinga, que € composta por plantas
adaptadas ao solo, altas temperaturas e baixos indices de precipitacdo. A Bahia
possui 266 municipios pertencentes ao semiarido, que corresponde a 63,7% do
territdrio do estado (BAHIA, 2014).
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Figura 1 — Mapa politico-administrativo mostrando o semiarido brasileiro delimitado pela
linha amarela Fonte: IBGE, 2019.

A caatinga € um tipo de vegetacdo do semiarido que ocupa area de 735.000
km2, é composta principalmente por plantas pertencentes as familias de
cactaceas, leguminosas e as euforbidceas (QUEIROZ, 2006). Esses vegetais
desenvolveram adaptacdes anatdomicas e fisiolégicas ao longo de milhares de
anos que permitiram resistir a severas condi¢des de seca. Dentre as principais
modificacdes anatbmicas, destacam-se a reducdo da area foliar, presenca de
cuticula e espinhos. Fisiologicamente a maioria das plantas se mantém em
periodo de laténcia, esperando época das chuvas para florir e se mostrarem
frondosas (TRIGUEIRO et al., 2009).

O semiarido possui diversidade de microrganismos que, assim como as

plantas, desenvolveram adaptacdes as severas condi¢des climaticas. A maioria
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dos estudos desenvolvidos utilizam técnicas moleculares com foco na avaliagdo
da diversidade microbiana de regides aridas e semiaridas (BACHAR et al, 2010).
Porém, ainda ha poucos relatos em relagdo aos mecanismos de sobrevivéncia,
a capacidade de interacdo com culturas agricolas e a possibilidade de aplicar as

vantagens adaptativas desses microrganismos na agricultura.

A atividade agricola no semiarido possui como fator limitante a escassez
hidrica, sobretudo para algumas culturas que sao suscetiveis a seca, como € 0
caso da bananeira. A exemplo da producéo de banana na regido do norte de
Minas Gerais e Sudoeste baiano € desenvolvida com estratégias de irrigacao
compensar 0s baixos indices de precipitacdo. Entretanto, a ocorréncia de
temperaturas superiores a 34 °C, entre os meses de setembro e fevereiro,

representa um impacto direto na produtividade (MARQUES et al, 2011).

2. Efeito de microrganismos do semiérido natolerancia a seca

O Semiarido brasileiro inclui os Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, a
maior parte da Paraiba, Pernambuco, Sudeste do Piaui, Oeste de Alagoas,
Sergipe, regido central da Bahia e uma faixa que se estende em Minas Gerais,
seguindo o Rio Séo Francisco (BRASIL, 2005). Essa regido € um dos polos de
grande producdo de banana e apresentam precipitacdo média anual de até 800
mm e indice de aridez entre 0,2 e 0,5 calculado pelo balanco hidrico (DONATO
et al., 2015).

A cultura da bananeira no semiarido esta exposta a condicfes climaticas
favorecem a ocorréncia de estresse hidrico. No entanto, novas estratégias
biotecnolégicas surgem como alternativa para mitigar os danos causados pela
seca. A interacdo entre planta e microrganismos apresentam diferentes
estratégias que tem potencial de promover a tolerancia a escassez hidrica
(FERREIRA et al., 2014). Dentre as principais atividades microbianas que tem
potencial de promocdo de tolerancia a seca estdo: a producédo de
exopolissacarideos (EPS) (NOCKER et al., 2012); a formacédo de biofilme
(CHANG et al., 2007); a liberacdo de osmdlitos (MCNEIL et al., 1999); e a
producdo de substéncias que atuam na promocdo de crescimento direto e
indireto de plantas (SARAF et al., 2011).
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Os exopolissacarideos (EPS) séo produzidos por uma grande variedade de
microrganismos (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). Esses biopolimeros séo
associados a hidratacao radicular diante de uma grande variedade de condi¢gbes
estressantes ambientais como solos salinos, variacdes de temperatura e
estresse hidrico. Além disso, participam da sinalizagcdo molecular no processo
de simbiose com plantas e na formacédo do biofiime (RINAUDI; GIORDANO,
2010).

Os EPS bacterianos também desempenham um importante papel na
ecologia rizosférica, por fornecer condicbes de temperatura e umidade
favoraveis aos demais microrganismos termossensives, como ocorre com o
Trichoderma spp., que em condi¢des extremas tém a sua eficiéncia reduzida ou
até mesmo anulada (HALFELD-VIEIRA et al., 2006). Alguns microrganismos sao
capazes de desenvolver outra estratégia que consiste no acumulo de pequenas
moléculas orgéanicas que sdo denominadas de osmdlitos ou extremdlitos, no
caso de organismos extremoéfilos que balanceiam a concentracdo salina do
ambiente (LENTZEN; SCHWARZ, 2006).

Os mecanismos microbianos de promocao de crescimento podem ser
classificados como direto e indireto, os diretos sdo os que afetam diretamente o
metabolismo da planta, dentre eles pode-se citar: producdo de horménios como
acido indol-acético (AlA), giberelina, citocinina e etileno; promovem solubilizacdo
de fosfatos; fixacdo de nitrogénio atmosférico; producdo de sideroforos. A
medida que os mecanismos indiretos sdo dependentes da participacdo de
processos metabdlicos de defesa vegetal. Podemos citar a antibiose pela
producdo de cianeto de hidrogénio (HCN), amdnia (NH3) e outros volateis, o
processo de competicdo, parasitismo com a producdo de enzimas quitinases,
glucanases e celulases; e inducao de resisténcia (PODILE; KISHORE, 2007;
CASAN et al., 2013).

A regido rizosférica de plantas nativas e cultivadas no semiarido possuem
diversidade microbiana adaptada as condi¢cdes de salinidade, temperatura e
disponibilidade de recursos hidricos (KAVAMURA et al., 2013). Logo, a obtencéo
de isolados do semiarido para testes de promocdo a tolerédncia a seca em
bananeira, amplia o0 campo de pesquisa em ferramentas biotecnoldgicas para
aplicacao na bananicultura, visando o aumento da producéo, da ampliacdo de

areas de cultivo e reducéo dos custos com irrigacgéo.
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3. Aspectos gerais da bananeira

A bananeira (Musa sp.) € uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas
no mundo. A banana € rica em vitaminas, fibras, potassio, carboidratos, o que a
classifica como fonte alimentar importante na dieta humana. O género pertence
a Ordem Zingiberales e Familia Musaceae. Apesar da origem asiatica, a cultura
foi disseminada e é cultivada praticamente em todas as regides tropicais do
planeta (COSTA; REGO, 2015). E uma planta monocotiledénea, herbacea e
perene. Apresenta o tronco curto e subterraneo, denominado rizoma, de onde
surgem as raizes adventicias e fibrosas. Logo em seguida, surge o pseudocaule,
gue é formado por varias bainhas foliares unidas, culminando na copa com folhas
longas e largas. A inflorescéncia da bananeira é de cor roxo-avermelhada e
surge do centro da copa. Das flores formam uma penca, surgem determinado
namero de frutos, que varia a depender da cultivar (DANTAS et al., 2000).

