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RESUMO

Ramos, E. M. Inducdo do enraizamento de mudas micropropagadas de
bananeiras por bactérias endofiticas e biocontrole do mal-do-Panaméa

Véarias doencas afetam a bananicultura em todo mundo. A propagacéo
vegetativa por meio de rebento propicia a disseminacdo de patdégenos. A
micropropagacao in vitro constitui uma ferramenta alternativa na producdo de
mudas de bananeira, por produzir plantas homogéneas e sadias. Contudo, esta
técnica elimina micro-organismos que atuam de forma benéfica no
desenvolvimento do vegetal. Bactérias endofiticas podem promover o crescimento
pela sintese de reguladores de crescimento vegetal, bem como reduzir a
incidéncia de patdgenos. O presente trabalho teve como obijetivos: a) isolar e
testar bactérias endofiticas de bananeira com capacidade de promover o
crescimento e inibir o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
in vitro; b) avaliar o potencial de promoc¢éo do crescimento dos isolados na fase
de enraizamento e de aclimatacdo em mudas de bananeira, cultivares ‘Mac#’,
‘Thap Maeo’ e ‘Grande Naine’; c) verificar a reducéo da severidade do mal-do-
Panama em mudas de bananeira cultivar ‘Mag¢a’ microbiolizadas com endéfitas
antagobnicas ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense. De um total de 200 bactérias
endofiticas isoladas de tecidos internos (raiz, pseudocaule e folhas) de bananeira
com bom estado fitossanitario, os testes de selecdo em condi¢cdes controladas
revelaram que um grupo de 17 foram produtoras de AIA e 12 foram capazes de
inibir o crescimento micelial do fungo. Na fase de enraizamento in vitro nenhuma
endofita proporcionou resultados significativos. A fase de aclimatacdo no
enraizamento das mudas se revelou como melhor momento de aplicacdo das
enddfitas, uma vez que oito isolados produtores de &acido indolacético foram
capazes de promover o0 crescimento e trés antagonistas reduziram a severidade
do mal-do-Panama, em até 31,4%. Foram identificados cinco das onze enddfitas
de melhor desempenho como pertencentes ao género Bacillus, (BF-10, ARZ-33,
BPCO05, BPC-06 e BPCO07). Sendo assim, o uso de enddfitas pode constituir uma
alternativa no processo de producédo de mudas de bananeiras.

Palavras-chave: Musa spp., micropropagacéao, controle bioldgico



ABSTRACT

Ramos, E. M. Induction of rooting of plantlets micropropagated of banana
plants by endophytic bacteria and biocontrol of evil-of-Panama

Several diseases affect banana worldwide. Vegetative propagation through
the shoot promotes the spread of pathogens. Micropropagation in vitro is an
alternative tool in the production of banana seedlings, plants for producing
homogeneous and healthy. However, this technique eliminates micro-organisms
that act in a beneficial way in the development of the plant. Endophytic bacteria
can promote the growth for the synthesis of plant growth regulators as well as
reduce the incidence of pathogens. This study aimed to: a) isolating and testing of
banana endophytic bacteria are able to promote growth and inhibit the mycelial
growth of Fusarium oxysporum f. sp.cubense in vitro; b) assess the potential for
promoting the growth of the isolated phase of rooting and acclimatization of
banana seedlings, cultivars 'Apple’, 'Thap Maeo' and 'Grande Naine'; c) to verify
the reduction of the severity of the ill-Panama banana plantlets cultivar 'Apple’
microbiolized  with  endophytic antagonistic to  Fusarium  oxysporum
f. sp. cubense. Of a total of 200 endophytic bacteria isolated from internal tissues
(root, pseudostem and leaves) with good banana plant health, screening tests
under controlled conditions revealed that a group of 17 were producing IAA and 12
were able to inhibit the growth mycelium of the fungus. In vitro rooting phase any
endophyte provided no significant results. The acclimatization phase in the rooting
of seedlings was revealed as the best moment of application of endophytic, since
eight isolates producing indoleacetic acid were able to promote growth and three
antagonists reduced the severity of the ill-Panama, to 31.4%. We identified five of
the eleven endophytic best performance as belonging to the genus Bacillus (BF-
10, ARZ-33, BPC-05, BPC-06 and BPC-07). Therefore, the use of endophytic can
be an alternative in the production of banana seedlings.

