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RESUMO

Cardoso, K.G.V. Rizobactérias promotoras do crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira e agentes de biocontrole do mal-do-
Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense)

A banana é fruto cultivado principalmente em paises de clima tropical,
estando o Brasil entre os maiores produtores mundiais. A bananeira é propagada
comumente por brotos laterais de plantas adultas, o que proporciona maior
possibilidade de contaminagdo por patégenos. A micropropagacao in vitro
constitui uma ferramenta alternativa a este modo de disseminacgéo da cultura, por
produzir mudas sadias e homogéneas. Entretanto, este processo elimina a
presenca de microrganismos que possam desempenhar algum mecanismo
benéfico ao desenvolvimento das plantas. A utilizacdo de rizobactérias pode
induzir o enraizamento dos explantes, promover o crescimento das mudas, bem
como proteger as plantas de patdégenos. Os objetivos deste estudo foram: a)
isolar e selecionar rizobactérias com capacidade de solubilizar fosfatos, produzir
sideroforos, sintetizar acido indol-acético, e inibir o crescimento de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense; b) avaliar o potencial de promoc¢é&o do crescimento dos
isolados na fase de enraizamento e de aclimatagcdo em mudas de bananeira,
cultivar Maga. De um total de 200 rizobactérias, cinco isolados sintetizaram acido
indol-acético (PC04, PC45, PC107, PC37, PCO05) e trés isolados inibiram o
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense (262C, 106A e 23C). Nos
estudos conduzidos em casa de vegetacao a fase de aclimatagcdo demonstrou ser
o melhor momento de aplicacdo destes isolados para a promogéo de crescimento,
com destaque para o isolado PC 107. Contudo, quanto ao controle biolégico, a
combinagdo dos isolados agentes de biocontrole ndo foi capaz reduzir a
severidade do mal-do-Panama nas mudas de bananeira cultivar Macga. Esse
trabalho confirma a potencialidade das rizobactérias no incremento da producéo

de mudas micropropagadas de banana.

Palavras-chaves: Banana, Musa sp., promocao de crescimento, controle

bioldgico, mudas micropropagadas



ABSTRACT

Cardoso, K.G.V. Growth promoting rhizobacteria of micropropagated banana
plantlets and biocontrol agents of mal-do-Panamé& (Fusarium
oxysporum f. sp. cubense)

Banana is an important fruit crop in tropical countries, including Brazil as
one of the major producer in the world. Rhizomes (suckers), providing high risks of
pathogen contamination and usually are used for the vegetative propagation of
banana. The in vitro micropropagated plants are an alternative technique to that
crop vegetative propagation, producing health and homogeneous plantlets.
However, the technique removes microorganisms that could improve plant
establishment. The introduction of rhizobacteria could induce rooting of plantlels,
promote plantlet growth and suppress pathogen infection. The aims of the study
were: a) isolate and select rhizobacteria able to solubilize phosphate, produce
siderophores, indolacetic acid, and inhibit Fusarium oxysporum f. sp. cubense; b)
to evaluate the potential of rhizobacteria to growth promotion of banana plantlets
in rooting and acclimatization phases. A total of 200 rhizobacteria were assayed
and five were positive to indolacetic acid production (PC04, PC45, PC107, PC37,
PCO05); three strains were selected as potential biocontrol agents to F.oxysporum
f. sp. cubense (262C, 106A and 23C). In greenhouse studies the acclimatization
phase was the best time to introduce the rhizobacteria to promote growth, where
strain PC107 had the highest performance. Mix of biocontrol rhizobacteria didn't
reduce the Foc severity.This work confirms the potential of rhizobacteria in

increasing the production of banana plantlets.

Keywords: Banana, Musa sp., growth promoting, biological control,

micropropagated plants



INTRODUCAO

A banana é uma das fruteiras mais produzidas no Brasil colocando o pais
em quarto lugar entre os principais produtores mundiais. De acordo com dados do
IBGE, a cultura da bananeira é cultivada de Norte a Sul do pais, envolvendo
desde a faixa litoranea até os planaltos interioranos. As Regifes Nordeste e
Sudeste, juntas, respondem por 57% da producéo nacional. Na Bahia a bananeira
€ uma importante fonte de geracédo de divisas, sendo o estado o segundo maior
produtor nacional. A sua contribuicdo para o valor total da producdo agricola
estadual é superior as culturas, do algodao e da laranja.

A propagacao da banana por retirada e posterior plantio de brotos laterais
da planta adulta, também denominados rebentos, é a forma mais utilizada para
expandir os bananais. Desta forma, o risco de disseminar importantes patégenos
como Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Micosphaerella fijense, Micosphaerella
musicola e Ralstonia solenacearum para areas livres de infestacdo aumenta
consideravelmente.

Para tentar reduzir ou até mesmo evitar a ocorréncia de doencas, a técnica
de micropropagacdo in vitro tem sido empregada por diversas biofabricas
brasileiras que utilizam esta tecnologia para produ¢cdo de mudas. A
micropropagacao in vitro a partir do 4pice caulinar garante a producdo de mudas
com qualidade fitossanitaria e que, no campo, tém se mostrado mais vigorosas,
principalmente pela uniformidade genética e por estarem livres de doencas.

Entretanto, esta técnica néo preserva a microbiota do explante, incluindo os
microrganismos benéficos ao crescimento vegetal. A capacidade de
microrganismos em promover a germinagdo de sementes e estimular o
desenvolvimento de plantas de interesse comercial, vem sendo verificado,
confirmando o potencial biotecnoldgico para fins de aumento da produtividade
agricola, biorremediacéo e busca de produtos comerciais.

Um grande numero de estudos com microrganismos benéficos, como as
rizobactérias, tém sido realizados com a intencdo de melhorar o desempenho
destas mudas no campo. Rizobactérias sao bactérias de vida livre que colonizam
a rizosfera das plantas, e que podem ser empregadas para o0 incremento da

producdo agricola por estimularem o crescimento de plantas. Podem atuar



diretamente, pela sintese de reguladores de crescimento, mineralizacdo da
matéria organica e disponibilizacdo de ferro e fésforo e indiretamente, no
biocontrole de fitopatdgenos.

Do ponto de vista econbmico, a possibilidade de introducdo de
microrganismos que auxiliem o elongamento radicular em explantes, somados a
capacidade de protecdo das mudas contra o ataque de patégenos, séo fatores
altamente favoraveis a busca e selecdo de rizobactérias para incorporacdo no
processo de producédo das mudas micropropagadas de bananeira.

No primeiro capitulo deste trabalho serdo abordados aspectos da cultura
da banana, propagacédo da cultura e como a aplicacdo de rizobactérias benéficas
pode atuar na promocdo do crescimento. Aspectos relacionados ao controle
biolégico do mal-do-Panama bem como caracteristicas do agente etiologico,
sintomatologia e perspectivas do uso de microrganismos para o controle, foram
também discutidos.

No segundo capitulo apresentam-se resultados da pesquisa sobre a
aplicacdo de rizobactérias como promotoras do crescimento no processo de
producdo de mudas micropropagadas de bananeira. A hipétese em estudo
fundamenta-se na idéia de que microrganismos residentes da rizosfera de
bananeira teriam potencial de atuar como promotores do crescimento e agentes
de controle de doencas. Diante deste contexto, 200 rizobactérias isoladas de
plantas sadias de bananeira foram testadas para a promoc¢ao de crescimento de

mudas micropropagadas e no biocontrole de F. oxysporum f. sp. cubense.



CAPITULO 1

CULTURA DA BANANEIRA: POTENCIAL DE USO
DE RIZOBACTERIAS NA MICROPROPAGACAO IN VITRO E
COMO AGENTES DE BIOCONTROLE




RESUMO

Cardoso, K.G.V. Cultura da bananeira: potencial de uso de rizobactérias na
micropropagacao in vitro e como agentes de biocontrole.

Neste trabalho realizou-se um levantamento sobre as particularidades
referentes a cultura da banana e sua forma de propagagdo por meio da
micropropagacao in vitro de mudas como alternativa aos problemas fitossanitarios
enfrentados pelos agricultores. Por serem cultivados de forma asséptica em meio
de cultivo e em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade, explantes
apresentam vantagens por estarem livres de microrganismos patogénicos que
possam reduzir a produtividade da cultura; e a desvantagem da auséncia da
microbiota benéfica que possa atuar no crescimento das mudas e protegé-las de
possiveis patdgenos quando no campo. Rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas sdo descritas como um grupo de microrganismos promissores para a
utilizacdo no incremento de desenvolvimento vegetal. Diante da capacidade
destes microrganismos em promover o0 crescimento de plantas, possiveis
mecanismos de acao das rizobactérias foram descritos. Também foram discutidos
aspectos sobre a utilizacdo de microrganismos no incremento da produtividade de
mudas da variedade Maca, cultivar altamente susceptivel ao fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. Como fator limitante & expansdo da cultivar Maca,
aspectos referentes ao mal-do-Panama, tais como etiologia, epidemiologia e
alternativas de biocontrole foram abordados cuidadosamente. Em seguida, foram
levantados aspectos sobre o controle biolégico de doencas de plantas, utilizando
microrganismos e 0 mecanismo de indugéo de resisténcia sistémica, enfatizando

a necessidade de realizacao de trabalhos nesta direcéo.

Palavras-chave: Banana, Musa sp., Mecanismos de acdo, Rizobactérias



ABSTRACT

Cardoso, K.G.V. Banana plantations and their potential use of rhizobacteria

in vitro micropropagation and as biocontrol agents

It was conducted a survey about the particulars relating to banana crop also
way of propagation by tissue culture as an alternative to health plant problems
faced by farmers. Grown aseptically in culture medium and under controlled
temperature and humidity, these explants have the advantage of being pathogen
microorganisms free that may affect crop productivity; and the disadvantage of
natural and beneficial microbes absence that could act on growth seedlings and
protect them from pathogens in the field. Plant growth-promoting rhizobacteria are
described as promising microorganisms for increasing plant development.
Mechanisms of seedling growth promoting by rhizobacteria were described. Also it
was discussed about issues using microorganisms for productivity increasing of
'Macgd' cultivar, susceptible to Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Aspects
relating to the Panama Disease, such as etiology, epidemiology and biocontrol
alternatives are discussed thoroughly. Issues were discussed about the biological
control of pathogens applying microorganisms and mechanism of induced

systemic resistance, emphasizing need to develop research in this direction.

Keywords: Banana, Musa sp., Mechanisms of action, Rhizobacteria



1.1. A culturadabanana

A bananeira (Musa sp.) € uma planta herbacea, caracterizada por possuir
caule tipo rizoma, de onde partem as raizes primarias. Apresenta um sistema de
raizes fasciculadas predominantemente superficiais e, dependendo da variedade,
podem atingir horizontalmente até 5 m (SOUZA e BORGES, 2004). Seu fruto, a
banana, destaca-se mundialmente tanto no que se refere a producao,
comercializacdo e importancia nutricional, sendo o quarto produto alimentar mais
produzido mundialmente permanecendo atras do arroz, trigo e milho (VIEIRA,
2009), sendo considerado um importante alimento em razdo de sua composi¢cao
guimica e conteudo em vitaminas e minerais, principalmente o potassio.

De acordo com a classificacdo botanica a bananeira é uma
monocotiledénea pertencete a classe Liliopsida, ordem Scitaminea, familia
Musaceae, sub-familia Musoideae e género Musa. Este género apresenta grande
importancia por constituir o maior namero de espécies, apresentar ampla
distribuicdo geogréafica e abranger espécies comestiveis (DANTAS e FILHO,
2000). A bananeira tem origem na Asia, sendo posteriormente disseminada para
varias partes do mundo, com destaque para paises de clima tropical e subtropical,
onde encontrou condi¢cdes favoraveis para uma boa producdo (NELSON et al.,
2006).