As variedades de bananeiras existentes sdo derivadas de uma ou duas
espécies diploides Musa acuminata (grupo A) e Musa balbisiana (grupo B). As
principais cultivadas no Brasil pertencem aos grupos gendmico AA (Ouro,
Malbut, NBA), AAA (Nanica, Nanicdo, Grande Naine, Gros Michel, Caipira), AAB
(Prata, Pacovan, Prata Ana, Mysore, Maca, Terra, D’Angola, Thap Maeo), ABB
(Figo) e AAAB (Fhia 18, Pacovan Ken, Prata Grauda, Tropical, Preciosa,
Maravilha) (LIMA et. al., 2013; AQUINO et al., 2014).

A bananeira possui seu ciclo de vida dividido basicamente em trés fases de
desenvolvimento a infantil, a juvenil e a reprodutiva. A fase infantil caracteriza-
se pela intensa atividade de crescimento meristeméaticos da gema para formacgéo
da estrutura vegetal, neste estagio denominamos de filho, a fase juvenil inicia
com a emissao da primeira folha com 10 cm de largura e a fase reprodutiva com
a primeira folha adulta caracteristica da cultivar, emissdo de inflorescéncia e
emissao de cachos (BALLESTERO, 2008). No entanto, o tempo de cada fase
varia de acordo com a interferéncia de condicionantes bioticos e abioticos, que
pode ocasionar tanto o avango, como o0 atraso nas etapas do ciclo fenolégico.

Os fatores que influenciam o crescimento e a producao das bananeiras
classificam-se em fatores internos e externos. Os fatores internos estao
relacionados com as caracteristicas genéticas da variedade utilizada, ja os

fatores externos referem-se as condi¢cfes do solo, do clima, da acdo de pragas
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e doencas e a agdo antropica que interfere nos fatores edéficos, climéticos e
bidticos. Sendo assim, para obtencao de resultados de producéo satisfatorios na
producdo de banana sdo necessérias condi¢cbes de temperatura em torno dos
28°C, oferta de irrigacédo aplicacdo de laminas entre 100 e 180 mm/més, além
de oferta nutricional de macro e micronutrientes e etc (BORGES et al., 2004).

De modo geral, todas as variedades de bananeira sao exigentes a oferta
hidrica e sua produtividade tende a aumentar com a atividade transpiratoria, que
esta diretamente ligada a oferta de agua no solo (RUKUNDO et al., 2012).
Quando a bananeira é submetida a fatores que favorecem a ocorréncia de
transpiragdo em atividade intensa, tipica dos meses mais quentes no semiérido,
a taxa evapotranspiratoria excede a capacidade de absorcdo de agua pelas
raizes e a planta murcha temporariamente, mesmo com solo imido (DONATO
et al., 2015).

Portanto, o cultivo da banana na regido do semiarido possui grandes
desafios, devido aos periodos que as temperaturas ultrapassam os 35°C,
considerado como limite térmico para esta cultura, além das estacdes secas
apresentarem altas taxas de radiacéo e reducao da umidade relativa, que afetam
a estrutura do limbo foliar, as taxas de evapotranspiracdo, consequentemente,
os ciclos de floracdo (PIRKNERET et al., 2014; ROBINSON; GALAN SAUCO,
2010).

4. Bananeira e estresse hidrico

A bananeira é extremamente exigente de agua devido consumo elevado e
continuo, em virtude da alta demanda hidrica dos tecidos (SILVA et al., 2012). A
fase de diferenciacao floral (periodo floral) e o inicio da frutificacdo corresponde
ao periodo de maior exigéncia quantitativa de agua. Deste modo, estresses
hidricos nesse estagios sao mais graves a cultura, pois mediante a condicédo de
escassez severa, acarretara significativa reducdo na producdo (DONATO,
2015).

Dentre as cultivares de banana mais importantes do Brasil, as que sao
utilizadas para o mercado interno (Prata And, Pacovan, Maca, Terra e D’Angola)
pertencem ao grupo gendémico AAB e para exportacdo (Nanica, Nanicdo e

Grande Naine) pertencem ao grupo gendmico AAA (SILVA et al., 2016). A Prata
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Ana é uma das cultivares mais plantadas e comercializadas no Brasil, sendo que
no semiarido nordestino aproximadamente 95% das areas estdo sendo
cultivadas com essa variedade (DONATO, 2009). Em relagéo a tolerancia ao
estresse hidrico, as cultivares de bananeira que contém somente o genoma A
sdo menos tolerantes aos estresses abidticos do que aquelas que apresentam
em sua constituicdo o genoma B (ROBINSON; GALAN SAUCO, 2010; RAVI et
al., 2013).

O estresse diante da condicdo de seca na bananeira a nivel celular é a
diminuicdo da turgescéncia, logo, reducao da expansao celular (TAIZ; ZEIGER,
2009). A reacgédo externa ao estresse hidrico pode ser visualizado pela murchae
amarelecimento das folhas, necrose na borda do limbo e sintomas de queima. A
exposicao a déficit hidrico por longo periodo resultara na reducdo do tamanhoe
do numero de folhas vivas, ocorréncia de plantas menores, diminuicdo na
emissdo de folhas, de 6rgaos florais e no tamanho do cacho (ROBINSON,;
GALAN SAUCO, 2010). Sendo assim, o decréscimo na capacidade de producao
de fotoassimilados, amarelecimento e reducédo da area foliar ocasiona queda

prematura de folhas e danos ao tecido do pseudocaule (RUKUNDO et al., 2012).

A tolerancia a seca em bananeira pode ser observada pela capacidade de
manter seu status hidrico interno durante os periodos secos. Um dos
mecanismos de tolerancia é a sinalizacdo das raizes, pela producao de acido
abscisico (ABA), para o fechamento estoméatico para evitar a perda de vapor
d’agua. Além disso, ocorre concentracdo de minerais e solutos organicos na
folha, afim de realizar ajuste osmoético e manter o potencial de dgua na parte
aérea, assim a planta garante a hidratacédo das folhas da bananeira mesmo com
0 solo seco (MAHOUACHI, 2009; VAN ASTEN et al., 2011).

A condicdo de escassez hidrica promove a reducdo da produtividade da
bananeira por expor a planta a diferentes vulnerabilidades abiéticas e bidticas.
Segundo o estudo na regido Central e Sudoeste de Uganda realizado por Asten
et al. (2011), com variedades de banana tetraploide (AAAA) durante seis ciclos
de producdo em condi¢cbes de seca, concluiu que o estresse hidrico reduz
significativamente a producéo de bananas. Esses dados indicam variacéo de 8,0

a 21,9 kg no peso de cacho, sendo 8 a 28% menos nas condi¢des de
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precipitacdo anual menor que 900 mm que nos periodos normais de precipitacdo
(900 a 1.360 mm).