Keywords: Musa spp. micropropagation, biological control.



INTRODUCAO

Originaria do Sudoeste da Asia a banana (Musa spp.) é a fruta tropical
mais apreciada e a segunda mais colhida do planeta Terra. Disponivel o ano todo,
nutritiva e acessivel & maioria da populacdo, € o quarto produto alimentar mais
consumido no mundo. Segundo dados da FAO, em 2010 foram produzidas cerca
de 95,5 milhdes de toneladas. No Brasil, no que se refere ao volume de producéo,
a banana perde apenas para a laranja e isso se deve a industria de suco (IBGE,
2010).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) revelam que
a bananicultura esta entre a atividade agricola de maior alcance social e elevada
expressdo econbmica. Os principais Estados produtores sdo: Bahia, Sdo Paulo e
Santa Catarina, dentro as quais a Bahia se destaca como maior produtor da fruta.
Em todo seu ciclo, a bananeira esta sujeita a ocorréncia de mais de 20 doencas,
sejam essas de etiologia viral, bacteriana, nematoda ou fuangica (CORDEIRO,
2000a; PEREIRA et al.,, 2000; ZAMBOLIM et al., 2002). Dentre as doencas
fungicas é relatada o mal-do-Panama causado pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, que vem reduzindo consideravelmente a produtividade da fruta em
diversas regides, inclusive na cultivar ‘Mag¢a’ promovendo 100 % de perdas para
cultura (CORDEIRO, 2000a). A infeccao pelo patdbgeno ocorre sempre via raizes
atingindo o xilema, onde ocorre abundante esporulacdo, neste caso, os conidios
sdo transportados pelo fluxo da seiva JONES (2000). As mudas infectadas séo o
principal veiculo de disseminacéo para novas areas de plantio ou regiées (ALVES,
1999; CORDEIRO, 2000a).

A propagagéo vegetativa convencional, onde se retiram brotos laterais da
planta adulta para propagacdo da cultura, pode apresentar baixas taxas de
multiplicac@o, com altos riscos de disseminagéo de patdgenos (SILVA et al., 2005).
Assim, a técnica da micropropagacéo in vitro, tem sido utilizada para maximizar a
producado e reduzir ou eliminar a ocorréncia de fitopatbgenos. A micropropagacao
in vitro realizada a partir de apices caulinares promove a producdo de mudas mais
vigorosas, uniformes geneticamente e com qualidade fitossanitaria. Porém, essa
técnica elimina também a microbiota natural benéfica que é capaz de induzir o

crescimento das mudas e protegé-las contra uma série de estresses bibticos e



abidticos (BORGES e SOUZA, 2004). Por este motivo trabalhos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de reintroduzir micro-organismos benéficos na fase
de enraizamento e/ou aclimatacdo para aumentar a capacidade adaptativa dessas
mudas em campo.

A introducdo de bactérias endofiticas no processo de producédo de mudas
micropropagadas pode favorecer o crescimento pela sintese de reguladores de
crescimento vegetal, atuando, por exemplo, na inducdo do enraizamento, na
disponibilidade de fésforo e ferro para a planta e na protecdo do vegetal contra
fatores ambientais adversos, além do potencial no controle biologico, permitindo
melhor sanidade a planta (BALDANI et al., 2000; ASSUMPCAO et al., 2009)

No primeiro capitulo desse trabalho seréo abordados aspectos relevantes
sobre a cultura da banana, o mal-do-Panama, a micropropagacdo in vitro e o
emprego de bactérias endofiticas como promotoras de crescimento de plantas e
agentes de controle biologico. No segundo capitulo, apresentam-se os resultados
de uma pesquisa sobre a aplicacdo de bactérias endofiticas na promocédo de
crescimento de mudas micropropagadas de bananeira e controle biol6gico do
Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

A hipotese em estudo fundamenta-se na idéia de que bactérias endofiticas
de bananeira podem atuar como promotores do crescimento e agentes de controle
de doencas. Diante deste contexto, 200 enddfitas isoladas de plantas sadias de
bananeira foram testadas quanto a inducdo do enraizamento de mudas

micropropagadas e biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.