Em 2008, a india se destacou como principal produtor mundial de banana
com pouco mais de 23 milhdes de toneladas produzidas, ficando o Brasil em
quarto lugar com cerca de 7 milhBes de toneladas de banana (Figura 1), onde a
produtividade desta cultura no Brasil estad em torno de 14 t ha™, muito abaixo das
35 t ha™ observadas na india (FAO, 2010) (Figura 2), colocando o pais na quinta
posi¢cdo no ranking de produtividade. Esta baixa produtividade estd associada a
incidéncia de pragas, manejo mal conduzido, e deficiéncia nutricional.

A producéo de banana no Brasil em outubro de 2010 atingiu 7.385.196
toneladas tendo como principais Estados produtores Sdo Paulo, Minas Gerais e
Bahia. A bananeira € muito explorada na regido Nordeste, com a producdo em
outubro de 2010, 2.994.969 toneladas, ocupando a regido o 1° lugar em relagcéo a
producdo total do pais (Figura 3). No mesmo periodo, o estado da Bahia

contribuiu com 19% da producdo da regido nordeste, sendo importante para o



agronegocio e essencial na geracdo de renda para pequenos agricultores (IBGE,
2010).

Producao mundial de banana
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Figura 1. Producédo de banana no ano de 2008 pelos principais paises
produtores. Fonte: FAO, 2010.
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Figura 2. Produtividade mundial de banana no ano de 2008. Fonte: FAO, 2010.



Producéo brasileira de banana

Centro-oeste
Norte
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Figura 3. Produgé&o brasileira de banana, subdividida em regides, outubro de
2010. Fonte: IBGE- Producéo Agricola, 2010.

A Bahia inclui-se entre principais estados produtores de banana, com a
producdo concentrada na agricultura de base familiar, que representa 60% dos
produtores rurais, na faixa dos 50 ha, garantindo emprego e renda. Esta cultura
gera aproximadamente, 14 mil empregos diretos e 20 mil indiretos (Noticias da
Bahia, 2008).

Em todo o Brasil sdo encontradas condi¢cdes edaficas favoraveis para o
cultivo da banana (SOUZA e BORGES, 2004) desde a faixa litorAnea até os
planaltos do interior, 0 que deixa 0 pais entre 0os maiores produtores mundiais
(NOMURA e FUZITANI, 2005). Em muitos estados brasileiros, depois da laranja,
a banana é a fruteira mais cultivada, com expressiva quantidade produzida e area
plantada (VIEIRA, 2009). Entre as variedades mais cultivadas estdo: Maga,
Pacovan, Prata Ana, Terra (mercado interno) e Nanica, Nanicdo e Grande Naine
(exportacéo) (SILVA et al.,2004).

1.2. Mal-do-Panaméa
As doencas fungicas sdo as mais importantes na cultura da bananeira,

destacando-se tanto pelo niumero e diversidade de espécies fitopatogénicas que a

afetam o0s bananais, como pelas perdas que sao causadas, limitando a



produtividade (CORDEIRO et al., 2004). Dentre as doencas provocadas por
fungos, o mal-do-Panama é considerado uma das doencas mais destrutivas da
banana, sendo fator limitante para o cultivo de variedades apreciadas pelo
mercado, como a Mac¢a (CORDEIRO et al., 2004).

O mal-do-Panama, doenca causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense Snyd e Hansen, foi constatada no Panama em 1904. No Brasil, foi
inicialmente verificada em 1930 no municipio de Piracicaba (Sdo Paulo) e nos
dias atuais pode ser encontrada em todas as regidées do mundo que produzem a
banana (NOGUEIRA, 2002). Segundo ALVES et al., (2004) esta doenca vascular
provoca elevadas perdas, infectando as cultivares Macéa (altamente suscetivel),
Prata Comum e Prata Ana (suscetivel).

Fusarium é um género cosmopolita, encontrado em regifes tropicais e
subtropicais com ampla distribuicdo geogréfica, englobando espécies ndao-
patogénicos e patogénicos; dentre os patogénicos, destaca-se, o causador do
mal-do-Panama (FOURIE et al., 2009), um fungo mitospadrico, cuja forma perfeita
ainda néo é conhecida.

Fusarium oxysporum produz o0s seguintes tipos de esporos assexuais:
microconidio, macroconidio e clamidésporos. Microconidios e macronidios séo
estruturas reprodutivas produzidas pelo fungo em condicbes favoraveis,
enguanto, os clamidésporos sao estruturas de resisténcia produzidas por micélios
ou macroconidios (AGRIOS, 2004). Tais estruturas viabilizam a sobrevivéncia na
auséncia de hospedeiro, permanecendo no solo por um longo periodo, até que
essas possam germinar quando em contato com as raizes do hospedeiro (DAVIS,
2005; FERNANDES, et al., 2006).

O género Fusarium apresenta uma taxonomia muito complexa, dividida em,
formae speciales e ragas. Sdo denominados formae speciales (f. sp.) quando
diferem na sua especificidade em atacar hospedeiros distintos (OLIVEIRA e
COSTA, 2003). Racas sao subdivisdes dentro de formae speciales, no tocante a
suscetibilidade do hospedeiro a todos os tipos clonais diferentes do isolado
patogénico (SMITH, 2007). As racas de Fusarium oxysporum f.sp. cubense que
atacam a cultura da bananeira séo as 1, 2 e 4, enquanto que a raca 3 ocorre
apenas em Heliconia sp. (FERNANDES et al, 2006). Plantas susceptiveis

infectadas com Fusarium oxysporum f. sp. cubense raramente se recuperam.
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O patdgeno pode ser disseminado pelo contato de mudas ou plantas
jovens com fragmentos de raiz ou solo contaminado, com esporos veiculados por
ferramentas agricolas, além de irrigacdo, drenagem e inundacdo (CORDEIRO et
al., 2004). A proliferacdo da doenca é favorecida por condi¢cdes de alta umidade e
pH, temperatura, fertilidade desequilibrada, solos arenosos, ferimentos nas raizes
e cultivares suscetiveis (NOGUEIRA, 2002).

A penetracdo do Fusarium oxysporum f. sp. cubense, ocorre através das
raizes da planta, seguindo pelo xilema. Os microconidios invadem os tecidos
condutores, bloqueando o movimento da dgua no sistema vascular da planta. Os
esporos germinam e continuam sua expansao pelo xilema (JONES, 2000).

Entre os sintomas externos sdo observados amarelecimento progressivo
das folhas mais velhas para as mais novas, comecando pelos bordos do limbo
foliar e evoluindo no sentido da nervura principal, em seguida, as folnas murcham
e quebram junto ao pseudocaule dando aparéncia de um guarda-chuva fechado
(Figurad4). Verificam-se ainda descoloracéo vascular e rachaduras no pseudocaule
(KUPPER, 2005; CORDEIRO et al., 2004). Internamente, pode-se observar
coloragcdo pardo-avermelhada provocada pela presenca do patdégeno nos vasos
que se inicia na area periférica em dire¢cdo ao centro da bainha (CORDEIRO et
al., 2004). Sintomas da doenca nao tém sido observados nos frutos, no entanto,
plantas doentes quando produzem frutos apresentam valor comercial
comprometido.

Estratégias para o controle do mal-do-Panamé como o uso de gendtipos
resistentes tém sido realizados pelo Programa de Melhoramento Genético da
bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura - PMG Bananeira, que recomenda
0 uso de variedades resistentes a depender do mercado consumidor e destino da
producdo, ja que a aplicacdo de controle quimico nao é eficiente (SILVA et al.,
2004).

Atualmente, o uso de gendtipos resistentes refere-se a uma forma efetiva
de combate da doenca (JONES, 2000), todavia, 0 melhoramento genético em
bananeira € considerado complexo e demorado, devido as caracteristicas da
cultura. Desta forma, medidas de controle alternativas devem ser estudadas no

sentido de minimizar as perdas provocadas pela doenca.
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Figura 4. Sintomas do mal-do-Panama em plantas de bananeira. (A) Murcha e
amarelecimento foliar em planta com mal-do-Panama. (B) Rachadura do
Pseudocaule de planta com mal-do-Panama. (C) Corte horizontal mostra a linha
de vasos infectados que comecam e segue em direcdo ao apice da bainha. (D)
Presenca do patdégeno verificada pela descoloracdo pardo-avermelhada na area
periférica, centro sem sintomas. (CORDEIRO et al.,2004)
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1.3. Micropropagacéo da bananeira

A propagacdo da bananeira pode ser realizada por divisdo vegetativa, e
no caso de algumas espécies, por sementes, sendo a maioria dos plantios
realizados com mudas retiradas de brotos laterais de plantas adultas (ALVES et
al., 2004; NELSON, 2006). No entanto, este sistema convencional pode
comprometer a qualidade fitossanitaria das mudas, uma vez que diversas
doencas podem ser disseminadas pelos rebentos, limitando assim os ganhos com
a cultura (PEREIRA, et al., 2005).

Outras formas de propagacao da bananeira tém sido desenvolvidas com o
objetivo de melhorar a qualidade das mudas. A técnica de micropropagacao tem
merecido destaque, jA que proporciona no periodo de 6 a 8 meses a producao de
150 a 300 mudas da matriz. Esta técnica envolve a producdo de mudas
provenientes da cultura de tecidos, ou seja, brotos desenvolvidos in vitro a partir
de gemas (apices ou caules laterais) formando novas gemas em condi¢cfes de
assepsia (SANTOS e RODRIGUEZ, 2004).

O processo tem inicio com a escolha do segmento da planta que sera
utilizado, para a producdo micropropagada de banana onde, geralmente utiliza-se
material de 4pice caulinar, tipo chifrinho (20 cm) apresentando bom estado de
sanidade. Em seguida, o material é desinfestado e passa por sucessivas
reducbes, mediante retirada da bainha e corte do rizoma. Apés esta etapa, o
explante é transplantado em meio de cultura por 20 a 30 dias (ALVES et al.,
2004). Na fase de proliferacédo de brotos, os explantes sdo multiplicados em meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com o hormdnio citocinina
benzilaminopurina (BAP), sendo realizados até cinco subcultivos para assegurar a
estabilidade genética da planta (ALVES et al., 2004). De acordo com LINS et al.
(2003) na etapa de enraizamento, utiliza-se o0 meio MS acrescido de acido
naftalenoacético (ANA). As plantas que apresentarem boa formacéo de raizes sdo
encaminhadas para a aclimatacdo em casa de vegetacdo e apos 90 dias
disponibilizadas ao agricultor. Este procedimento tem facilitado o acesso dos
agricultores a mudas tradicionais e melhoradas geneticamente, apresentando
bom estado de sanidade (ALVES et al., 2004).
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Mudas produzidas in vitro representam uma alternativa viavel para
minimizar a disseminagcdo de doencas, apresentando como vantagens, a
producdo de mudas em espaco fisico reduzido, alta qualidade fitossanitaria e
genética, assim como, facilidade de transporte e uniformidade no
desenvolvimento das plantulas (ALVES et al., 2004; PEREIRA et al., 2005).
Contudo, esta técnica além de produzir mudas livres de patdgenos por serem
cultivadas em condi¢cBes assépticas, priva a plantula de sua microflora natural e
benéfica (LINS et al.,, 2003). LEAL et al., (2005) utilizando o fungo micorrizico
arbuscular (FMA), Glomus clarum avaliou a eficiéncia no crescimento em mudas
micropropagadas de bananeira, cultivar Prata-Manteiga, verificando aumento no
crescimento e no acumulo de nutrientes pelas mudas. LINS et al., (2003) com o
objetivo de avaliar a possibilidade de reduzir o tempo de cultivo in vitro de mudas
micropropagadas de bananeira variedade Caipira, procedeu inoculagdo com o
FMA, Gigaspora margarita, concluindo que o inicio da fase de aclimatacdo pode
ser antecipada quando tratada com o fungo.