Além disso, o efeito da seca sob a fisiologia da bananeira no prolongamento
dos periodos de seca pode desencadear desequilibrio nutricional, pois a
absorcdo de alguns nutrientes dependem do equilibrio osmaético, como ocorre
com o potéassio, que 50% do transporte é atribuido a difusdo (TAIZ, ZEIGER,
2009; SILVA et al. 2012). A alteracdo nos drenos preferenciais ocasiona maior
aprofundamento das raizes no solo, logo, exibe maior zona de alongamento e
surgimento de raizes secundéarias, fato que expde regides suscetiveis a infeccao

de fitopatdgenos, principalmente pelo Foc (LI et al., 2011).
5. Murcha de Fusarium

A murcha de Fusarium também conhecido como fusariose, tem como
agente causal o fungo de solo Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. F. sp.
cubense (E.F. Smith) W. C. Snyder & Hansen (Foc) pertence a classe dos
Ascomicetos, na forma anamorfica e apresenta alta capacidade de sobrevivéncia
na auséncia do hospedeiro principal. (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2015).
Esse fitopatdgeno possui capacidade de viver saprofiticamente na matéria
organica e em restos culturais, devido a formacdo de estruturas de resisténcia
denominadas clamidésporos, que podem sobreviver por 20 anos. Além disso, o
fungo € capaz de produzir outros tipos de esporos assexuais, cCOmo 0S
microconidios e os macroconidios (AGRIOS, 2004).

A infeccdo do Foc pode ocorrer em qualquer época do ciclo da planta (LI et
al., 2011), as hifas do patégeno penetram as raizes pelas regifes apicais ou
zonas de alongamento, bem como, por penetragéo direta, por fissuras naturais
causados pela emissdo de raizes secundarias ou causadas por nematoides
(BRASIL, 2018). Apos a penetracdo, o Foc movimenta-se pelos vasos do xilema
e coloniza o rizoma da bananeira, inicia a infeccéo na regiao periférica e segue
direcéo ao centro da bainha. Essa infec¢cdo apresenta sintoma caracteristico na
regido interna com coloragao pardo-avermelhada, em virtude da presenca do
patdégeno e liberacdo de toxinas (LI et al., 2011; BRASIL, 2018).

Os sintomas externos da murcha do Fusarium s&o observados pelo

amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais jovens,
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iniciando pela borda do limbo e direcionando no sentido da nervura principal,
logo em seguida, as folhas murcham e quebram na proximidade do pseudocaule,
semelhante a imagem de um guarda-chuva fechado, além de rachaduras e
descoloracao do pseudocaule (KUPPER, 2005).

A susceptibilidade do hospedeiro varia com as racas fisiolégicas do
patégeno. O Foc apresenta 3 racas fisioldégicas atuantes na bananeira: raca 1 —
infecta Gros Michel (AAA), Prata (AAB) e Macéa (AAB); raca 2 — infecta Bluggoe
ou banana figo (ABB); raca 4 — infecta Gros Michel, Bluggoe, variedades do
subgrupo Cavendish (AAA) e todas as variedades susceptiveisasracas 1 e 2. A
raca 4 é subdividida em raca 4 tropical (RT4) e raca 4 subtropical (RS4). A RS4
se refere a espécies de Foc que sao capazes de afetar Cavendish em é&reas
expostas a baixas temperaturas, enquanto que a RT4 pode afetar Cavendish
tanto em condic@es tropicais, quanto subtropicais (BUDDENHAGEN, 2009).

Atualmente, ha relatos que o Foc raca 4, sobrevive endofiticamente em
hospedeiros secundarios, como as plantas Paspalum fasciculatum, Panicum
purpurascens, Commelina diffusa, Heliconia caribea, raizes de Paspalum sp.
(HERRERA, 2012) e Amaranthus sp. (ROSENBAUM et al., 2014), espécies
comuns em bananais. O patégeno pode permanecer nesses hospedeiros sem
produzir sintomas visuais na auséncia da bananeira (hospedeiro principal) até o
momento favoravel a disseminacdo (HERRERA, 2012).

A disseminacdo do fungo se da através da irrigacdo, implementos
agricolas, animais, sementes, mudas contaminadas, além do homem
desempenhar papel relevante na disseminacdo do patdgeno pelo manejo
inadequado da cultura (HADDAD et al., 2015). No Brasil, a doenca tem carater
endémico, e assim como nos demais paises produtores, as variedades de
bananeira altamente susceptiveis estdo sendo substituidas por variedades mais
resistentes, como as do subgrupo Cavendish. Em variedades susceptiveis como
a Maca, as perdas alcangcam 100% da producédo. Ja em variedades com grau de
susceptibilidade menor, como Prata, Pacovan e Prata Ana, as perdas séo
menores (CORDEIRO et al., 2004).

O controle do Fusarium, até o0 momento € realizado por medidas como
aplicacdo de defensivos, inundacgéo, praticas culturais que ndo tem tido os efeitos
desejados ou por medidas drasticas como a erradicagao das plantas infectadas.

Nesse caso, a melhor forma é a prevencdo do patdgeno na area de cultivo.
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Dentre as medidas preventivas estdo, a fuga de areas com histérico de
incidéncia da doenca, utilizacdo mudas certificadas, realizacédo de correcdo do
solo, além de fazer o plantio preferencialmente em solos com teores mais
elevados de matéria organica (CORDEIRO et al., 2004).

O controle de doencas fitopatogénicas, atualmente, tem se direcionado a
medidas alternativas que resultem em menor impacto, tanto do ponto de vista
ambiental, quanto a contaminacdo do ser humano. Nesse caso, a inducdo de
supressividade do solo tem grande potencial de atuacdo como método de
controle biolégico para o Fusarium. Para tanto, 0 aumento e manutencao da
riqueza de diversidade microbiana do solo através de incorporacdo de matéria
organica, associado a enriquecimento com inoculacdo de antagonistas, € uma
das técnicas promissoras na supressdo do patégeno. (HUANG et al., 2017;
PANG et al., 2017).

6. Controle biolégico de doencas de planta

A definicdo de controle bioldgico consiste na reducdo da soma de inéculo
ou das atividades determinantes da doenga provocada por um patdgeno,
realizada por meio de um ou mais organismos que ndo o homem (COOK;
BAKER, 1983). Os microrganismos que apresentam potencial para biocontrole
de doencas, sdo organismos que estdo presentes no ambiente e que,
geralmente, sdo muito mais seletivos e especificos do que os pesticidas
quimicos por estabelecer interacdes do antagonista com foco em um patégeno
alvo (MENEZES, 2010). Para Morandi e Bettiol (2009) dentre os microrganismos
com potencial para o desenvolvimento de bioprodutos para o controle biolégico
de doencas de plantas destaca-se, bactérias do género Bacillus spp. e fungos
do género Trichoderma spp..