CAPITULO 1

Potencial de bactérias endofiticas na micropropagacéo in vitro e
como agentes de controle bioldgico




RESUMO

Ramos, E. M. Potencial de bactérias endofiticas na micropropagacao in vitro
e como agentes de controle biol6gico

Neste capitulo realizou-se um levantamento a cerca da bananicultura e
seus problemas fitossanitarios, como o mal-do-Panam4, além da sua forma de
micropropagacao in vitro, como uma alternativa na producéo de mudas isentas de
patdogenos. Devido a enorme importancia da cultura da banana no Brasil,
biofabricas estdo produzindo mudas certificadas, isentas de micro-organismos
patogénicos para garantir maior produtividade para os agricultores. Algumas
desvantagens sdo inerentes a micropropagacao in vitro como o alto custo de
producdo, pois necessita de estrutura fisica, reagentes caros e mao-de-obra
especializada. Como consequéncia da assepsia realizada no processo de
producdo de mudas a microbiota benéfica é eliminada do tecido vegetal,
impossibilitando que estes micro-organismos participem diretamente na promoc¢ao
do crescimento e no possivel controle de patdégenos. Bactérias endofiticas tém
sido relatadas como micro-organismos promissores na promocao de crescimento
de plantas e biocontrole de doencas. Visando a importancia da utilizacdo destas
bactérias no processo de producdo de mudas, possiveis mecanismos de acao
dessas enddfitas foram descritos. Além de serem descritos aspectos sobre a
utilizacao destes micro-organismos no incremento da produtividade de mudas de
bananeira foi abordado o controle do mal-do-Panam& causado pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, pois esta doenca € um fator limitante a

expansao da cultura da banana, principalmente, da cultivar ‘Maca’.

Palavras-chave: banana, fitossanidade, enddfitas.



ABSTRACT

Ramos, E. M. Potential of endophytic bacteria in in vitro micropropagation
and as biological control agents

In this chapter we carried out a survey about the banana plant its problems,
such theill-Panama, andits method of micropropagationin vitro,as an
alternative in the production of seedlings free of pathogens. Given the enormous
importance of the banana crop in Brazil, bio-factories producing seedlings are
certified free of pathogenic micro-organisms to ensure higher productivity for
farmers. Some disadvantages are inherent in the in vitro micropropagation as the
high cost of production, because it requires physical infrastructure, expensive
reagents and skilled labor. As a result of sterilization performed in the production
of seedlings is beneficial microbes eliminated from plant tissue, making it
impossible for these micro-organisms directly involved in promoting growth and
possibility control of pathogens. Endophytic bacteria heve been reported as
promising micro-organisms in growth promotion and biocontrol of plant diseases.
Aiming the importance of using these bacteria in the process of seedling
production, possible mechanism of action of these endophytic were described.
Besides being described aspects of the use of these micro-organisms in
increasing the productivity of banana plantlets was approached control of the evil-
Panama caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense, because this
disease is a limiting factor to the expansion of banana culture, especially the

‘apple’ cultivars.

Keywords: banana, plant health, endophytic



1.1- A cultura da banana

A bananeira (Musa spp.) € uma planta que pertence a divisdo Angiosperma
sendo tipicamente tropical, hidréfita, herbdcea, monocotileddnea, com porte que
varia de 2,0 a 8,0 m de altura. Morfologicamente, a bananeira € um vegetal
completo, cujas principais partes sdo: sistema radicular, caule (rizoma)
constituindo o 6rgéo de reserva da planta e possui varias gemas laterais onde se
origina os rebentos, o pseudocaule, formado pela unido das bainhas foliares e por
folhas e cacho este é constituido pelo raquis, engaco e coracdo (SIMAO, 1971;
MOREIRA, 1987; MANICA, 1997).

MOREIRA (1987) relata que a palavra banana € originaria das linguas
serra-leonesa e liberianas pertencentes a costa ocidental da Africa. No que tange
a classificacdo botanica, a bananeira de frutos comestiveis, esta na classe
Liliopsida, subclasse Lilidae, superordem Lilinae, ordem Zingiberales
(Scitamineae), familia Musaceae, subfamilia Musoideae, género Musa, secao
Eumusa (SILVA et al.,, 2002) originada de cruzamentos interespecificos entre
Musa acuminata e M. balbisiana, e apresenta por isso, caracteres das duas
espécies (SIMMONDS, 1973). O género Musa € o mais importante, uma vez que
é formado pelo maior nimero de espécies e apresenta ampla distribuicdo
geografica (DANTAS e SOARES FILHO, 2000).