BORGES et al., (2007) também utilizou Gigaspora margarita para avaliar a
densidade do mal-do-Panama em bananeira da variedade Maca, constatando que
a inoculacdo prévia do FMA reduziu a infecgcdo causada pelo patdgeno. O
trabalho de WEBER et al., (2000) foi pioneiro em demonstrar a contribuicdo de
bactérias diazotroficas em mudas micropropagadas de bananeira, neste ensaio, 0
autor verificou que plantulas de cv. Prata And inoculadas com Herbaspirillum
apresentaram maior crescimento, enquanto, que em plantulas de cv. Caipira, o
mesmo efeito foi observado com inéculo de Burkholderia, e que a inoculagédo dos
dois géneros proporcionou melhor desenvolvimento de cv. Caipira.

Muitos estudos introduzindo microrganismos previamente selecionados
tém sido realizados para melhorar a eficiéncia destas mudas, como fungos
micorrizicos arbusculares (LEAL et al., 2005), rizobactérias (SOTERRO et al.,
2006), bactérias diazotréficas (ALVES et al., 2004). Estes microrganismos atuam

estimulando o desenvolvimento de mudas sadias e aptas para o plantio.

1.4. Rizosfera

Os solos abrigam uma complexa comunidade biolégica formada por uma

grande biodiversidade de organismos capazes de assegurar estabilidade e
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produtividade de sistemas agricolas e naturais. Dentre estes organismos
encontra-se uma diversificada comunidade microbiana convivendo em equilibrio
dindmico com o ambiente (EHRENFELD et al., 2005; BAREA et al., 2005). De
acordo com DANTAS et al., (2009) uma grande variedade de interacfes sao
desenvolvidas dentro e entre comunidades microbianas que vao desde
mutualisticas a antagonicas.

A rizosfera é a regido do solo que circunda a raiz e que sob a influéncia
do sistema radicular disponibiliza exsudatos radiculares, compostos que sao
utilizados como substrato para o0 crescimento, muitas vezes seletivo de
microrganismos, incluindo os fitopatogénicos (COMPANT et al., 2005). Entre os
compostos organicos liberados pelas raizes das plantas incluem-se aminoacidos,
acidos graxos, nucleotideos, acidos organicos, fendlicos, reguladores de
crescimento, esterdis, acucares e vitaminas (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009).
Variacdes nos niveis desses compostos podem depender da condi¢éo fisioldgica
da planta e da presenca de microrganismos (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009)
além, da condicdo e estagio de desenvolvimento da planta, que pode alterar a
diversidade e a dinamica populacional dos microrganismos (DANTAS et al., 2009;
ALBAREDA et al., 2006). Segundo BOWEN e ROVIRA (1999), a diversidade
destes microrganismos na rizosfera influi na absorcédo de nutrientes e tolerancia

das adversidades do meio pelas plantas.

2. Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas

Rizobactérias sdo microrganismos que crescem proximo as raizes,
influenciadas pelos exsudatos radiculares (COMPANT et al., 2005; DANTAS et
al., 2009). Em associacdo com as plantas, as rizobactérias podem ter efeito
deletério, nulo ou benéfico. As rizobactérias benéficas sédo conhecidas como
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas ou PGPR, do termo em inglés
"plant growth-promoting rhizobacteria”.

Entre os microrganismos cultivaveis, de acordo com ROMEIRO (2007a)
estima-se que uma pequena parcela dos microrganismos possa ter algum efeito
benéfico quando associada a planta. Segundo Chen et al. (1996), ndo mais do
gue 2 % do total de microrganismos existentes, considerando microrganismos

endofiticos, rizosféricos e epifiticos séo benéficos.
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O primeiro relato da utilizacdo de bactérias na agricultura, ainda que
empirico, tem registro desde a antiguidade (MARIANO et al., 2004). Os primeiros
trabalhos cientificos envolvendo a introducdo de antagonistas microbianos no
controle de enfermidades de plantas foram iniciados na década de 1920-1940,
com destaque para os chineses, utilizando rizobactérias como ativadores de
defesa e promotoras de crescimento de plantas (ROMEIRO, 2007a). No Brasil, os
primeiros trabalhos foram realizados na década de 80 com o objetivo de promover
o crescimento de tomateiro e cafeeiro em condicbes de casa de vegetacdo
(MARIANO et al., 2004). Atualmente, diversos grupos de pesquisa no Brasil e no
mundo trabalham com rizobactérias visando o controle de doencas e promocao
do crescimento de plantas.

A associacdo entre rizobactérias e raizes de plantas, varia com a
capacidade de mobilidade da bactéria, adesdo a raiz e taxa de liberacdo dos
exsudatos pelas raizes (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009). De acordo com a
localizacdo nas raizes as bactérias podem ser classificadas em, rizobactérias -
vivem proximas ou colonizando a rizosfera e bactérias endofiticas — residentes de
espacos intercelulares e/ou dentro de células (GRAY e SMITH, 2005). As
rizobactérias possuem sistemas eficazes de captacdo de compostos organicos
eliminados pela raiz, enquanto, as endofiticas tem acesso direto aos compostos
organicos presentes no apoplasto (TILAK et al., 2005).

A colonizacdo de raizes de plantas por rizobactérias em microcoldnias
ocorre a medida que as pontas das raizes crescem e 0s exsudatos s&o
eliminados, caracterizando um fator fundamental na interacdo benéfica entre a
bactéria e a planta hospedeira (BENIZRI et al., 2001). Este processo de
colonizacéo e estabelecimento sofre influéncia de fatores bidticos (caracteristicas
do hospedeiro, presenca de patdégeno e outros microrganismos associados a
planta) e abidticos (umidade, temperatura, pH, textura do solo, luminosidade)
(SILVEIRA, 2001).

Rizobactérias sdo microrganismos capazes de atuarem na promocdo de
crescimento (HARTHMANN et al., 2010) e no controle bioldgico de doencas de
plantas (LUZ, 2001). Géneros como Azospirilum, Acinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e
Serratia, ja foram descritos por serem capazes de exercer algum efeito benéfico
no crescimento das plantas (TILAK et al., 2005). SOTERRO et al. (2006)
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observaram a capacidade de isolados de rizobactérias em promover o
crescimento de plantas de alface. O trabalho de DONZELI (2006) demonstrou que
isolados de Pseudomonas spp. do grupo fluorescente podem ser utilizados na
promocdo de crescimento em mudas de alface. HARTHMANN et al. (2010)
verificaram que tratamentos com rizobactérias promoveram aumento da massa
fresca das plantas e na producdo de bulbos de cebola, com a espécie Bacillus
megaterium, promovendo maior producgao dos bulbos.

Efeitos benéficos promovidos pelas rizobactérias envolvem mecanismos
que podem atuar de forma direta, como biofertilizantes e fitoestimuladores
(LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009) aumentando a disponibilidade de nutrientes
e sintetizando reguladores de crescimento, e de forma indireta (LUZ, 2001,
AMORIN e MELLO, 2002; LADEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2004a) envolvendo
aspectos de biocontrole de fitopatdgenos.

Entre os mecanismos de promoc¢ao de crescimento que ocorrem de forma
direta verifica-se, a capacidade de solubilizacéo de fosfatos, a fixacdo biologica de
nitrogénio, a sintese de sideréforos, a producdo de fitormonios, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2003).

2.1. Solubilizacédo de fosfato

O fosforo constitui um elemento essencial ao desenvolvimento dos
vegetais, compondo a estrutura de moléculas como acidos nucléicos e
fosfolipidios. Embora exista no solo em grandes quantidades, dependendo das
caracteristicas do solo este elemento ndo se encontra na forma de fésforo livre,
para que as plantas possam absorvé-lo. Segundo ROMEIRO (2007a), a
solubilizac&o de fosfatos na rizosfera representa o modo mais comum de acgéo de
PGPRs, ja que estes microrganismos exercem papel no ciclo natural do fosforo.

Baixos niveis de fosfato sollvel no solo podem limitar o crescimento de
espécies vegetais, portanto, rizobactérias capazes de solubilizar fosfato pela
producdo de acidos organicos (gluconico, latico, acético, isobutirico), acidos
inorganicos (sulfidrico, nitrico e carbdnico) e pela sintese de enzimas (fosfatases,
fitases, fosfonatases, C-P liase) podem estimular o desenvolvimento das plantas
(OLIVEIRA et al., 2003; LUTENBERG e KAMILOVA, 2009). Entre os principais
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géneros solubilizadores de fosfato podem-se citar Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Agrobacterium e Erwinia (OLIVEIRA et al., 2003).

2.2. Producéao de sideroforos

O ferro é um metal de grande importancia na nutricdo das plantas, por ser
constituinte do citocromo e de outras proteinas e enzimas. Apesar de ser
encontrado em abundancia na natureza, este elemento ndo € encontrado na
forma disponivel para as plantas (ROMEIRO, 2007a).

Sideréforos sdo moléculas localizadas no lado externo da membrana
celular capazes de sequestrar o ion ferro, este se liga a receptores especificos
localizados na membrana por onde sé@o absorvidos (OLIVEIRA et al., 2003).

As rizobactérias produtoras de sideréforos atuam como promotoras de
crescimento e agentes de biocontrole, respectivamente, pela capacidade de
disponibilizar Fe* para as plantas em ambientes com baixos niveis desse
elemento e de reduzir a proliferacdo de fitopatdgenos no ambiente rizosférico
seqiiestrando a maior parte do Fe** como mecanismo antagonista (ROMEIRO,
2007a; RAMAMOORTHY et al., 2001). Com destaque para 0Ss géneros,
Aerobacter, Agrobaterium, Pseudomonas, Micobacterium (BENITE e MACHADO,
2002).

2.3. Producéo de 4cido indol-acético

Reguladores de crescimento constituem um grupo de substancias
capazes de controlarem processos fisiolégicos vegetais. Estes compostos
constituem moléculas pequenas com tamanhos que variam de 28 a 346 Da,
atuando com efeito (s) especifico (s) no crescimento e desenvolvimento das
plantas (TAIZ-ZEIGER, 2004). Os reguladores de crescimento sé&o caracterizados
em cinco principais grupos (auxinas, giberilinas, citocininas, etileno, acido
abcisico) baseados em sua estrutura quimica e efeitos fisioldégicos. Entre as
auxinas destaque-se o acido indol-acetico (KHAKIPOUR et al., 2008).

A producdo de &acido indol-acetico (AlA) interfere principalmente no
crescimento e diferenciagéo do sistema radicular vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Esse regulador € sintetizado principalmente no meristema apical (gema) do caule
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e transportado através das células do parénquima até as raizes (MARCHIORO,
2005). SOLANO et al. (2008), sugerem uma visdo mutualista da interacdo entre
planta e producéao de AIA por microrganismos, ja que o fornecimento de auxinas
promove o0 crescimento de plantas e, desta forma, ha mais exsudatos e mais
nutrientes para a bactéria.

As rizobactérias dos géneros, Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella
Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus e Enterobacter podem estimular
a emergéncia das sementes e 0 enraizamento de vegetais pela producdo de AlIA
(OLIVEIRA, 2009; KHAKIPOUR et al., 2008).

Os tecidos radiculares sdo sensiveis aos niveis de AlA, desta forma seu
efeito pode variar de benéfico a deletério. Em baixas concentracfes € capaz de
estimular o crescimento do sistema radicular das plantas, enquanto que em altas
concentragfes, pode inibir o crescimento das raizes (JAGADEESH et al., 2006;
LAMBRECHT et al.,, 2000). O nivel de AIA produzido pelas bactérias sofre a
influéncia do crescimento bacteriano, da atividade metabdlica e da expressao de
genes que codificam enzimas para a sua biossintese (LAMBRECHT et al., 2000).
Segundo MARCHIORO, (2005) a biossintese de AIA por bactérias ocorre por
diversas vias, entre elas: via acido indol-3-pirtvico (IPyA), via indol-3-acetamida
(IAM), via Triptamina (TAM). O AIA é comumente sintetizado na presenca do
aminoacido Triptofano, considerado seu principal precursor (LUGTENBERG e
KAMILOVA, 2009).