A utilizagdo de bactérias como biocontroladores pode ocorrer devido a
producdo de enzimas, sideroforos, antibidticos, competicdo por nichos
ecolégicos, espagco e nutrientes, parasitismo e inducdo de resisténcia
(LUGTENBER; KAMILOVA, 2009). Edwards e Seddon (2001) destaca as
bactérias do género Bacillus spp. como eficientes controladores de fitopatogenos
pela producdo de uma série antibibtico e substancias microbianas. Além disso,

essas bactérias sdo capazes de produzir enddsporo, que toleram diferentes
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temperaturas, oscilagées dos niveis de pH, a substancias pesticidas e suportam
tempo de estocagem (BACKMAN et al., 2008).

Os agentes biocontroladores bacterianos do género Bacillus spp.
apresentaram éxito como antagonistas de diversos patdégenos como Hemileia
vastatrix (HADDAD et al.,, 2009), Uromyces appendiculatus (BAKER et al.,
1983; MIZUBUTI et al.,1995), Puccinia pelargonii-zonales (RYTTER et al., 1989),
Cercospora sojina (TONELLI et al., 2014) Gloeosporium gloeoesporioides
(CHO et al., 2003), Rhizoctonia solani (YU et al., 2002), Fusarium verticillioides
(MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2014), Fusarium oxysporum (SOTOYAMA et al.,
2016).

No que se refere a agentes de biocontrole flngicos, os isolados
pertencentes ao género Trichoderma spp. apresentam desempenho promissor
no controle bioldégico pela presenca de mecanismos de micoparasitismo,
predacdo, antibiose e competicdo por recursos. Além disso, novos testes
indicaram atividade de inducéo de resisténcia sistémica ou localizada.Dentre as
diferentes espécies de Trichoderma, cada uma possui distinta interacdo com 0s
patdgenos, indicando a possibilidade de combinacdo de diferentes espécies
combinadas para o tratamento de doencas de plantas. (HARMAN, 2006;
ATANASOVA et al., 2013). Verma et al. (2007) descreve a acao de algumas
linhagens de Trichoderma na associagdo com raizes de modo simbiotico,
solubilizando nutrientes do solo, promovendo maior disponibilidade de nutrientes
e proporcionando desenvolvimento radicular. Esse fungo apresenta-se como
eficiente na atividade promotora de crescimento por meio da producdo de
compostos semelhantes a auxinas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009).

Dentre as mais de 200 espécies de Trichoderma, para a cultura da
bananeira, destacam-se as espécies mais utilizadas e com maior eficiéncia, T.
harzianum e T. asperellum, ambos apresentam alta competéncia na colonizagao
rizosférica (FRIEDL; DRUZHININA, 2012). Estas espécies tém sido comumente
encontrada em solo ou endofiticamente nas plantas (XIA et al., 2011). No solo,
o Trichoderma é encontrado em ambiente Umido, sem a incidéncia direta de raios
solares e com temperaturas amenas (20 a 25°C) e com pH mais acido (BHALE;
RAJKONDA, 2012; GARCIA-NUNEZ et al., 2012).

Diante disso, a trajetoria de estudo com biocontroladores permitem novos

testes de combinagdo da microbiota benéfica a bananicultura, utilizando as
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potencialidades de cada um dos microrganismos para mitigar os efeitos
ambientais e bibticos. Essas estratégias visam obter maior qualidade
fitossanitéria, reducdo no custo de producéo e possibilidade reduzir ou substituir
gradativamente o controle quimico pelo controle biolégico. Entretanto,
importante salientar os isolados de biocontrole, solubilizadores, fixadores de
nitrogénio, promotores de crescimento, sintetizadores de biofilme, somente
poderdo ser combinados no mesmo tratamento, caso nao ocorra inibigdo entre

eles.
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POTENCIAL DE BACTERIAS EDAFICAS ORIUNDAS DO SEMIARIDO PARA
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO, TOLERANCIA A SECA E CONTROLE
BIOLOGICO EM BANANEIRA

Resumo

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas e cultivadas nas
regides tropicais e subtropicais, porém sua producéo pode ser comprometida
pela suscetibilidade da cultura ao estresse hidrico e incidéncia de fitopatégenos
como Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), fungo causador da doenca da
murcha de Fusarium. O presente trabalho selecionou bactérias edaficas do
semiarido e verificou o potencial de antagonismo ao Foc, de promocéao de
crescimento e de tolerancia a seca. Para tanto foram realizados isolamentos a
partir do solo do semiarido, coletado em rizosfera de plantas nativas e de
cactaceas. Estes isolados foram testados in vitro com uso de meio seletivos
para selecionar bactérias produtoras de sideréforos, fixadoras de nitrogénio,
tolerantes ao estresse hidrico e térmico e produtoras de exopolissacarideos
(EPS). Posteriormente, os isolados selecionados foram testados para antibiose
reciproca, solubilizacdo de potassio e fosfato, antagonismo com pareamento
direto com isolado de Foc (raca 1) e Trichoderma asperellum (T-81). Os testes
resultaram na selecao de 15 isolados bacterianos produtores de EPS, que
cresceram em meio com atividade de agua reduzida, sob temperaturas de até
55°C, cinco testaram positivo para fixacdo de nitrogénio, dois apresentaram
solubilizac&o de potassio e seis com capacidade de produzir sider6foros. Os 15
isolados selecionados apresentaram algum grau de compatibilidade em teste
de antibiose reciproca, além de indice de baixa solubilizacdo de fosfato e
antagonismo ao Foc e trés isolados nédo inibiram crescimento do T. asperellum.
Portanto, os resultados deste trabalho indicam potencial dos isolados
selecionados serem utilizados combinados entre si e com T. asperellum para
promocao de crescimento vegetal, tolerancia a seca e manejo de murcha de

Fusarium.

Palavras-chave: Musa spp., Estresse hidrico, Biocontrole, Fusarium oxysporum

f. sp. cubense.
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1. Introducéo

O semiarido brasileiro possui condi¢des climaticas que favorecem a
ocorréncia do estresse hidrico, em virtude da predominancia de altas
temperaturas e baixos indices pluviométricos, restritos a curtos periodos abaixo
de 800 mm ao ano (IBGE 2019). A vegetacédo caracteristica da zona semiérida
€ a caatinga, que possui diversidade de plantas nativas e microrganismos
edaficos adaptados aos severos regimes de seca. Em contrapartida, a
atividade agricola da regido pode ser comprometida pela condicdo de baixa
oferta hidrica, sobretudo para culturas suscetiveis a seca, a exemplo da
bananeira (Kissel et al. 2015).

O estresse hidrico induz rapida resposta fisioldgica em bananeira. Dentre
as principais reacfes destacam-se a reducdo da area foliar e do
aprofundamento das raizes no solo, em decorréncia da alteracao dos drenos
preferenciais, pela mudanca da razdo entre a parte aérea e a raiz, (Taiz &
Zeiger 2009). Sob essas condi¢ces de estresse as plantas estdo mais expostas
a infeccdes por fitopatdbgenos, como Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc),
gue penetra nas zonas de alongamento e/ou fissuras naturais causados pela
emissao de raizes secundarias (Li et al. 2011).