A banana é um alimento rico em vitaminas (A, B e C) e minerais, como Ca,
K e Fe (VIEIRA, 2009). E muito apreciada tanto pelas caracteristicas de sabor,
aroma e facilidade de consumo in natura quanto pela sua versatilidade em termos
de utilizacao (cozida, frita, doces, tortas e sorvetes), (DONATO, 2006) e inclusive
na producdo de macarrdo e aguardente (IBRAF, 2007).

No mundo, o cultivo da bananeira esta geograficamente situado entre
latitudes de 30° S e 30° N do Equador (SOTO BALLESTERO, 1992) sendo as
condi¢cbes otimas encontradas entre 15° de latitude ao Sul e ao Norte do Equador.
Entretanto, no Brasil o cultivo da bananeira ocorre em todos os estados da
Federacdo nos ecossistemas mais variados possiveis (COELHO, 2009), tendo
como destaque as regides Nordeste, Norte, Centro-Oeste, grande parte da regiao
Sudeste e alguns microclimas da regido Sul (ALVES, 1999).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), em 2008 a producao

mundial de banana foi de aproximadamente 90,7 milhdes de toneladas com



rendimento médio de 18,8 toneladas por hectare. A india liderou o ranking dos
paises produtores, seguida por Filipinas, China, Brasil e Equador. A producédo da
banana foi superada apenas pela producdo de melancia, com 93,2 milhdes de
toneladas (FAO, 2008). E o quarto produto agricola mais comercializado no
planeta Terra, precedida pelo arroz, trigo e o milho, segundo o Centro de
Socioeconomia e Planejamento Agricola (2009).

A india concentra a maior produtividade de banana no mundo com cerca
de aproximadamente 37 t.ha™, seguido do Equador, China, Filipinas, e ocupando
a quinta posicdo no “ranking” vem o Brasil com 14 tha™ (FAO, 2010). A baixa
produtividade pode ter relacdo com manejos mal conduzidos, deficiéncia
nutricional e a incidéncia de pragas e doencas.

Em muitos estados brasileiros, depois da laranja, devido a producdo de
suco, a bananeira é a frutifera mais cultivada, com expressiva quantidade
produzida e area plantada (VIEIRA, 2009). Segundo dados do IBGE (2009) no
Brasil, a produgéo de bananas em 2009 atingiu cerca de 7.193.189 toneladas,
plantada numa érea de 511.636 ha. Entretanto, em novembro de 2010 numa &rea
de aproximadamente 528.000 ha houve um acréscimo na producdo para
7.389.318 toneladas, sendo as regides Nordeste e Sudeste responsaveis por
69,78 % da producao nacional (IBGE, 2010).

A Bahia é o maior Estado produtor nacional da fruta (1.367.957
toneladas/ano), seguido pelos Estados de Sédo Paulo (1.271.500 toneladas/ano),
Santa Catarina (655.363 toneladas/ano), Minas Gerais (653.784 toneladas/ano) e
Para (527.432 toneladas/ano). Na regido Nordeste a Bahia contribui com 45,85 %
da producdo de bananas seguida pelos Estados de Pernambuco com 18,18 %,
Ceara 14,92 %, Paraiba 7,41 % e Rio Grande do Norte 5,38 % (IBGE, 2010).

Geralmente, no Brasil, os cultivos séo tradicionais, com baixos indices de
capitalizacdo e tecnologia, porém nos estados de Sado Paulo, Santa Catarina,
Bahia, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso, existem alguns cultivos tecnificados,
onde se pode observar a utilizagdo de tecnologia geralmente adaptada de outros
paises em outros paises (VIEIRA, 2004).

Além de ser um alimento complementar da dieta da populacéo, a banana
apresenta grande relevancia social e econdmica, servindo como fonte de renda
para muitas familias de pequenos agricultores. Esta atividade gera postos de

trabalho tanto no campo quanto na cidade e contribui direta e indiretamente para



o desenvolvimento das regides envolvidas em sua producdo (FIORAVANCO,
2003; ANDRADE, 2009).

Na Bahia a producdo de banana esta concentrada na agricultura de base
familiar, que representa 60 % dos produtores rurais, na faixa dos 50 ha,
possibilitando a garantia de emprego e renda e gerando aproximadamente, 14 mil
empregos diretos e 20 mil indiretos (NOTICIAS DA BAHIA, 2008).