O tratamento da planta com PGPRs produtoras de AIA pode promover o
aumento da massa radicular, por estimulo do elongamento radicular e de raizes
laterais. Estas modificacbes melhoram a eficiéncia do processo de absorcdo de
agua e nutrientes pela planta hospedeira (BAREA et al., 2005; LAZZARETTI e
MELO, 2005).

TEIXEIRA et al. (2007) verificaram que dos 107 isolados selecionados da
rizosfera, 10 mostraram-se capazes de induzir o enraizamento de mudas de
eucalipto. KHALID et al. (2004) confirmaram o potencial de biossintese de auxina
por rizobactérias, por meio do aumento do peso seco e do elongamento da raiz
em plantulas de trigo. SACHDEV et al. (2009) relatam que seis isolados de
Klebsiella da rizosfera de trigo produtores de AIA favoreceram significativamente

o elongamento radicular. SILVA (2007) verificou a producao de acido-indol-acetico
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em 88,9 % das rizobactérias selecionadas na cultura do cacaueiro, resultando no

aumento do peso seco da raiz.

3. Rizobactérias no controle biolégico de fitopatogenos

Plantas resistentes produzidas por melhoramento genético e induzidas
com compostos quimicos séo frequentemente usadas no controle de doencas de
plantas (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009).

Com a crescente preocupacdo da sociedade com o impacto que 0 uso
constante de agrotéxicos na agricultura pode provocar tanto para a saude da
populacdo como para o equilibrio dos sistemas biologicos, tem-se considerado a
necessidade de se reduzir o emprego de produtos quimicos, buscando um
sistema de producdo apoiado nos principios agroecolégicos (MORANDI e
BETTIOL, 2009).

O controle biolégico de doencas de plantas surge como alternativa para o
manejo de diversos fitopatogenos (MORANDI e BETTIOL, 2009). O controle
biolégico envolve a reducdo da densidade populacional do patdégeno, a protecao
biologica da superficie de plantas e o controle dentro da planta (SILVEIRA, 2001).

O interesse em utilizar microrganismos como agentes de biocontrole na
agricultura  tém aumentado significativamente, devido a uma maior
conscientizacdo sobre a preservacdo do meio ambiente, representando uma
excelente alternativa para a reducéo do uso de insumos quimicos (SOUZA, 2001).
Assim, a interacdo de plantas com microrganismos com potencial de atuacéo
como agentes de biocontrole pode reduzir o uso de defensivos quimicos, custos
de producdo e impacto negativos no meio ambiente (ROMEIRO e BATISTA,
2002).

Uma variedade de microrganismos como actinobactérias (EL-TARABILY et
al., 2009), bactérias endofiticas (LIU et al., 2009; ZHAO et al., 2010), fungos
(ROSA et al., 2009) e bactérias rizosféricas (TROTEL-AZIZ et al., 2008) podem
atuar no controle de patdogenos de plantas. Interacdes antagdnicas e parasitarias
tém sido exploradas na éarea de controle biolégico de microorganismos
patogénicos (DUFFY et al., 2003). Entre estes microrganismos, as rizobactérias
podem atuar no controle do crescimento, infectividade, viruléncia e agressividade

do patégeno (SILVEIRA, 2001). Bactérias com capacidade de controlar doencas
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de plantas podem atuar por antagonismo direto, ou por indugao de resisténcia, na
forma de isolados individuais ou formando combinados (WHIPPS et al., 2001).

O controle microbiano de doencas representa um processo complexo
envolvendo ndo somente o patégeno e a planta, mas também a microbiota
circundante e o substrato (solo) para o crescimento da planta; sendo que alguns
solo chamados supressivos contém bactérias que protegem as plantas contra o
ataque de patogenos (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009).

A supressao de patdgenos por rizobactérias pode ocorrer pela producéao
de sideroforos, enzimas, antibidticos, competicdo, seja ela por nichos ecol6gicos
OuU por espaco e nutrientes, predatismo ou parasitismo e inducao de resisténcia
(LUGTENBER e KAMILOVA, 2009). Tais mecanismos de biocontrole influenciam
na capacidade de colonizacdo, sobrevivéncia e, consequentemente, na atividade
do patégeno.

Diversas pesquisas tém mostrado rizobactérias suprimindo doencgas
causadas por patdogenos de plantas em culturas economicamente importantes
como, tomate (SILVA et al., 2004b), trigo( LUZ, 2001), eucalipto (LADEIRA, 2004),
citrus (AMORIN e MELO, 2002), verificando a reducéo do crescimento e infec¢éo
do patégeno.

SILVA et al. (2004b) selecionaram 28 isolados que exibiram atividade de
inducdo de resisténcia sistémica, caracterizada pela separacdo espacial entre
rizobactérias e patdgenos, de um total de 500 isolados testados para biocontrole
de Pseudomonas syringae pv. tomato. No experimento de LUZ (2001) PGPRs
reduziram drasticamente a contaminacdo com fungos patogénicos presentes nas
sementes de trigo, sendo a antibiose o0 mecanismo mais significante neste
experimento.

No trabalho realizado por LADEIRA, (2004) foram avaliados o potencial de
11 isolados de rizobactérias no controle da mancha foliar, com resultado positivo
de todos os isolados para o teste in vitro, destacando-se para o teste in vivo 0
isolado FL,. AMORIM e MELO, (2002) testaram o potencial antagdnico de 33
rizobactérias contra Phytophthora parasitica e Phytophthora cytrophthora,
verificando que todos os isolados proporcionaram reducéo da podriddo radicular
do citrus. IDRIS et al. (2007) utilizaram rizobactérias para o controle da podridao

da raiz em sorgo, incitada por Fusarium oxysporum, via tratamento do solo,
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observando redugcédo na incidéncia da doenca em condicbes de casa de
vegetacao.

3.1. Rizobactérias indutoras de resisténcia sistémica de plantas

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa que podem
permanecer inativos ou latentes, ativados quando expostos ao agente de inducao
(BARROS et al, 2010). Este processo de ativacdo tem inicio, com o
reconhecimento de um indutor bioguimico que aciona o sistema de defesa
conduzindo a uma cascata de eventos de transducdo de sinais que ira ativar
genes, resultando em uma resposta de defesa (ROMEIRO, 2007a). A resisténcia
induzida pode ser expressa sistematicamente em toda planta ou no local
especifico do tratamento (VAN LONN et al., 1998).

Existem dois tipos principais de resisténcia: Resisténcia Sistémica
Adquirida ("Systemic Acquired Resistance"” - SAR) e Resisténcia Sistémica
Induzida ("Induced Systemic Resistance" - ISR), estes eventos apresentam rotas
metabolicas distintas e caracteristicas fenotipicamente semelhantes (SILVA et al.,
2008). Os agentes elicitores de resisténcia podem ser bidticos (patogénicos e
nao-patogénicos) ou abidticos (produtos quimicos) (ROMEIRO, 2007a), com sua
atividade relacionada de acordo com a capacidade de sensibilizar a planta e ativar
seus mecanismos de defesa.

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) tem como agentes ativadores
patdgenos ou substancias quimicas. Este mecanismo se caracteriza pela
manifestagdo ou produgdo de um sinal liberado do sitio de infecgdo, causando
necrose na planta e a translocacdo deste sinal para outras partes da planta. Esta
sequéncia de reacdes induz a defesa que protegera a planta contra agressdes
gue possam ocorrer posteriormente (VAN LOON et al.,1998).

A resisténcia sistémica induzida (ISR) favorece a defesa da planta contra
um amplo espectro de patdégenos apos estimulacdo apropriada conduzindo a
sistemicidade da protecéo pela ativacdo de genes que se expressam pela sintese
de componentes de resisténcia (TEIXEIRA et al., 2005). Neste processo o indutor
nao provoca sintomas, com a necrose no local da infec¢cdo, mas induz a planta a

se proteger sistemicamente (SILVA et al., 2008).
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O mecanismo de inducao de resisténcia sistémica de plantas mediada por
rizobactérias resulta em processos fisioldgicos como: aumento da producdo de
fitoalexinas, lignificacdo, estimulo da atividade enzimatica da peroxidase e
quitinase e maior expressao de genes relacionados a resisténcia (WHIPPS et al.,
2001).

Além disso, critérios como, auséncia de efeito toxico do agente indutor
sobre o patdgeno, necessidade de um intervalo de tempo entre a aplicacdo do
indutor e o aparecimento de protecdo na planta, auséncia de correlacdo dose-
resisténcia, inespecificidade da protecdo, ocorréncia sistémica, dependéncia do
gendtipo da planta e seu nivel de resisténcia, séo utilizados como elementos para
identificar a ocorréncia de ISR mediada por rizobactérias em plantas (VAN LOON
et al.,1998).

Estudos mostram que isolados bacterianos podem induzir ISR contra
multiplos patdégenos, podendo essa ser uma alternativa viavel ao uso de
agrotoxicos, fornecendo um efetivo, econémico e pratico meio para a protecao de
plantas, por meio da acdo sinérgica de diferentes mecanismos de acao
(TEIXEIRA et al.,, 2005; SILVA, 2004a; ROMEIRO e GARCIA, 2009). A ISR
mediada por rizobactérias tem sido relatada para culturas de feijao, cravo, pepino,
rabanete, tabaco, tomate contra diversos patdgenos de plantas (PIETERSE et al.,
2000).

TEIXEIRA et al., (2005) testaram a capacidade de isolados de rizobactérias
em induzirem resisténcia contra a ferrugem do eucalipto (Eucalyptus spp.)
causada por Puccinia psidii, apresentando os isolados FL2 e MF4, como 0s mais
eficientes. Os resultados desta pesquisa indicam que estas rizobactérias podem
otimizar a producdo de mudas de eucalipto. SARAVAKUMAR et al. (2007)
testaram a eficacia de Bacillus e Pseudomonas na reducdo da doenca foliar, em
plantas de Camellia sinensis, esse experimento revelou que a aplicacdo de
Pseudomonas fluorescens Pfl reduziu a incidéncia da doenca por inducdo de
resisténcia. O processo de IRS foi detectado pela producdo aumentada de
enzimas como peroxidase, polifenol oxidase, fenil alanina amonio-liase.

O tratamento de plantas de arroz com dois isolados de Pseudomonas
fluorescens levou a inducdo de resisténcia sistémica doenca causada por
Rhizoctonia solani, causando a reducéo da severidade da doenca pelo aumento
da atividade da peroxidase e quitinase (NANDAKUMAR et al., 2001). Em SILVA



23

et al. (2004a), trés isolados positivos para inducao de resisténcia, foram testados
contra doencas causadas por Alternaria solani, Corynespora cassiicola, Oidium
lycopersici , Stemphilium solani e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
Destacando-se o isolado B101R por reduzir o nUmero das lesGes causadas por A.
solani, S. solani e O. lycopersici, sendo confirmado o processo de inducéo
sisttmica por acdo ndo especifica do antagonista, separagdo espacial e

verificacdo do aumento da atividade das enzimas lipoxigenase e peroxidase.