O Foc é o agente causal da doencga vascular conhecida como murcha de
Fusarium, ocupa quinto lugar no ranking entre os dez fitopatégenos flingicos
mais relevantes no campo cientifico e econémico, e € mundialmente
considerado causador da doenca mais grave da bananicultura pelo seu
potencial destrutivo e pela capacidade de sobrevivéncia no solo (Ploetz 2015,
Brasil 2018). Essas caracteristicas indicam a necessidade constante de
pesquisas para manejo da doenca, uma vez que o controle quimico tem baixa
eficiéncia e o controle genético possui eficacia por tempo limitado, devido a alta
variabilidade do fungo e surgimento de novas racas (Dean et al. 2012).

Assim, uma alternativa promissora para a bananicultura € o uso de
isolados da microbiota edafica que disponham de mecanismos benéficos,
dentre os quais biocontrole do Foc, capacidade de induzir o crescimento
vegetal e proporcionar tolerancia a seca. Como agentes de biocontrole,
destacam-se aqueles microrganismos que atuam por meio da competicédo por
nutrientes, producdo de compostos antimicrobianos, indutores de resisténcia

sistémicas, dentre outros (Atanasova et al. 2013) Sobre a mitigacéo dos efeitos
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do estresse hidrico, séo relevantes os microrganismos com capacidade de
producdo de osmolitos, exopolissacarideos e reguladores de crescimento
(Caséan et al. 2013).

Diante disso, a hipétese deste estudo € que as bactérias oriundas do solo
do semiérido tem potencial de promover crescimento de plantas de bananeira
proporcionar tolerancia ao estresse hidrico, em virtude adaptacdes evolutivas
as condi¢cdes ambientais. Esse estudo teve como objetivo a busca e , e
caracterizacao de isolados bacterianos oriundos do solo do semiarido baiano
quanto ao potencial de promocao de tolerancia a seca, crescimento vegetal e

antagonismo ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, municipio de Cruz das Almas, Bahia. Os isolados
utilizados em testes de pareamento foram Trichoderma asperellum — Tri-81 e F.

oxysporum f.sp cubense raca 1

2.1 Coleta de amostras de solo

As amostras do solo foram coletadas no municipio de Itatim- Ba
(12°43'41.9"S 39°42'19.3"W) em novembro de 2019, periodo de estiagem na
regido. Foram selecionados seis pontos de coletas, trés pontos selecionados
préximo a arbustos que ndo apresentassem queima, murcha ou morte na parte
aérea e outros trés em cactaceas. As amostras de solo rizosférico e raizes
foram armazenadas em sacos plasticos e transportados para casa de

vegetacdo da Embrapa.

2.2 Isolamento de microrganismos

As seis amostras do solo foram dispostas em sacos com capacidade de 1
kg e realizado o plantio de mudas bananeira como planta isca (variedade Prata
And). As plantas foram mantidas por 50 dias em casa de vegetacao para
proporcionar interagcdo dos microrganismos com a rizosfera. Para favorecer a
predominéncia de microrganismos tolerantes a seca foi induzido um estresse
hidrico com suspenséao da irrigacdo durante dois ciclos, cada um com duragéo
de 25 dias.

Logo apos 50 dias, foram coletadas amostras de solo e raizes das plantas

que sobreviveram aos dois ciclos sem irrigacao e levadas ao laboratério. O
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isolamento dos microrganismos foi realizado via diluicdo seriada, seguido do
plagueamento em meios semisseletivos nutriente agar, para bactérias totais e
bactérias produtoras de enddsporos, meio B de King (King et al. 1954) para
bactérias produtoras de sideroforos. As coldnias bacterianas que apresentaram
diferencas morfoldgicas foram purificadas por repicagem em meio nutriente

agar, totalizando 126 bactérias isoladas.

2.3 Selecao de microrganismos fixadores de nitrogénio de vida livre e
produtores de sideréforos

Os 126 isolados obtidos foram crescidos em meio de cultura agar
nutriente por 48 horas a 28 °C. Logo ap0s, adicionaram-se 200 pL de agua
destilada esterilizada as placas seguido da raspagem das coldnias com al¢a
Drigalski. Adicionaram-se 100 pL de suspenséao bacteriana em meio de cultura
semissolido NFb (Débereiner et al. 1995), com posterior incubacéo a 28 °C por
10 dias. A presenca de uma pelicula abaixo da superficie do meio, e
modificacdo da coloracéo para azulado, caracterizou resultado positivo para
fixacdo de nitrogénio para o isolado avaliado.

Para teste de bactérias produtoras de sideréforos foi utilizado meio de
cultura seletivo com limitacdo em ferro, agar PGS (Peptona, gelatina e
sacarose) (Lamichhane & Varvaro, 2013). Foram posicionados discos de papel
filtro umedecidos com suspensao bacteriana em trés repeticées por placa e
mantidos a 28 °C por 48 horas. A avaliacao dos produtores de sideréforos foi
considerado positivo para col6nias que apresentaram fluorescéncia sob luz

com comprimento de onda proximo do ultravioleta (King et al., 1954).

2.4 Selecado de microrganismos tolerante ao estresse térmico e hidrico
Todos os isolados obtidos foram repicados em cinco repeticdes com
posicdes equidistantes em placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo meio

de cultura TSA (Triptona, soja e agar) (10 %) suplementado com sorbitol (405

gL-1) regulando atividade de agua com valor de 0,919 (considerando que é
atividade de 4gua minima para a maioria das bactérias). O experimento foi
repetido em diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 55 °C) com
fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacao foi realizada apos trés dias, atribuindo notas de 1 a 3 para

categorizar o crescimento das colbnias, sendo: nota 1 para os isolados que
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apresentaram crescimento no local da repicagem; nota 2 para isolados que

cresceram até 5 mm; e nota 3 para isolados que cresceram acima de 5 mm.

2.5 Selecdo de microrganismos produtores de exopolissacarideos (EPS)

Os isolados bacterianos foram crescidos em discos de papel filtro
esterilizado de 5mm dispostos em meio de cultura de acordo com Guimarées et
al. (1999) e incubados a 28 °C. A producao de EPS foi caracterizada
visualmente, mediante a formacao e medi¢céo do halo do EPS produzido.

A classificacdo do potencial de produgdo de EPS pelas bactérias foi
realizada de acordo com Paulo (2010), onde os codigos: + representou pouca
producao (halo de EPS < 10 mm); ++ representou média produgao (halo de
EPS entre 10 e 14 mm) e +++ representou 6tima producao (halo de EPS = 14
mm). A confirmacao da producgéo de EPS foi realizada pelo método quimico,
misturando a col6nia bacteriana em 2 mL de alcool etilico, com auxilio de uma

alca de platina (Paulo 2010).