Segundo ANDRADE (2009), entre os maiores problemas do cultivo da
banana no Brasil, estd a falta de variedades comerciais, com porte adequado, 0
manejo inadequado do sistema solo-agua-planta, resisténcia as principais pragas
e as doencas, como a sigatoka negra, o moko, a sigatoka amarela e o mal-do-

Panama, que promovem perdas consideraveis.

1.2- mal-do-Panama

A cultura da banana apresenta uma série de problemas fitossanitarios que
limitam sua produtividade. A acdo de fungos patogénicos, principalmente, tem
causado expressivas perdas.

O mal-do-Panam& ou murcha-de-fusario, doenca causada pelo fungo
habitante do solo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder e
Hansen (1953) foi descrito em 1874, pela primeira vez, na Australia. Entretanto,
tornou-se uma doenca de importancia apos sua deteccdo no Panaméa em 1904, e
durante muitos anos foi a principal doenca da bananicultura, sendo responsavel
pela destruicdo de grandes plantacdes comerciais em muitos paises do mundo
(FERNANDES et al., 2006).

No Brasil, esta doenca foi registrada no ano de 1930, no Municipio de
Piracicaba, Estado de Sao Paulo, dizimando o plantio de banana ‘Mac¢a’, dentre
outras variedades. Atualmente, a doenca € encontrada em praticamente todo o
territdrio nacional, atacando na maioria das vezes a variedade ‘Maga’ e inclusive,
bananas do subgrupo Cavendish (FERNANDES et al., 2006).

Devido a sua ampla distribuicdo, ocorre em praticamente todas as areas
produtoras, pelo grande potencial destrutivo e pela dificuldade de controle, a
doenca merece especial atencdo (BORGES et al., 2007).

O mal-do-Panama, quando ocorre em cultivares altamente suscetiveis

como a banana ‘Macga’, provoca perdas de 100 % na producdo. Ja na cultivar



‘Prata’, que apresenta menor suscetibilidade, a incidéncia do mal-do-Panama,
geralmente, situa-se, em torno de 20 % (CORDEIRO, 2000a).

Pertencente a classe dos Deuteromicetos, cuja forma perfeita ainda néo é
conhecida, as espécies do género Fusarium sdo heterogéneas, cosmopolitas,
encontrados em regides subtropicais e tropicais com ampla distribuicdo
geografica, apresenta espécies nao-patogénicas e patogénicas, entre elas o
Fusarium oxysporum f. sp. cubense causador do mal-do-Panama (FOURIE et al.,
2009). Fusarium spp. € caracterizado pelo crescimento rapido em meio de cultura
apresentando col6énias com coloracdo que varia da cor violeta a purpura com
micélio aéreo e difuso (DOMSCH, 1980).

As espécies de Fusarium apresentam variacdes quanto a patogenicidade
em diferentes hospedeiros havendo assim classificacdo dessas espécies em
formae speciales (f. sp.) (OLIVEIRA e COSTA, 2002). Dentro de formae speciales
pode ainda haver a subdivisdo em racas fisiologicas que seria a preferéncia de
por uma determinada cultivar, pois as ragcas ocorrem tanto em variedades
plantadas comercialmente (cultivar) quanto nas variedades selvagens
(GROENEWALD, 2005).

Sao conhecidas quatro racas fisiologicas sendo que 1, 2 e 4 séo
importantes a bananeira. A raca 3 ocorre em Heliconia sp. No Brasil, de acordo
com a estrutura dos grupos de compatibilidade vegetativa dos isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense analisados, presume-se a prevaléncia da raca
1 (GOES e MORETTO, 2001). A forma mais simples de diferenciacdo das racas
seria mediante o uso de cultivares indicadoras, onde a variedade ‘Gros Michel’ é
indicadora da raga 1, a ‘Bluggoe’, indicadora da raga 2 e as cultivares do
subgrupo Cavendish sdo indicadoras da raca 4 sendo esta a mais virulenta
(LEONG et al., 2009).