CAPITULO 2

PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE BANANEIRA E BIOCONTROLE DO
MAL-DO-PANAMA POR RIZOBACTERIAS
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RESUMO

Cardoso, K.G.V. Promocéao do crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira e biocontrole do mal-do-Panama por rizobactérias

A bananicultura é uma atividade de relevancia sécio-econémica para
diversos paises de clima tropical, como o Brasil. Todavia, a forma convencional
de propagacéo vem prejudicando a produtividade dos bananais. A propagacao in
vitro de fruteiras, por meio da técnica de micropropagacdo representa uma
alternativa vidvel a producdo de mudas com boa procedéncia. Considerando a
auséncia de microbiota que possa atuar beneficamente no crescimento e
protecdo destas mudas, este estudo teve como objetivo verificar o uso potencial
de bactérias associadas a rizosfera de bananeira. Inicialmente, procedeu-se o
isolamento de rizobactérias de bananeira das variedades Prata And e Prata
Comum. 200 rizobactérias foram isoladas, das quais foram selecionadas cinco
produtoras de acido indol-acético (PC04, PC45, PC107, PCO05, PC37) e trés
(PC262, PA106, PC23) agentes de biocontrole do Fusarium oxysporum f. sp.
cubense. No estudo destes isolados em casa de vegetacdo durante as fases de
enraizamento e aclimatacdo, foi possivel verificar a fase de aclimatagdo como
melhor momento de aplicacdo de rizobactérias, com destague para o isolado
PC107 como promissor para promocdo do crescimento. A combinacdo de
isolados (PC04 + CB, PC45+CB, PC107+CB) agentes de biocontrole nao
proporcionou a reducdo da severidade do mal-do-Panama. Isolados de
rizobactérias apresentam potencial para promocéo de crescimento em mudas de

bananeira micropropagadas.

Palavras-chaves: Banana, Musa sp., Micropropagacao, Controle biolégico
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ABSTRACT

Cardoso, K.G.V. Promoting growth of micropropagated banana plantlets and

biocontrol of mal-do-Panama by rhizobacteria

The banana cultivation is an activity of socio-economic relevance to many
tropical countries, with Brazil among its main representatives. However, the
conventional way for propagation has harmed productivity of plantations. The
tissue culture cultivation of fruit plants through micropropagation technique
presents a viable alternative to seedling development. Considering absence of
microorganisms that could act on growth and protection of these plants, this study
aimed to investigate the pontential use of bacteria from banana rhizosphere.
Firstly proceeded to isolation of rhizobacteria from banana cultivars 'Prata An&'
and 'Prata Comum'. Two hundred rhizobacteria were isolated, five (PC04, PC45,
PC107, PCO5, PC37) of which were selected as indolacetic acid producers and
three (PC262, PA106, PC23) biocontrol agents to Fusarium oxysporum f. sp.
cubense. In greenhouse assays, during rooting and acclimatization, it was
possible to select acclimatization one as the right phase, and the isolated PC107
has been the most efficient. The rhirozacteria mix didn't reduce Panama disease
severity compared to control. Rhizobacteria have potential for promoting growth in

micropropagated banana.

Keywords: Banana, Musa sp., Micropropagation, Biological control.
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INTRODUCAO

A grande maioria dos plantios de bananeira utiliza mudas provenientes de
brotos laterais de plantas adultas (SILVA et al.,, 2004), constituindo esse um
eficiente mecanismo de disseminacdo de doencas causadas por fungos,
nematdides, bactérias e virus (CORDEIRO et al., 2004).

A micropropagagdo representa uma técnica alternativa ao sistema
convencional de propagacdo da bananeira, constituindo um procedimento
realizado em condicdes assépticas, produzindo mudas com qualidade genética e
livres de doengas (ALVES et al, 2004). Contudo, o processo de
micropropagacdo, priva o explante de sua microflora natural e benéfica ao
crescimento vegetal (LINS et al., 2003), o que torna a muda mais vulneravel ao
ataque de patdégenos e a condicdes de estresse ambiental no campo.

Entre as doencas fungicas que afetam a cultura da banana, o mal-do-
Panama causado pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, provoca perda
consideravel na produgdo da bananeira, devido ao seu grande potencial
destrutivo e pela dificuldade de aplicacdo de medidas de controle (KUPPER,
2005), atingindo até 100 % de perda produtiva para a cultivar Macd (NOGUEIRA,
2002).

A introducdo de microrganismos benéficos durante o processo de producao
de mudas micropropagadas pode promover o crescimento de plantas e atuar na
protecdo contra microrganismos patogénicos quando no campo. As PGPRs
(Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) sao bactérias que habitam
0 sistema radicular e apresentam capacidade para atuar na promocdo do
crescimento de espécies vegetais, por meio de mecanismos diretos como, a
solubilizagédo de fosfatos, a producdo de sideréforos, a producdo de reguladores
do crescimento, e indiretos como o controle biolégico (OLIVEIRA et al., 2003).

O tratamento de plantas com PGPRs produtoras de acido-indol-acético

(AIA), provoca modificagbes no sistema radicular, como elongamento e aumento

de raizes laterais que melhoram a eficiéncia do processo de absor¢do de agua e

nutrientes pela planta hospedeira (BAREA et al., 2005; LAZZARETTI e MELO,
2005).

As PGPRs biocontroladoras atuam no crescimento, infectividade, viruléncia

e agressividade do patdogeno, bem como nos processos de infeccao,
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desenvolvimento de sintomas e reproducdo. A capacidade que as PGPRs
possuem em suprimir a atividade de patdégenos pode ocorrer naturalmente em
solos supressivos por diversos mecanismos como a inducdo de resisténcia
sistémica, ficando a planta protegida sistemicamente contra diversos patdégenos
(LUGTENBER e KAMILOVA, 2009).

Rizobactérias possuem mecanismos de acdo benéficos quando
consorciados com rizobactérias, apresentam habilidades para potencializar o
desenvolvimento da planta, constituindo mecanismo integrado por combinar
diferentes modos de acdo (RAUPACH e KLOEPPER, 1998). De forma geral, o
tratamento de mudas com microrganismos capazes de promoverem O
crescimento de plantas pode resultar em ganhos no desenvolvimento e
produtividade das culturas (ROMEIRO, 2007a).

O presente trabalho objetivou: a) isolar rizobactérias de solo rizosférico das
variedades Prata Comum e Prata Ana do banco ativo de germoplasma de banana
da Embrapa Mandioca e Fruticultura; b) selecionar in vitro isolados com
capacidade de solubilizar fosfatos, produzir sideréforos, sintetizar acido indol-
acético (AlIA) e capazes de inibir o crescimento do Fusarium oxysporum f. sp.
cubense; c) avaliar a resposta das mudas de bananeira microbiolizadas com as
rizobactérias em diferentes fases de producéo; d) verificar a severidade do mal-
do-Panama em mudas de bananeira microbiolizadas com rizobactérias

antagobnicas ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento e preservacao de rizobactérias de bananeira

Amostras de solo rizosférico foram coletadas de duas variedades de
bananeira (Prata Comum e Prata And) apresentando bom aspecto fitossanitario e
acondicionadas em sacos plasticos. As amostras de solo rizosférico foram
levadas ao Laboratorio de Microbiologia do Solo e Residuos Orgéanicos - Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Em seguida, de cada amostra coletada foram pesadas 10 g de solo e
transferidos para Erlenmeyer contendo 90 mL de solucédo salina (NaCl 0,85 %)
esterilizada, adicionando-se 2 gotas de Tween 80. A amostra foi mantida sob
agitacdo continua por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
procedeu-se a diluicdo seriada fator 10. Uma aliquota de 100 pl de cada uma das
seis diluicdes foi transferida para placas de Petri contendo meio NA (Nutriente-
Agar) procedendo-se o espalhamento com alca de Drigalsky. A seguir as placas
foram incubadas a 28 °C por 48 h. Col6nias individualizadas foram coletadas e
transferidas para tubos de ensaio contendo meio NA.

A preservacdo das rizobactérias foi realizada adicionando-se aos tubos,
ap6s 24 h de crescimento bacteriano, adicionaram-se 2 mL de NBY
(SCHAAD, 1988) contendo glicerina (15 %) e agitados em seguida. A suspensao
foi entdo transferida para tubos criogénicos e armazenados a —80 °C.

Selecdo in vitro de rizobactérias com capacidade de solubilizar fosfatos,

produzir sideroforos e sintetizar fitormoénio (auxina).

Um total de 200 isolados foram submetidos a ensaios qualitativos para
deteccdo in vitro de possiveis mecanismos de promocao de crescimento. Trés
repeticbes para cada teste foram realizados para cada isolado, conforme
metodologia descrita por CATTELLAN (1999).
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Producédo de acido indol-acético (AlA)

As rizobactérias foram transferidas para placas de Petri contendo meio
TSA 1/10 enriquecido com 5mM de L-Triptofano (1,021 g L™Y). Em seguida, as
placas foram cobertas com membrana de nitrocelulose e incubadas a 28 °C por
24 h. Decorrido este intervalo, as membranas foram removidas e saturadas com
solucdo de Salkowski. Os isolados que formaram halo avermelhado na
membrana, no periodo entre 30 minutos a 2 horas foram considerados positivos

para producao de AlA.

Producéao de siderd6foros

As bactérias foram cultivadas em frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 10
mL de meio liquido TS 1/10, incubadas a 28 °C por 24h sob agitacdo constante,
sendo a suspensdao de células centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos.
Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para o tubo de ensaio, em seguida
adicionou-se 1mL da solucédo indicadora de Cromo Azurol S (CAS). Os isolados
que converteram a cor azul da solucdo de CAS para amarelo, dentro de 15

minutos foram consideradas produtores de sideréforos.

Solubilizagcao de fosfato

O bioensaio foi realizado em placas de Petri contendo meio TSA 1/10
acrescido com CaHPO,. Este precipitado resultou da reacao de 50 mL da solucdo
K;HPO4 0,57 M e de 100 mL da solucéo de CaCl, a 0,90 M adicionados a 850 mL
de TSA 1/10. As solucbes e o meio foram autoclavados separadamente. O pH do
meio foi ajustado para 7,0. Oito isolados foram transferidos por placa e incubados
a 28 °C, por sete dias. As coldnias que formaram halo claro ao seu redor foram

consideradas solubilizadoras de fosfatos

Teste de antagonismo

Os isolados foram testados in vitro quanto a capacidade de inibir o

crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Oliveira, 2009). Discos de
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micélio (1 cm @) de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, foram transferidos para
placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubados a
temperatura ambiente. Apos 48 horas, trés diferentes rizobactérias foram
semeadas em posicdes equidistantes do centro da placa e incubadas a 28 °C por
sete dias. Trés repeticdes foram realizadas para cada rizobactéria testada. Como
controle utilizou-se placas onde apenas o fungo crescia. A avaliacdo foi
qualitativa, indicando ocorréncia positiva ou negativa para 0 antagonismo,

verificada pela presenca de um halo de inibigdo para o crescimento do fungo.

Antibiose reciproca entre rizobactérias selecionadas

Os estudos relativos as rizobactérias selecionadas objetivaram a
possibilidade do uso de misturas de isolados. O teste usado foi o da dupla
camada, de acordo com metodologia de ROMEIRO (2007 b). Os isolados foram
semeados em placas de Petri contendo meio TSA por ponto, utilizando alca de
platina para depositar uma gota de cada isolado em pontos equidistantes na
superficie do meio. As placas foram entdo incubadas a 28 °C por 24 h. Adicionou-
se, com pipeta esterilizada, 1 mL de cloroférmio na tampa de cada placa por 20
minutos com as mesmas invertidas.

Em seguida, as placas foram entreabertas em ambiente asséptico durante
30 minutos para que os residuos de cloroférmio fossem eliminados. Adicionou-se
0,1 mL de suspensado aquosa de células do isolado a 5,0 mL de meio TSA semi-
sélido homogeneizando em seguida. Com as placas na posi¢cdo normal, 0 meio
semi-solido foi vertido sobre a superficie das placas com as coldnias ja mortas por
cloroférmio. Estas placas foram incubadas a 28 °C e examinadas ap6s 1, 2 e 5

dias para verificar a presenca de halos de inibi¢éo.
Microbiolizagcdo dos explantes
Preparo da suspenséao de rizobactérias
Os isolados foram multipliocados em meio liquido TS (Triptona-Peptona-

NaCl ), e incubados por 24 h a 28 °C. Posteriormente, uma aliquota de 1,0 mL foi

retirada, para cada rizobactéria e semeada em placas de Petri contendo meio
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TSA e com auxilio da alga de Drigalsky procedeu-se ao espalhamento. As
culturas foram incubadas por 24 h a 28 °C, e decorrido este intervalo as col6nias
foram ressuspendidas em agua destilada e esterilizada. A concentracdo de cada

suspensdao foi ajustada para ODs4 = 0,5, 0 que correspondia a 10° ufc mL™ .