2.6 Selecao de isolados solubilizadores de potassio e fosfato

As 126 bactérias foram submetidas a uma avaliacédo para selecdo dos
melhores isolados. Esse processo foi realizado utilizando duas etapas de
classificacéo, a primeira agrupando os isolados testaram positivo em mais de
uma atividade bioquimica. Na segunda etapa, foram agrupados os isolados e
realizou-se avaliagdo com utilizando quesito hierarquico, sendo o primeiro
guesito as melhores bactérias tolerantes ao estresse hidrico e térmico;
segundo, os melhores produtores de exopolissacarideos; e por ultimo os
isolados produtores de sideroforos e fixadores de N. Essa avaliagédo selecionou
15 isolados para realizar os proximos testes.

Para avaliacdo de bactérias com capacidade de solubilizacdo de potassio
foi realizado repicagem dos 15 isolados em meio de cultura Aleksandrov (1967)
enriquecido de potassio a partir de pé de rocha (Biotita-Xisto e Feldspato rosa),
em cinco repeticbes, mantidas em incubac¢éo no escuro por 15 dias a 28 °C.
Para avaliar o potencial de solubilizagéo de fosfato de célcio as 15 bactérias
que foram repicadas no meio NBRIP solido (Nautiyal et al. 1999) em cinco
repeticdes por placa, mantidos a 28 °C por 15 dias.

Em ambos os testes o resultado foi considerado positivo mediante

presenca de halo claro ao redor da colonia. Posteriormente, foi aferido o
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diametro da colbnia e do halo com régua milimetrada e obtido o indice de
solubilizacéo (IS), com o célculo da razéo entre o diametro do halo e o diametro
da col6nia (Berraqueiro et al. 1976). A solubilizac&o foi classificada de acordo
com os IS obtidos, conforme sugerido por Silva Filho e Vidor (2000): (IS< 2 =
baixo indice de solubilizacdo; IS entre 2 e 3 = média solubilizacdo; IS > 3 = alta
solubilizacao).

2.7 Teste de producao de acido idol-acético (AIA)
Os isolados foram repicados com auxilio da alca de platina, trés

repeticBes por placa, em meio Triptona Soja Agar (TSA) enriquecido com 5mM
de L-triptofano e cobertas com uma membrana de nitrocelulose previamente
esterilizada (Khalid et al. 2004).

As culturas foram incubadas por 48 horas em temperatura ambiente.
Apos esse periodo, as membranas foram removidas das placas com uma pin¢a
estéril e transferidas para tubos, em que foram saturadas com solucéo de
Salkowski (7.9 mol. L't de H2SOa4 e 12g FeCls) e incubadas no escuro por um
periodo de 30 minutos a 2 horas. A estimativa colorimétrica foi verificada por
meio da observacao de halo réseo-avermelhado na placa e mudanca na

coloracdo da membrana de nitrocelulose.

2.8 Avaliacdo do potencial de controle biolégico dos isolados pela
producdo de compostos volateis, ndo-volateis e pareamento direto com Foc e
T. asperellum

O teste de producao de compostos volateis foi realizado com uso de
placas vertidas na base e na tampa, posicionando disco de micélio de Foc na
base e repicado o isolado bacteriano no centro da tampa da placa com al¢a de
platina. Como controle, foi utilizado caldo nutriente esterilizado na tampa da
placa. As placas foram mantidas a 28 °C, em posic¢éo invertida, de modo que o
micélio fique no topo e o isolado bacteriano na base.

Para o teste de inibicdo por compostos ndo-volateis, quinze isolados
bacterianos foram cultivados em meio BD (batata-dextrose) em erlenmeyers de
150 mL durante sete dias. ApGs esse periodo, a biomassa bacteriana foi
descartada utilizando filtro Millipore Millex® com 0,2 um, com separag¢ao dos
metabalitos que foram liberados. Em seguida, quatro discos de papel filtro
esterilizados foram imersos no filtrado e transferidos para placas de Petri de 9
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cm de didmetro com meio de cultivo BDA, em posi¢cao equidistantes a um
centimetro da borda da placa. Posteriormente, foram repicados
separadamente um disco de 5 mm de diametro com tratamentos que
continham micélio de Foc e de T. asperellum no centro da placa. Como
controles, foram utilizadas placas em que quatro papeis filtro foram imersos em
agua destilada esterilizada para substituir os compostos filtrados. As placas
foram mantidas a 25 °C por 12 dias em fotoperiodo de 12 horas.

Para teste de pareamento direto, foram posicionados quatro discos de
papel filtro em posi¢des equidistantes umedecidos com meio liquido, apds 24
horas de crescimento dos isolados bacterianos, e no centro da placa foi
posicionado disco de 5 mm de diametro com tratamentos que continham
micélio de Foc e de T. asperellum. Como controle, foram utilizadas placas
contendo papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada. As placas
foram mantidas a 25 °C por 12 dias em fotoperiodo de 12 horas.

Os trés experimentos foram realizados com delineamento inteiramente
casualizado, cada um com 32 tratamentos e quatro repeticdes. As avaliagdes
consistiram em afericdes do didmetro das coldnias dos fungos depois de 4, 8 e
12 dias, com régua milimetrada. A partir dos dados, determinou-se a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) utilizando a férmula
(Menten et al., 1976): PICM = (Diametro do controle - diametro do tratamento) x
100/ Diametro do controle.

Todos os dados dos experimentos que foram transformados pela férmula
de PICM, foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 1% de
significancia, e para o caso de diferencas significativas entre os tratamentos, foi
realizado teste de agrupamentos de medias de Scott Knott a 5%, utilizando o

programa estatistico SISVAR (Ferreira et al. 2011).

2.9 Teste de antibiose reciproca

Para a possibilidade do uso dos isolados em tratamentos combinados, foi
realizado teste de antibiose reciproca entre os 15 isolados. O ensaio consistiu
na técnica de aplicacdo de dupla camada de meio de cultura, de acordo com
metodologia adaptada de Romeiro (2007). Os isolados foram semeados em
placas de Petri em meio nutriente agar (NA), cada isolado em sete pontos
equidistantes na superficie do meio e foram mantidas a 28 °C por 24 horas.

Logo apas esse periodo, as placas foram vertidas com uma sobrecamada
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composta por 10 mL de meio NA semi-fundente e 100 pL de suspensao
bacteriana. A avaliacao consistiu na visualizacao de halos de inibicdo na area
sobre as repicagens, que indica a incompatibilidade entre os isolados
bacterianos.

2. Resultados

Os isolamentos resultaram na obtencéo de 126 isolados bacterianos
selecionados inicialmente pela interacdo com a planta isca (bananeira Prata
And) sob condicéo de estresse hidrico e posteriormente com uso de meios de
cultura semi-seletivos.