Fusarium oxysporum possui dois tipos de esporos assexuais:
microconidios e macroconidios (GROENEWALD, 2005). Segundo AGRIOS
(2005), em condi¢Bes ambientais favoraveis as estruturas reprodutivas produzidas
sdo o0s microconidios, que sdo geralmente unicelulares, ovais a reniformes e
hialinos. Os macroconidios normalmente sdo fusiformes, falcados, isolados e
multicelulares. Os clamidésporos sédo estruturas de resisténcia do Fusarium
oxysporum, apresentam forma esférica produzidos por micélios ou macroconidios,

e por esta razdo este fungo possui uma enorme capacidade de sobrevivéncia na
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auséncia do hospedeiro, permanecendo no solo por longos periodos de tempo
(FERNANDES, 2006).

O mal-do-Panama ocorre com mais frequiente em areas com pH baixo e os
teores de magnésio e calcario podem influenciar diretamente no mecanismo de
resisténcia do hospedeiro. Pouco se sabem a respeito da interferéncia de
parametros climaticos, como luz, temperatura e umidade, no desenvolvimento e
estabelecimento da doenca, porém, é sabido que o solo influi fortemente na
incidéncia da doenca, comparavel a do proprio hospedeiro (CORDEIRO, 2000a).

A infeccdo do patdgeno ocorre sempre via raizes, principalmente as
secundarias e posteriormente atinge o xilema, onde ocorre abundante
esporulacdo, sendo os conidios transportados pelo fluxo ascendente da seiva.

As plantas infectadas pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense apresentam
uma série de sintomas externos e internos. Externamente os sintomas se
caracterizam pelo amarelecimento progressivo das folhas mais velhas evoluindo
para as folhas mais novas, este fendbmeno se inicia pelos bordos do limbo foliar
em diregcdo a nervura central. Posteriormente, as folhas murcham, secam e
guebram junto ao pseudocaule ficando pendente, dando a planta uma aparéncia
de “guarda-chuva fechado” (BORGES e SOUZA, 2004; FERNANDES, 2006). E
comum que as folhas centrais da bananeira permanecam eretas mesmo apés a
morte das mais velhas. Nota-se proximo ao solo rachaduras do feixe de bainhas,
cuja extensdo varia com a area afetada no rizoma. Segundo COELHO (2009), os
cachos das bananeiras atacadas, independentemente de sua idade, tem seu
desenvolvimento paralisado e as bananas entram em fase de desidratacdo e
apodrecimento. Internamente € possivel observar necrose pardo-avermelhada do
sistema vascular das raizes, rizoma, pseudocaule e nervura principal das folhas,
provocada pela presenca do patdgeno nos vasos (ALVES, 1999; CORDEIRO,
2000a).

Os rizomas e pseudocaules de plantas mortas e/ou doentes sao
importantes fontes de indculo, sendo responsaveis pela infestacdo do solo
(CORDEIRO, 1999). O fungo também é disseminado por agua de irrigacdo, de
drenagem e de inundacdo, bem como, pelo homem, por animais, pela
movimentacao de solo por implementos agricolas, e por ferramentas (BORGES e
SOUZA, 2004). Mudas infectadas s@o o principal veiculo de disseminacdo para
novas areas de plantio ou regides (ALVES, 1999; CORDEIRO, 2000a). SILVA et
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al. (2005) relatam que o uso de mudas convencionais no plantio e a baixa
tecnologia utilizada proporciona a disseminacdo da doenca. A disseminacao de
esporos pelo vento, ndo é uma forma eficiente de promover o estabelecimento do
fungo em outras areas, uma vez que 0s esporos toleram pouco mais de 4 horas
de exposicdo ao ar (ALVES, 1999).

A busca por cultivares resistentes é hoje prioridade para controle do mal-
do-Panama. De acordo com KUPPER (2005) € possivel a utilizacdo de novos
esquemas de melhoramento genético da bananeira, visando a obtencdo de
hibridos, ndo sO resistentes a doenca, mas também com caracteristicas
agrondmicas desejaveis. Porém medidas preventivas devem ser adotadas, como
evitar areas com historico da doenca, utilizar mudas sadias, corrigir o pH do solo,
dar preferéncia a solos com alto teor de matéria organica, manter as populacées
de nematoides sob controle, pois estes facilitam a penetracdo do fungo, manter
sempre as plantas bem nutridas (BORGES e SOUZA, 2004). Ainda de acordo
com 0S mesmos autores, nos pomares em que a doenga se manifestar
recomenda-se a erradicacdo das plantas, evitando a propagacdo da doenca na
area de cultivo. Entretanto, deve-se pensar em métodos alternativos para o

controle do F. oxysporum f. sp. cubense, como o controle biolégico.