Fase de Enraizamento

As rizobactérias selecionadas foram usadas na microbiolizagcdo dos
explantes. A aplicacdo das rizobactérias foi realizada na etapa de enraizamento,
por imersdo dos explantes em suspensdo aquosa (50 mL) dos cinco isolados
compondo cinco tratamentos: T1 (PC04), T2 (PC45), T3 (PC107), T4 (PCO05), T5
(PC37) por 5 minutos.

Os explantes foram a seguir transferidos para frascos de 263 mL, contendo
60 mL de meio de cultivo, composto de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
contendo 1,35 uM de &cido naftalenoacético (ANA): 10 g L™ sacarose e 4,7 g.L™
de Agar. Cinco repeticdes (frascos) por tratamento (isolado individual) foram
utilizadas, sendo trés explantes por repeticdo. Explantes ndo tratados comporam
o controle. Os frascos foram mantidos em estufas tipo PAD & FAN, com controle
de temperatura e umidade, tendo como fonte de luz a irradiagao solar, por 20
dias.

ApoOs este periodo, os explantes foram plantados em tubetes plasticos de
19 cm de altura por 5,4 cm de largura, contendo uma formulacdo de substrato
composta de 1 parte de substrato vegetal Plantmax estaca: 1 parte de p6 de fibra
de coco, adicionados de 0,2 % da formula PG MIX e 0,2 % da formula
OSMOCOTE e mantidos em casa de vegetacao. Decorridos 30 dias as mudas
foram avaliadas quanto a altura, sendo que as mudas foram medidas utilizando
fita métrica da base do pseudocaule até a ultima interseccao foliar. Em seguida,
foram separadas a parte aérea do sistema radicular, colocadas em sacos de
papel e encaminhados a estufa a 72 °C por sete dias. Apds este periodo, foi
realizada a pesagem do material seco.

A meédia das dez repeticbes, para cada parametro de promocdo de
crescimento medida, foi considerada como valor 100 no tratamento controle
(explantes néo tratados), e feitas devidas comparagcbes em relagdo aos outros

tratamentos. Somados os trés valores atribuidos, o tratamento controle apresenta
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indice de crescimento igual a 300. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), seguido da comparacgéo entre tratamentos

pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fase de Aclimatacao

Dois ensaios foram realizados utilizando mudas em diferentes fases de
producdo. No primeiro ensaio os isolados bacterianos foram selecionados do
ensaio realizado na fase de enraizamento, sendo priorizados os tratamentos que
proporcionaram a sobrevivéncia dos explantes microbiolizados no prazo de 20
dias. A aplicacdo das rizobactérias dos tratamentos (PC04, PC45, PC107) foi
realizada na etapa de aclimatacdo por imersdo da muda em suspensdo aguosa
(100 mL) dos isolados por 5 minutos, ajustada para 10° ufc mL™.

No segundo ensaio foi realizada a aplicagcdo das bactérias do ensaio
anterior em combinacdo com a mistura de isolados positivos para antagonismo
CB (PC262, PA106, PC23) constituindo os tratamentos (PC04 + CB; PC45 + CB;
23C + CB). A inoculagdo com os combinados foi realizada na etapa de
aclimatacdo por imersdao da muda em suspensao aquosa (100 mL) dos isolados
por 5 minutos, ajustada para 10° ufc mL™.

Apos a imersao na suspensao de rizobactérias, as mudas tratadas foram
transferidas para tubetes plasticos de 19 cm de altura por 5,4 cm de largura,
contendo uma formulacéo de substrato composta de 1 parte de substrato vegetal
Plantmax estaca: 1 parte de p6 de fibra de coco, adicionados de 0,2 % da férmula
PG MIX e 0,2 % da formula OSMOCOTE conforme, a rotina de producdo das
micromudas pela CAMPO — Companhia de Promocao Agricola, empresa parceira
no projeto.

Este experimento foi montado com 20 repeticdes por tratamento com uma
muda por repeticdo. Mudas nao tratadas comporam o controle. Decorrido 30 dias
metade das mudas (10 repeticdes) foram inoculadas com o fungo, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.

As outras 10 repeticbes foram avaliadas quanto a altura, peso seco da
parte aérea e do sistema radicular. Quanto a altura as mudas foram medidas
utilizando fita métrica da base do pseudocaule até a ultima interseccéo foliar. Em

seguida, foram separadas a parte aérea do sistema radicular, colocadas em
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sacos de papel e encaminhados para a estufa a 72 °C por sete dias. ApGs este
periodo, foi realizada a pesagem do material.

A meédia das dez repeticbes, para cada parametro de promocao de
crescimento medida, foi considerada como valor 100 no tratamento controle;
sendo feitas as devidas comparacdes em relagdo aos outros tratamentos.
Somados os trés valores atribuidos, o tratamento controle apresenta indice de
crescimento igual a 300. A comparacdo entre tratamentos foi realizada pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, analisados pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

Preparo do in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Para o preparo de indculo, colonias de Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
(racal) do Laboratério de Fitopatologia Embrapa Mandioca e Fruticultura, foram
cultivadas durante sete dias em meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar).
Decorrido este periodo, adicionou-se agua destilada as placas e com um pincel
fino procedeu-se a remocao dos conidios, obtendo-se uma suspensao conidial.
Para a remocdo de fragmentos de micélio, a suspenséo foi filtrada utilizando-se
duas camadas de gaze. Por meio de hemacitométro tipo Neubauer, a

concentracdo da suspenséo conidial foi ajustada para 10° conidios.mL™ .
Mudas tratadas com Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Neste ensaio, as mudas tratadas com rizobactérias (PC04 + CB, PC45 +
CB, PC107 + CB) do ensaio anterior foram inoculadas com Fusarium oxysporum
f. sp. cubense. As mudas foram retiradas do substrato de cultivo e suas raizes
imersas na suspenséo do inéculo contendo 10° conidios mL™, por 20 minutos. Em
seguida, foram transplantadas para vasos com capacidade para 3,0 litros,
contendo solo previamente autoclavado, com pH corrigido com a adicdo de

CaCOs;. As mudas foram mantidas em viveiro telado por 30 dias.
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Avaliacao da severidade da doenca

O indice de infeccdo (ID) foi calculado trinta dias apds a inoculagdo do
fungo, tendo como base a avaliacdo da severidade de lesdes no rizoma, por
adaptacao da formula proposta por CIRULLI E ALEXANDER (1966), atribuindo as
notas de 1 a 6, de acordo com a escala de avaliacdo de sintomas proposta por
CORDEIRO e DANTAS, (1993) em que 1= tecido vascular completamente claro,
sem descoloracdo vascular; 2= pontos isolados de descoloracdo no tecido
vascular; 3= descoloracdo em 1/3 do tecido vascular; 4= descoloracéo entre 1/3 e
2/3 do tecido vascular; 5= descolaracdo maior que 2/3 do tecido vascular; 6=
descoloracéo total do tecido vascular.

ID = 100 [(nota x n° de mudas com a mesma nhota) / (nota maxima X n° de
repeticdes)]

As plantas foram coletadas e as raizes foram lavadas em &agua corrente
para retirada do solo aderido e em seguida separou-se o0 sistema radicular da
parte aérea das plantas. Em seguida, o material foi colocado para secar em estufa

até obtencao de massa constante.
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RESULTADOS

Isolamento e selecdo de rizobactérias de banana

Uma colecdo de 200 rizobactérias foi obtida da rizosfera de duas
variedades de bananeira, Prata And e Prata Comum, do Banco de Germoplasma
da Embrapa Mandioca e Fruticultura Cruz das Almas - BA.

Para o teste de producdo de acido indol acético (AlA), cinco isolados
(PC04, PCO05, PC37, PC45, PC107) foram positivos, confirmado pelo surgimento
de halo roseo até 2 horas de observacdo. Dos 200 isolados de rizobactérias
testados nenhum isolado se mostrou produtor de sideréforos ou capaz de
solubilizar fosfato nas condicdbes a que foram submetidos, verificado pela
auséncia de mudanca de coloracdo e de formacao de halo claro ao redor das

coldnias, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Selecao de rizobactérias de bananeira

Isolados/

PC04 PC45 PC107 PCO05 PC37
Testes

AlA + + + + +
Sidero6foros - - - - -

Fosfatase - - - - -

Ensaio de antibiose reciproca entre rizobactérias produtoras de AlA

De acordo com o teste de antibiose reciproca verificaram-se que todas as
rizobactérias positivas para a producdo de AIA nao inibiram o crescimento de
qualquer uma delas, propiciando a possibilidade da formacado de combinados de

isolados sem qualquer restricéo.
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Ensaio de antagonismo a Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Dos 200 isolados testados para a atividade antifungica ao Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, trés isolados (PC262,PA106, PC23) inibiram o

crescimento micelial, in vitro.

Explantes tratados com rizobactérias produtoras de AlA

Dos cinco isolados (PC04, PCO05, PC37, PC45, PC107) selecionados
utilizados no tratamento dos explantes, apds os 20 dias foi possivel verificar que
dois tratamentos (PC 05 e PC37) ocasionaram a morte de todos os explantes
enquanto, nos demais tratamentos foi possivel selecionar explantes vivos.
Apresentando o tratamento PCO04 sete explantes vivos, PC45 vinte explantes
vivos, PC107 cinco explantes vivos e, no tratamento controle, onze explantes

vivos que foram transplantados para tubetes (Tabela 2).

Tabela 2: Explantes na fase de enraizamento tratados com rizobactérias

Isolados/ PC04 PC45 PC107 PCO05 PC37 Controle
Explantes
Vivos 7 20 5 0 0 11
Mortos 23 10 25 30 30 19

Promocéao do crescimento nas fases de enraizamento e aclimatacéo

A andlise dos parametros de promocéo de crescimento (altura, peso seco
da parte aérea e do sistema radicular) para a fase de enraizamento indica que a
aplicacdo individualizada de rizobactérias produtoras de AIA nos tratamentos
PC45 e PC107 apresentaram indices de crescimento que nao diferiram do
tratamento controle, enquanto que o tratamento PC04 se mostrou abaixo do
tratamento controle (Tabela 3).

Os parametros de crescimento analisados apds a aplicagcdo de

rizobactérias produtoras de AIA individualizadas na fase de aclimatacao
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mostraram, que o tratamento T3 apresentou indice de crescimento maior que 0s
demais tratamentos. De acordo com o resultado o isolado PC107 foi capaz de
promover crescimento em mudas de banana cultivar Magd na fase de

aclimatacao.

Tabela 3: Promocé&o do crescimento de mudas micropropagadas de bananeira por

rizobactérias em duas fases de producéao.

Fase de microbiolizacdo Enraizamento Aclimatagéo
Tratamento IC* IC*
Controle 300ab 300b
PC04 184b 280b
PC45 356a 273b
PC107 322ab 352a

*IC - Indices médios de crescimento seguidos da mesma letra, na coluna, nio diferem
significativamente pelo teste Tukey (1 =5 %).

Esses dados demonstram que a fase de aclimatacéo representa o melhor
momento de tratamento das mudas com rizobactérias nas condi¢cdes que foram

estabelecidas.

Biocontrole do mal-do-Panama

Mudas tratadas com as rizobactérias produtoras de AIA combinadas com o
consorcio das trés rizobactérias in vitro antag6nicas ao Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, ndo apresentaram reducdo da severidade da doenga quando

comparadas ao controle (Tabela 4).
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Tabela 4: Avaliacdo do indice de doenca do mal-do-Panama em mudas tratadas

com rizobactérias.