Dentre os 126 isolados bacterianos, 30 cresceram em meio com baixa
atividade de agua sob temperaturas de até 55° C, 21 testaram positivos para
fixacdo de N, com destaque para quatro isolados (Bac 1.5, Bac 22.3, Bac 8, e
Bac 24.1), pela formacédo de espessa pelicula aerotaxica e acentuada mudanca
de coloracéo para azulado. Quanto ao teste de producao de sideroforos,
selecionaram-se 21 isolados bacterianos que apresentaram fluorescéncia sob a
luz préximo ao cumprimento de onda ao ultra violeta.

A producao de exopolissacarideos (EPS) foi visivel em 68,2 % dos
isolados, com halo de crescimento variando de 6 mm a 56 mm, sendo 36,5 %
atribuidos com +, 5,6 % com ++ e 26,2% com ++. Os melhores resultados
foram obtidos em trés isolados (Bac 2; Bac3; Bac7) com respectivos diametros,
50 mm, 53 mm e 56 mm.

Os melhores isolados seguiram duas etapas de classificacdo. A primeira
considerou os isolados que apresentaram resultados positivos nos quatro
testes realizados, agrupando em conjuntos, com definicdo de 44 isolados nas
intersec¢des (Figura 1). Dentre estes, na segunda etapa foram selecionados
baseado em avaliagcdo de modo hierarquico, sendo: | — melhores tolerantes ao
estresse hidrico e térmico; Il — melhores produtores de EPS; Ill — Produtores de
sideroforos e fixadores de N. Essa selecéo resultou em 15 isolados que
atendem a categoria I. Desse total, 12 foram avaliados com +++ e trés com ++
para a producao de EPS (Il) e entre eles, cinco séo fixadores biolégicos de

nitrogénio e seis sédo produtores de sideroforos (categoria lll).
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C Fixadores de nitrogénio

D. ' A Tolerantes a estresse
hidrico e térmico
Q B Produtores de EPS
D  Produtores de sideroforos

B

Figura 1 — Diagrama dos isolados que testaram positivo para os testes
bioguimico.

Os testes de solubilizagcéo de potassio e fosfato utilizaram a escala do
indice de solubilizacéo (1S), que calcula a raz&o entre halo de solubilizacédo e o
didametro da colbnia. As avaliacdes indicaram que dois isolados solubilizam
potassio por apresentar halos claros ao redor das colénias em meio
Aleksandrov enriquecido com Biotita-

Xisto (ABX) e Feldspato rosa (AFR). Ambos os isolados foram classificados
com capacidade de baixa solubilizacdo (IS < 2), foram eles Bac 8 (IS ABX =1,1;
IS AFR=1,3) e Bac 11 (IS ABX e AFR= 1,2). Em relacao a solubilizacédo de
fosfato, todos os isolados apresentaram baixa solubilizacdo, com destaque
para trés isolados, Bac 5 (1S=1,9), Bac 11 (1S=1,9) e Bac 14 (1S=1,8).

Em relacéo a producédo de auxinas, os isolados Bac 9 e Bac 5
apresentaram mudanca de coloracdo pelo reagente Salkowski, ambos testaram
positivo para a producao de acido indol-acético (AlA), o primeiro com mudanca
acentuada para coloracao rosacea e o segundo com coloragao sutil.

A avaliacéo do potencial de controle biolégico em teste de pareamento
direto com Foc apresentou inibicdo no crescimento micelial em todos os
isolados em diferentes percentuais de 21% a 61% (Tabela 1), com destaque
para Bac 1 (PICM=59,7), Bac 3 (PICM= 60,5), Bac 7 (PICM= 61,3), Bac 14
(PICM= 60). Ao comparar o pareamento direto entre as bactérias com Foc e
com T. asperellum, os isolados que se destacaram foram Bac 8 (PICM= 56,9),
Bac 12 (PICM=53,0), Bac 15 (PICM= 57,5) e ndo apresentar nenhum
percentual de inibicdo ao T. asperellum (figura 2). Esses indices sao

extremamente satisfatorios, pois os isolados bacterianos foram capazes de ter
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uma significativa atividade antagonista a Foc e com possibilidade de uso

combinado com o T. asperellum por ndo haver inibicéo.

Tabela 1 — Percentual de inibicdo de crescimento micelial dos isolados

bacterianos em relacédo ao Foc e ao T. asperellum

Fungos pareados

Isolados
_ PICM - Foc PICM -T. asperellum
antagonistas

Bac 1 59,7 a* 53,9 a
Bac 2 57,2a 47,8 a
Bac 3 60,5a 49,4 a
Bac 4 53,3 a 48,9 a
Bac 5 26,4 b 44,4 a
Bac 6 23.2b 38,3b
Bac 7 61,3 a 48,8 a
Bac 8 56,9 a Oc
Bac 9 56,1 a 46,6 a
Bac 10 20,5b Oc
Bac 11 56,9 a 32,7b
Bac 12 53,0a Oc
Bac 13 53,9 a 47,7 a
Bac 14 60,0 a 45,5 a
Bac 15 57,5a Oc
CV % 18,35 14,29

*Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem entre si, pelo
teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 2 - Teste de pareamento direto isolados bacterianos com Fusarium

oxysporum f. sp. cubense e T. asperellum. A- Tratamento controle Foc; B- Bac 8
PCIM =56,9; C- Bac 12=53; D - Bac 15 PCIM= 57,5; E- Tratamento controle T.
asperellum; F, G, H—-PICM = 0.

O teste de controle biolégico por compostos volateis nao apresentou
inibicdo do crescimento de Foc, ou seja, todas as placas pareadas tiveram
crescimento micelial igual ao controle. Porém, o teste de compostos néo-
volateis apresentou inibicdo do crescimento até o oitavo dia de incubagéo, apos
0 qual a capacidade de crescimento do fungo foi superior a quantidade de
metabdlitos presente nos discos umedecidos e aos doze dias de avaliacédo
todas as placas igualaram o crescimento do controle. Em relagé@o ao teste de
antibiose reciproca, verificou-se que ha compatibilidade entre as 15 bactérias
testadas com diferentes possibilidades de combinacgéo. Desses resultados,
destaca-se as bactérias compativeis com outros 11 isolados (Bac 1, Bac 2 e
Bac 10) e a que é compativel com todos (Bac 6).

3. Discusséao

Os microrganismos edaficos desempenham diversas atividades

bioguimicas, algumas de extrema importancia para agricultura. Para este
estudo destacam-se 0s mecanismos de tolerancia a seca, como a produc¢ao de
exopolissacarideos (EPS), a capacidade antagonistica pela producédo de
metabdlitos antimicrobianos ou competicdo (producéo de sideréforos) e
promocao de crescimento vegetal (solubilizacédo de fosfato e potassio, fixacao
de nitrogénio e producédo de acido indol-acético).
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Sobre 0s microrganismos com capacidade de produzir
exopolissacarideos, sua sintese pode ocasionar constituicdo de biofilme, que
consiste na formacéo de aglomerado de popula¢des microbianas (Casan et al.
2013). A presenca do biofilme na rizosfera favorece a aderéncia a superficies,
tanto de colonizacdo de outros microrganismos, quanto acumulo e fixacao de
nutrientes e minerais, retencéo de agua e protecdo da planta contra estresse
hidrico, salinidade e variacao térmica. Além disso, a formac&o ou acumulo de
EPS possui tendéncia de aumento proporcional quando o estresse ambiental &
acentuado, aspecto que torna as bactérias produtoras de biopolimeros
potenciais agentes de promocéao a tolerancia a seca (Santos & Esposito 2014).