1.3 - A micropropagacgéo e sua importancia em produc¢édo de mudas

7

A propagacdo vegetativa convencional é um problema no cultivo da
bananeira por apresentar baixas taxas de multiplicacéo e riscos de disseminacao
de patégenos. Assim, a técnica da micropropagacdo tem sido empregada na
producdo de mudas sadias e em maior nUmero que 0s métodos convencionais
(LIMA et al., 2003).

Segundo CORDEIRO (2000b), as mudas produzidas pela micropropagacao
sdo as que oferecem maiores garantia fitossanitaria, devido as condi¢cbes
asseépticas de producdo. S&o mudas sadias, isentas de pragas e doencas, sendo
produzidas com maior rapidez.

Considerada essencial para o cultivo de clones livres de agentes
infecciosos, a micropropagacdo € uma técnica que elimina também racas fracas

de virus, conferindo protecdo as plantas no campo (SEMAL, 1986; SOUZA et al.,
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1993) sendo utilizada com mais freqiiéncia em cultivos comercias de banana,
devido ao fato do material ser sadio e de facil manipulacdo (ZAIDAN et al., 1999).

Segundo CASTRO et al. (2009), a producdo em larga escala de mudas de
bananeira tem sido realizada em laboratério mediante a técnica da
micropropagacao a partir de apices caulinares e,ou gemas laterais, nos quais é
induzida a formacao de novas brotacfes, em condi¢cdes controladas de cultivo.

A obtencdo de mudas via micropropagac¢ado é muito superior se comparada
aos diferentes métodos de propagacdo vegetativa. Enquanto no processo
convencional sdo necessarios 12 meses para obtencdo de 10 a 30 mudas,
dependendo do gendtipo utilizado, cerca de dez vezes mais mudas séo obtidas

em quase metade do tempo pela micropropagacéao (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de mudas e periodo necessario para producdo a partir de
diferentes métodos de propagacéo da bananeira.

Método NUmero de mudas* Periodo (meses)
Processo convencional 10 a 30 mudas / planta 12
Fracionamento do rizoma 4 a 12 mudas / rizoma 6-8
Micropropagagao (in vitro) 150 a 300 mudas / explante 6-8

variavel de acordo com o genétipo utilizado (CASTRO et al., 2009).

SACARPARE FILHO et al. (1998) realizaram um estudo comparativo entre
mudas de bananeira tradicionais com mudas provenientes de cultura de
meristema e verificaram que as mudas micropropagadas sdo mais produtivas.

Segundo GOMES (1983), as mudas constituem um dos itens mais
importantes na implantacdo de um pomar. O sucesso do empreendimento da
bananicultura depende, em grande parte, da qualidade das mudas, uma vez, que
estas podem influenciar de forma direta no desenvolvimento e producdo do
bananal, principalmente no primeiro ciclo, as mudas tem papel fundamental na
qualidade fitossanitaria, pois varias doencas podem ser levadas pela muda e,
neste caso, comprometer o sucesso do novo plantio (CORDEIRO, 2000b).

Para GODINHO (1994), na implantagcdo e na reforma de bananais s&o
utilizadas mudas adquiridas de pomares velhos ou em decadéncia. Entretanto,
para SANTOS et al. (2004), essa pratica € tecnicamente ultrapassada e
desaconselhavel, por contribuir para disseminacdo de plantas daninhas de dificil
erradicacdo, além de pragas e doencas. LEONEL et al. (2004) mostraram que as

mudas de bananeiras obtidas por meio da micropropagacdo crescem mais
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vigorosas, mais altas, com maiores periodos de producdo e mais uniformemente,
além de se estabelecerem mais rapidamente e proporcionarem maior
produtividade com relagéo as propagadas convencionalmente.

As plantas oriundas da micropropagacao sao mais precoces na emissao de
filhos e produzem mais filhos por ano (SCARPARE FILHO et al.,1998; PEREIRA
et al., 2001; CASTRO et al., 2009). Chegam a ser 30 % mais produtivas que a
muda convencional, desde que as praticas culturais e os tratos fitossanitarios
sejam realizados adequadamente (LIMA et al., 2003).