Tratamento ID*

Controle 11b
PC04+CB 16ab
PC45+CB 16ab

PC107+CB 2la

ID*- indices médios de doenca nas mudas seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem

significativamente pelo teste Tukey (I = 5%).

Promocao de crescimento apés tratamento com fungo

A aplicagdo conjunta de rizobactérias produtoras de &acido indol acético e
isolados capazes de inibir o crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
demonstrou que a mistura PC45+CB e PC107+CB, apesar de apresentar médias
superiores aos demais tratamentos nao diferem entre si. Contudo, estes
tratamentos promoveram crescimento das mudas aumentando os parametros de
peso seco da parte aérea e do sistema radicular significativamente quando
comparados ao controle (Tabela 5).

Tabela 5 - Promocgédo de crescimento de mudas de bananeiras tratadas com
misturas de rizobactérias e inoculadas com o F. oxysporum f. sp. cubense apos
60 dias.

Tratamento ID*
Controle 200b
PC04+CB 241ab
PC45+CB 254b
PC107+CB 281a

*IC- indices médios de crescimento seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem

significativamente pelo teste Tukey (a = 5%).
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DISCUSSAO

Na rizosfera, ambiente extremamente heterogéneo, o estabelecimento bem
sucedido de bactérias associadas a raizes de plantas envolve, desde o
reconhecimento da planta hospedeira por sinais moleculares até a competéncia
rizosférica conduzindo a promocdo de crescimento vegetal (REIS, 2005). As
rizobactérias estdo entre os grupos de bactérias de grande potencial para
utilizacdo na agricultura (ROMEIRO, 2007a). Esta associacdo benéfica planta-
microrganismo por influenciar processos fisiolégicos favorece o desenvolvimento
vegetal, principalmente quando a planta esta sadia, livre de patdgenos. Partindo
do principio que plantas sadias podem abrigar uma maior gama de
microrganismos benéficos, a coleta de material rizosférico de banana realizada
em plantas sadias proporcionou o isolamento de rizobactérias com caracteristicas
para a promocao de crescimento.

MIA et al. (2010) confirmou a presenca de bactérias rizosféricas
promissoras obtendo de bananeira rizobactérias fixadoras do nitrogénio, que
quando dispensadas nas mudas proporcionaram o aumento do crescimento da
planta, melhoria na absorcdo de nutrientes, na produtividade e na qualidade dos
frutos. Em seus experimentos ALBURQUERQUE et al. (2003) verificaram que 70
dias apOs a bacterizacdo o isolado individual RAB9 mudas de banana
apresentaram crescimento significativo da massa seca, posteriormente, foram
testadas misturas que elevaram significativamente a area foliar e a massa seca
da parte aérea. RODRIGUEZ-ROMERO et al. (2008), demonstraram que isolados
de Pseudomonas promoveram o crescimento e a nutricdo bem como reduziu os
danos causados por nematéides na raiz quando mudas micropropagadas de
banana foram tratadas com estas rizobactérias.

Neste trabalho, testes in vitro foram conduzidos para selecionar
rizobactérias que pudessem atuar na promocao de crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira. O teste utilizado para a detecc¢do de rizobactérias
produtoras de acido indol-acético (AIA) em meio enriquecido com L-Triptofano,
confirmou a participacdo deste aminoacido na rota metabdlica para producdo de
AlA, descrito por LUGTENBERG e KAMILOVA, (2009) como principal precursor

desse regulador de crescimento. Este resultado corrobora com a literatura,
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sugerindo que muitas bactérias quando isoladas da rizosfera sdo capazes de
produzir este composto, ja que exudatos radiculares sdo fonte natural de
triptofano (KHALID et al., 2004).

O método utilizado apesar de qualitativo (positivo/negativo) se mostrou
satisfatorio, pois, foi possivel verificar com fidelidade rizobactérias que reagiram
produzindo coloracdo résea e outras que ndo, concomitantemente, diferentes
tonalidades da cor rosea foram observadas, provavelmente devido as diferentes
quantidades de AIA produzidos pelos isolados bacterianos, o que para
confirmacéo necessitaria da realizacéo de testes quantitativos.

Os isolados testados cresceram em meio sélido, ndo sendo agitado, o que
segundo EL-KHAWAS e ADACHI (1999) reduz a quantidade de AIA que pode ser
produzido pela rizobactéria, ao contrario de quando crescida em cultura agitada. A
quantidade de AIA excretado pela bactéria, de acordo com PEDRAZA et al.
(2004) varia a depender da espécie microbiana e dessa diferente condi¢do de
cultivo.

Com a intencdo de formar consércios de bactérias que pudessem atuar
com diferentes mecanismos de acao, testes qualitativos foram conduzidos para
detectar rizobactérias capazes de solubilizar fosfato, produzir sideréforos e atuar
de forma antagbnica ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Entre as 200 rizobactérias testadas, nenhuma foi capaz de solubilizar
fosfatos e produzir sideréforos, pelos métodos testados, apesar da solubilizacédo
de fosfato de acordo com ROMEIRO, (2007a) ser 0 mecanismo mais comum de
acdo entre as PGPRs. Contudo, diversas pesquisas confirmam a presenca na
regido rizosférica de bactérias benéficas com tais mecanismos (OLIVEIRA et al.
2003).

Quanto a solubilizacdo de fosfato deve-se lembrar ainda, que somente a
fonte Ca-P foi utilizada neste experimento, devendo ser consideradas as
diferentes fontes de nutrientes disponiveis, pois, determinados microrganismos
sao habeis por solubilizar apenas em Ca-P, enquanto outros ainda solubilizam Al-
P e Fe-P (FILHO e VIDOR, 2000).

O teste preliminar in vitro realizado para selecionar rizobactérias
antagonicas a Fusarium oxysporum f. sp. cubense, demonstrou que a maioria das
rizobactérias isoladas ndo mostrou atividade significativa. No experimento de

NANDAKUMAR et al. (2001), apenas quatro isolados apresentaram significativa
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reducdo do crescimento micelial in vitro. BAGNASCO et al. (1998) selecionaram
trés isolados de Pseudomonas com resultados satisfatérios ao teste antagonico in
vitro entre os 541 isolados testados.

Diante dos resultados obtidos in vitro da selecdo de bactérias benéficas,
pode-se inferir que apenas 1,5 % dos isolados cultivAveis selecionados da
rizosfera de banana apresentaram caracteristicas benéficas ao desenvolvimento
de planta. Entre os microrganismos cultivaveis, para CHEN et al., (1996) ndo mais
do que 2 %, do total de microrganismos existentes no solo, apresentam efeito
benéfico para as plantas e segundo ROMEIRO, (2007a) entre os encontrados na
rizosfera apenas uma pequena percentagem de microrganismos pode possuir
mecanismos benéficos de atuacdo nas plantas.

Diante da possibilidade de realizacdo de misturas de isolados, o teste de
antibiose reciproca possibilitou a combinagdo dos oito isolados selecionados.
Segundo MAFIA et al. (2007) a aplicacao de isolados rizobacterianos combinados
representa uma importante estratégia de otimizacdo da acdo sinérgica dos
isolados compativeis.

Os experimentos in vivo com rizobactérias produtoras de AlA
individualizadas disponibilizadas em duas fases de producdo das mudas,
enraizamento e aclimatacdo, demonstrou que a fase de aclimatacéo representa o
momento mais adequado para aplicacdo destes isolados nas mudas. Isso
certamente decorre de caracteristicas fisiolégicas de cada etapa de cultivo. Para
VESTBERG et al. (2004) a razdo para esta diferenca deve ser devido ao estagio
fisiolégico da planta, que determina a composicdo e capacidade de exsudacao
radicular e consequentemente, a atividade dos microrganismos introduzidos na
rizosfera.

No primeiro momento do ensaio na fase de enraizamento in vitro, 0s
explantes de bananeira cultivar Maca, produzidos nas dependéncias da biofabrica
CAMPO (Companhia de Producéo Agricola — SA), quando tratados com isolados
individuais produtores de AIA, apresentaram alto indice de mortalidade. Esse
grande numero de explantes mortos ocorreu provavelmente devido ao nao
conhecimento da quantidade de AIA produzido por cada isolado individual e a
producdo de metabolicos toxicos pelas plantulas. A quantidade do regulador de
crescimento produzido pela rizobactéria somada a quantidade de hormdénio ANA

(acido naftalenoacético) que é adicionado ao meio MS (ALVES et al.,2004) pode
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ter provocado uma dosagem elevada deste composto, conduzindo a morte da
maioria dos explantes.

Segundo SILVA et al. (2004) explantes na fase de enraizamento s&o
extremamente sensiveis a quaisquer variacbes no meio. De acordo com
JAGADEESH et al. (2006) a disponibilidade de AIA em altas concentragdes pode
inibir o crescimento das raizes e levar a morte da espécie vegetal.

Desta forma, apesar de ndo conhecer os niveis de AIA produzidos pelos
isolados PCO5 e PC37, pode-se inferir que a quantidade desse regulador de
crescimento produzido pelos isolados selecionados ao ser somado com O
hormonio adicionado ao meio MS, pode ter contribuido para a morte de todos os
explantes tratados com estas rizobactérias. Confirmando o que diz TANIMOTO,
(2005), que os tecidos radiculares sao sensiveis a flutuacdes da concentracao de
AlA e o desenvolvimento do sistema radicular pode ser afetado por fontes néo
conhecidas deste regulador de crescimento.

O ajuste da suspenséo bacteriana para 10° ufc mL™, pode ser outro fator a
se considerar nos resultados, ja que nao foram realizados estudos preliminares
quanto a concentracao 6tima de rizobactérias para a etapa de microbiolizacédo de
explantes. Este estudo se faz necessario, pois, a literatura apresenta resultados
positivos para promocdo de crescimento utilizando rizobactérias em
concentracdes de 107, 10° ufc/mL™ (LUZ, 2001; MAFIA, et al., 2009).

Estudos que possam identificar a quantidade de AIA produzido por
rizobactérias, como o método calorimétrico seguido de quantificacdo em
espectrofotdbmetro (ARAUJO e GUERREIRO, 2010) ou cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (KAKHIPOUR et al., 2008) podem fornecer dados mais
precisos sobre os niveis de AlA produzidos por estas rizobactérias.

Estas informacfes poderéo indicar qual concentracdo Otima de que deve
ser utilizada para cada isolado beneficiando o desenvolvimento do sistema
radicular dos explantes nesta fase, ja que, segundo CANTO et al. (2004) um
sistema radicular mais desenvolvido em explantes é considerado benéfico uma
vez que é importante para a posterior fase de aclimatacdo das mudas.

Ensaios com explantes na fase de enraizamento tratados com os isolados
produtores de AIA em diferentes concentragdes, com exposicdo de tempo de
imersdo menor, assim como a utilizacdo de meio MS ausente de horménio

sintético (ANA) sdo necessarios para verificar a atividade das rizobactérias nesta
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fase de producdo das mudas. No trabalho de FROMMEL et al., 1991, foi possivel
verificar que o isolado PsJN estimulou o crescimento in vitro de explantes nodais
de batata bacterizados com 10° ufc.mL™?, durante 5 a 10 segundos e transferido
para meio MS sem hormonios.

Na fase de enraizamento, o tratamento de explantes com rizobactérias ndo
promoveu o crescimento das plantulas considerando os parametros analisados
para promoc¢ao de crescimento (altura, peso seco da parte aérea e do sistema
radicular). A condicdo de excessiva disponibilidade do AIA podem ter provocado o
retardamento e inibicdo do crescimento do vegetal, pois, nesta fase os explantes
sdo extremamente sensiveis as alteracdes no meio de cultivo. Segundo COSTA
et al. (2006) estes meios nutritivos utilizados fornecem substancias essenciais ao
crescimento de acordo com as necessidades metabolicas e estruturais
especificas para cada cultura.