A producéo de sideréforos configura como importante agente de
competicao por nutrientes pela capacidade de producdo de moléculas
guelantes de ferro que, em ambientes com baixa disponibilidade desse
elemento no solo, inibem o crescimento de microrganismos dependentes de
ferro, incluindo fitopatégenos. (Beneduzi et al 2012). Ademais, a disponibilidade
de ferro € importante para o desenvolvimento vegetal, pois o elemento € co-
fator para véarias enzimas, incluindo a nitrogenase que realiza o processo de
fixacdo biologica de nitrogénio.

Para o manejo nutricional, a presenca de bactérias que disponibilizem
macronutrientes (nitrogénio, potassio e fosforo) representa uma alternativa para
a substituicéo progressiva dos fertilizantes industriais. Visto que o processo de
producado desses fertilizantes necessita de alto consumo energético de
combustiveis foésseis derivados de petroleo, matéria prima que tem batido
sucessivos recordes de preco no mercado internacional (DNPM, 2015).

Sobre a fixagcdo biologica de nitrogénio (N), vale ressaltar que essa
atividade microbiana possui grande relevancia na agricultura, pois esse N € o
elemento mais absorvido pela bananeira depois do potassio, e é necessario
para a planta desde a fase vegetativa até o0 momento da emissao do cacho
(Machado et al. 2012). No caso das bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico de vida livre, possuem outra vantagem por ter a possibilidade de
inoculagao em culturas que nao nodulam, como ocorre com a bananicultura
(Schultz et al., 2012).

A producéo nacional de fertilizantes potassicos é considerada insuficiente

por atenderem cerca de 10 % da demanda agricola. Nesta perspectiva, a
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obtencédo de microrganismos capazes de solubilizar potassio (K) apresenta
possibilidade para desenvolvimento de um produto biotecnolégico vantajoso
para potencializar a producéo de banana (DNPM, 2015). Visto que o potassio
representa o macronutriente com maior relevancia para a bananicultura,
mesmo sem participar diretamente da estrutura da planta, atua na translocacao
de fotossintatos, no balanco hidrico e tem relacéo direta com a qualidade dos
frutos. Além destas funcdes, o K+ atua na ativagdo enzimatica e no processo
de absorcao idnica e algumas enzimas sao dependentes do K para sua
atividade normal, citando-se as sintetases, oxiredutases, desidro genases,
transferases e quinases. Logo, a nutricdo potassica também esta ligada a
regulacédo do potencial osmatico das células das plantas, da expanséao celular e
a abertura e fechamento dos estomatos (Ganeshamurthy et al. 2011).

No que se refere a fertilizacdo com fosforo inorganico (P), para a
bananeira € indicada sua aplicacdo na cova de plantio, pois o P é um elemento
praticamente imoével no solo e a maior parte das reservas € ndo-labil, ou seja,
quimicamente estavel e indisponivel para as plantas. Sendo assim, a utilizacéo
dos microrganismos solubilizadores de P para manejo nutricional da bananeira,
mesmo que apresentem baixos indices de solubilizacdo, sdo vantajosos por
disponibilizarem o fésforo de modo constante na regido rizosférica. Vale
ressaltar que a bananeira nao exige grandes quantidades de fésforo, mas € um
elemento que atua no desenvolvimento vegetativo e do sistema radicular e sua
auséncia reduz a produtividade, pois resulta em as plantas apresentam
crescimento atrofiado e raizes pouco desenvolvidas (Moreira et al. 2010).

Em se tratando de promocao de crescimento, a presenca de bactérias
que sdo capazes de sintetizar auxinas, particularmente o acido indol-acético
(AIA), sdo importantes no aumento da producéo por atuar como um regulador
do crescimento das raizes e caules através do alongamento celular. Também,
ocorre o aumento do numero de pelos radiculares, melhorando a absorgéo de
agua e potencializando o efeito do manejo nutricional (Pereira et al., 2012).

Além dos aspectos supracitados, os isolados que também apresentam
atividade de controle biolégico de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)
apresentam-se como promissores produtos biotecnoldgicos por agrupar mais
de uma atividade benéfica a bananicultura. Ademais, a compatibilidade das

bactérias deste estudo com o T. asperellum indica possibilidade de uso com a
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combinacéo dos efeitos de promocéao a tolerancia ao estresse hidrico, controle
bioldgico e promocéo de crescimento (Kahn et al. 2017, Haddad et al. 2018).
Afinal, varias espécies de Trichoderma sp. ja possuem relatos de reducao
efetiva nas doencas da bananeira, beneficios na promocao de crescimento em
mudas de bananeira e seu potencial de mecanismos de biocontrole (Martinez-
Medina et al. 2014, Atanasova et al. 2013, Moreira et al. 2021).

Visto isso, cada cepa bacteriana tem potencial para ser utilizado, de modo
combinado, explorando seus diferentes mecanismos de acao, inclusive com T.
asperellum, para atender as diferentes necessidades das cultivares de
bananeira. Para variedades suscetiveis a murcha de Fusarium, como ‘Prata
And@’, foca-se no uso de microrganismos que apresentem atividades de controle
bioldgico. No caso de variedades resistentes para a murcha de Fusarium, como
Nanica, o modo de utilizacdo das bactérias pode ser direcionado ao manejo
nutricional, por apresentaram atividades de promocéao de crescimento vegetal

direto, como fixac&o de nitrogénio e solubilizacao de fosfato e producéo de AlA.

4. Conclusbes

Os isolados bacterianos selecionados apresentaram potencial de
utilizacdo para mitigar os efeitos do escassez de agua, devido a capacidade de
tolerancia ao estresse hidrico, térmico e capacidade de produzir EPS. Essas
bactérias tem possibilidade de uso no manejo nutricional pela presenca de
atividade de fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potassio. Além
disso, a atividade de sinteste &cido indol-acético agrega mais importancia por
atuar na promocéao de crescimento vegetal.

As bactérias selecionadas sdo potenciais agentes de biocontrole pela
capacidade de producéo de sider6foros que é um mecanismo de competicéo, e
pelo antagonismo direto, demonstrado pelo controle satisfatorio do crescimento
micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense in vitro. Essas atividades
benéficas a bananicultura sdo potencializadas devido a compatibilidade dos

isolados bacterianos entre si e com o T. asperellum.
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