O ensaio com mudas de bananeira na fase de aclimatacdo demonstrou que
o tratamento (PC107), decorrido 30 dias da aplicacdo do isolado, apresentou
aumento significativo dos parametros de crescimento com relacdo ao controle e
aos isolados PC04 e PC45. ALBURQUERQUE et al. (2003) demonstraram que as
bactérias E2, RAB9, ENF24 e C210 atuaram na promocdo de crescimento de
mudas micropropagadas de bananeira da fase de aclimatacdo aumentando a
massa seca da parte aérea e do sistema radicular apés 30 dias de tratadas. Este
fato pode ter ocorrido devido a interacdo estagio de desenvolvimento da muda
(aclimatacdo) e a quantidade de AIA disponibilizada pela rizobactéria. Para
TEIXEIRA et al.(2007) o efeito do AIA ndo depende apenas da quantidade
produzida pela bactéria variando de acordo o gendtipo e a idade da planta, que
afeta o nivel endégeno do hormdnio na planta.

Para AUNTOUN e PREVOST (2005) a comunidade microbiana na
rizosfera de plantas pode ser afetada pela composicao dos exsudatos liberados
de acordo com o estagio de desenvolvimento da planta. PREDAZA et al. (2004),
relatam que in vivo a quantidade de AlA liberado pela bactéria difere da condi¢ao
in vitro, uma vez que sofre influéncia direta dos exsudatos disponibilizados pela
planta, o que podera interferir numa maior ou menor produ¢do do composto.

A interacdo da rizobactéria PC107 com as mudas na fase de aclimatacao
se mostrou benéfica promovendo crescimento, esse fato demonstra que plantas

cultivadas na presenca de microrganismos benéficos (ARAUJO e GUERREIRO,
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2010) resultam em melhor desenvolvimento do vegetal, confirmando que a
producdo de substancias reguladoras por microrganismos promovem estimulo ao
crescimento vegetal. Nesta fase os tratamentos, T2-PC45 e T1-PCO04, néo
promoveram crescimento das mudas. Os baixos indices de crescimento
verificados nas mudas em presenca dos microrganismos provavelmente
ocorreram influenciados pela quantidade e composi¢cdo dos exudatos liberados
pela planta, interferindo na competéncia rizosférica destes isolados. Tais
compostos disponibilizados em quantidade e qualidade variada podem selecionar
grupos funcionais especificos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Diversos trabalhos ja verificaram que a utilizacdo de isolados de
Pseudomonas produtoras de AIA quando dispensados em mudas de canola
(PATTEN e GLICK, 2002), soja (CATTELAN, 1999b) e alface (SOTERRO et al.,
2006), promoveram resultados significativos para o crescimento da planta.

Para o ensaio in vivo de biocontrole, o método utilizado para inoculacédo do
fungo por imersdo das raizes na suspensdo sem proceder a cortes no sistema
radicular das mudas para provocar ferimento, mostrou-se eficiente, demonstrando
que o processo de injaria (MELO, 2002) ndo se faz necessério para que ocorra
contaminagao do fungo na planta.

A concentracdo de 10° esporos/ mL também foi verificada como suficiente
para demonstrar a infectividade do fungo na cultivar Maca. Confirmando BORGES
et al. (2007), que ao inocular o Fusarium oxysporum f. sp. cubense, este mostrou-
se significativamente agressivo a partir da concentracdo 10° conidios . mL™* e
efetivo em provocar danos as mudas da cultivar Maca. O estudo de biocontrole in
vitro para confirmar a atuacdo das rizobactérias antagbnicas ao Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, ndo se mostrou satisfatério para selecdo dos
microrganismos.

As condigdes fisicas e quimicas do solo utilizado no experimento podem ter
favorecido o desenvolvimento da doenca e prejudicado o estabelecimento das
rizobactérias antagbnicas. A auséncia de nutrientes no solo surge como fator
favoravel a severidade da doenca e negativo a multiplicacédo e atividade das
rizobactérias agentes de biocontrole.

Segundo LOPES et al. 2008, os niveis de nutrientes no solo estdo
estritamente relacionados com a ocorréncia do mal-do-Panama. CORDEIRO e

MATOS (2003) sugere, como praticas de manejo, niveis 6timos de calcio e
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magnésio, apresentadas como condi¢cdes menos favoraveis ao desenvolvimento
do Fusarium oxysporum f. sp. cubense reduzindo a incidéncia da doenca.

A reducdo da populacdo de rizobactérias na rizosfera pode ser outra
hipétese da auséncia de resposta com relacdo ao biocontrole. A condicdo de
estresse do meio, ja que o solo ndo foi enriquecido com nutrientes, provavelmente
atuou de forma negativa a atividade antifingica destes isolados. BENNETT e
WHIPPS, (2008) sugerem que a presenca ou auséncia de alguns compostos no
solo pode inibir a atividade microbiana. Inconsistentes performances por
antagonistas microbianos tém sido atribuidos a fatores abidticos como
composicdo fisica e quimica do solo que, como consequéncia, afetam seu
estabelecimento e atividade na rizosfera (ROBERTS et al.,2005).

Trabalhos futuros deveréo ser conduzidos para o esclarecimento de quais
mecanismos estdo envolvidos na atividade antagdnica demonstrada in vitro por
estas rizobactérias, assim como confirmar se a condicdo do solo afetou o
mecanismo de acdo antagbnica destes microrganismos, utilizando diferentes
substratos.

Desta forma, mais pesquisas sao necessarias para maior entendimento
sobre as atividades destes isolados ja selecionados e para descoberta de novos
isolados que sejam efetivos para biocontrole in vivo, pois, plantas
micropropagadas sdo mais sensiveis ao estresse ambiental e mais vulneraveis a
patébgenos. SIMTH et al. (1998) indicam que isolados antagdnicos sdo a
oportunidade de mudas micropropagadas obter sucesso contra possiveis
patdgenos quando plantadas no campo.

A analise dos parametros de crescimento destas mudas apés verificacédo
da severidade da doenca mostrou os isolados combinados PC45+CB e
PC107+CB como os melhores tratamentos para promocao de crescimento em
mudas de banana. Esta combinacdo se mostrou satisfatéria ao desenvolvimento
da cultivar Maca, provavelmente devido ao melhor estabelecimento na rizosfera
dos isolados produtores de regulador de crescimento resultando efeito benéfico.

Este efeito positivo verificado neste segundo momento de analise pelo
isolado PC45, pode ser devido a pequena quantidade de AlA disponibilizado para
a muda, pois, segundo TEIXEIRA et al. (2007) mesmo que pequena a continua

liberacdo de AlIA pode aumentar a rizogénese.



47

A promogao de crescimento confirmada nas mudas tratadas com o isolado
PC107+CB, demonstram a atividade promovida pela rizobactéria promotora de
AlA. Para TEIXEIRA et al. (2007) PGPRs favorecem seu proprio estabelecimento
na rizosfera, estimulando o crescimento da planta e como consequéncia
provocam aumento da quantidade de exsudatos e area de exsudacao disponiveis
ao microrganismo.

A confirmacdo da potencialidade do isolado bacteriano PC107 assegura
uma melhor eficiéncia para a fase de aclimatacéo, pois, segundo SOUZA et al.,
(2006) esta etapa apresenta suma importancia para a microprogacao, diante da
nova condicdo de cultivo enfrentada pela muda, que pode até culminar em sua
morte. Portanto, outras formas de microbiolizacdo devem ser investigadas
considerando outros critérios como facilidade de operacionalizacéo e custo.

Outra caracteristica demonstrada pelos isolados deve ser levantada. Os
isolados com capacidade de promover crescimento in vivo foram diferentes dos
isolados com habilidade de biocontrole. Isso corrobora o que reporta BASHAN
(1998), em que quase sempre os isolados promotores de crescimento nao
apresentam capacidade de atuar em supressdo de patdgenos. Portanto, de
acordo com MAFIA et al. (2005) a mistura de isolados pode ser interessante
guando se objetiva o controle bioldgico, de modo a obter vantagem sinergistica de
cada organismo.

A eficiéncia in vivo destes combinados (PC45+CB e PC107+CB) ocorreu
pela provavel capacidade destes microrganismos em sobreviver em equilibrio
dindmico na natureza. A comunidade microbiana na rizosfera é representada por
populacbes diversificadas e numerosas em estado de equilibrio dinamico,
refletindo o ambiente fisico, quimico, biolégico e suas relacbes (DANTAS et al.,
2009).

No tratamento PC04 + CB nao foi observado beneficio significante, como
verificado por MAFIA et al., (2007), em que os isolados Cllb e C2 mesmo
qualificada como compativel para o teste de antibiograma, ndo promoverem
incrementos quando comparados a testemunha, provavelmente pela falta de
capacidade de estabelecimento na rizosfera.

Este resultado pode ter sido afetado pela disponibilidade de nutrientes, o que de
acordo com ROMEIRO (2007a) interfere na capacidade de sobrevivéncia e

competitividade dos microrganismos, prejudicando o desenvolvimento de
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atividade dos isolados tanto para promocao de crescimento como para biocontrole
do fungo.

O teste de antibiose reciproca realizado serviu apenas para verificar a
possibilidade de misturas, indicando que um isolado bacteriano produz alguma
substancia que possa inibir o crescimento de outra bactéria, enquanto in vivo a
condi¢céo a que foi submetida estes microrganismos possivelmente interferiu nesta
relacdo. De acordo com MOREIRA E SIQUEIRA, (2006) as interacdes bioldgicas
sdo determinantes das densidades e das atividades das populacdes na
comunidade microbiana rizosférica.

Este trabalhou evidenciou o potencial uso de rizobactérias como
promotores do crescimento de plantas, constituindo uma importante ferramenta
de interesse agricola. Portanto, esforcos devem ser direcionados para ampliar a
descoberta de microrganismos que possam ser incorporados ao processo de
producdo de mudas micropropagadas de banana.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel confirmar o potencial de bactérias associadas
ao sistema radicular de bananeira para a promocao de crescimento. Foram
selecionados dois isolados produtores de AIA que mostraram resultados
significativos para a promoc¢édo de crescimento em mudas micropropagadas de
bananeira na fase de aclimatacdo. Apesar dessas evidéncias, deve-se atentar
gue outros estudos ainda devem ser levados a termo, objetivando a compreensao
da ecofisiologia destes microrganismos na rizosfera das plantas cultivadas no
campo e quais os resultados na produtividade agricola. Este fato abre a
oportunidade do uso futuro para a formacdo de combinados de rizobactérias no
tratamento de mudas aclimatadas visando a a¢ao conjunta.

Considerando que ao menos na fase de aclimatacdo as condi¢cdes de
cultivo favoreceram o0 desenvolvimento das mudas, mais pesquisas sao
necessarias para confirmar a eficiéncia da introducéo de rizobactérias benéficas
atuando na sobrevivéncia das plantas e na promocdo dos parametros de
crescimentos das mudas. Para minimizar custos de producéo do inoculante, este
trabalho sugere a aplicacdo dos isolados promissores na fase de aclimatacéo por
dispensa da suspensao de bacteriana no substrato. Contudo, serd necessaria a
realizacdo de outros ensaios utilizando esta metodologia para que uma nova
tecnologia possa ser empregada em larga escala, ja que este processo nao
envolveria uma alteracao significativa da infra-estrutura e na logistica de producédo
das mudas, podendo atuar maximizando e otimizando o processo.

O fato da producédo de mudas micropropagadas ser realizada pela empresa
CAMPO (Companhia de Promocéo Agricola) estabelecida dentro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura - Cruz das Almas, instituicdo onde se desenvolveram
estes trabalhos, facilitard sem duvidas a continuidade destes estudos com relacao
as alteracbes sofridas na arquitetura do sistema radicular e sobre a metodologia
da futura aplicacdo desses microrganismos com comprovada eficiéncia para

disponibilizagéo destas mudas as diversas regides produtoras de banana.
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