As principais vantagens da micropropagacao séo a producédo de mudas em
grande escala, em qualquer época do ano, economia de tempo e espaco,
homogeneidade no desenvolvimento das mudas, o que permite a uniformizacao
do plantio e a sincronizacao da colheita, o estabelecimento de um bananal mais
uniforme, facilitando o planejamento das praticas culturais, e o manejo das
bananeiras, material livre de pragas e doencas (BORGES e SOUZA, 2004).

Segundo CASTRO et al. (2009), basicamente todos os protocolos de
micropropagagao envolvem as seguintes etapas: sele¢do de plantas matrizes e
dos explantes, limpeza e assepsia do material vegetal, estabelecimento da cultura
in vitro, multiplicacdo in vitro, enraizamento in vitro. Apos a fase de enraizamento
in vitro as plantas que apresentarem boa formacéo de raizes serdo encaminhadas
para aclimatacdo em casa de vegetacdo e apOs 90 dias disponibilizadas ao
agricultor (LINS et al., 2003).

As plantas de banana que saem da etapa in vitro estdo livres de
fitopatdgenos, mas também de microbiota natural benéfica (BORGES e SOUZA,
2004). Por este motivo trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de re-
introduzir micro-organismos ainda na fase de enraizamento e/ou aclimatacéo para
melhorar a capacidade de adaptacdo dessas mudas em campo contra efeitos
bioticos e abidticos.

Em trabalho pioneiro WEBER et al. (2000) selecionaram bactérias
diazotroficas de mudas de bananeira cv. ‘Prata An&’ e cv. ‘Caipira’ e avaliaram a
influéncia dessas bactérias no crescimento de mudas micropropagadas,
constatando que a bactéria diazotrofica Herbaspirillum sp. proporcionou melhor
crescimento na cv. ‘Prata And’, enquanto a cv. ‘Caipira’ cresce melhor quando

tratadas com a bactéria Burkholderia sp. Entretanto a cv. ‘Caipira’ apresentou
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maior crescimento quando tratadas simultaneamente com as duas espécies de
bactérias, em comparacdo com a inoculacao individual.

WEBER (2003) constatou que o tratamento de mudas micropropagadas
com o isolado endofitico de Burkholderia cepacia, aumentou a produtividade das
cultivares dos subgrupos ‘Cavendish’ e ‘Gros Michel’.

LINS et al. (2003) visando avaliar o efeito do fungo Gigaspora margarita na
reducdo do tempo de formacdo de mudas de bananeiras micropropagadas,
concluiram que o fungo micorrizico arbuscular colonizou intensamente e mostrou-
se benéfico para o desenvolvimento das mudas. Ainda, confirmou com seu
trabalho que o inicio da fase de aclimatacdo das mudas pode ser antecipado.

LEAL et al. (2005) realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar o efeito
do fungo Glomus clarum no crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira, cultivar ‘Prata-manteiga’, concluindo que o fungo promoveu o
crescimento e o acumulo de nutrientes nas plantas.

Além de trabalhos constatando a eficiéncia de micro-organismos na
promocao de crescimento de mudas micropropagadas de bananeira, BORGES et
al. (2007) utilizaram o fungo, Gigaspora margarita para avaliar a densidade do
mal-do-Panama na variedade de banana ‘Mac¢d’ e constataram que a inoculacao
prévia do fungo micorrizico arbuscular (FMA) reduziu a infeccdo causada pelo

patdgeno.

1.4 - Potencial biotecnolégico das bactérias endofiticas

Desde 1870 iniciaram-se o0s primeiros estudos sobre a colonizacdo dos
tecidos internos de plantas sadias por micro-organismos, com trabalhos
realizados por alguns pesquisadores inclusive por Pasteur. Porém, foi em 1926,
que Perotti descreveu a interacdo bactérias nativas e seus hospedeiros,
denominando-as de micro-organismos endofiticos ou endofitas (HALLMANN et
al., 1997). Relatos preliminares as consideravam como contaminantes resultantes
da desinfestacdo superficial dos tecidos ou patdgenos fracamente virulentos no
interior das plantas. Entretanto, existem indicios de que as bactérias endofiticas
influenciam o crescimento vegetal e reduzem a severidade de doencas
(HALLMANN et al.,, 1997). O termo ‘Enddfito’ tem origem grega, onde ‘endon’
significa ‘de dentro’ e ‘phyte’ significa ‘planta’ (CARROLL, 1988).
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Bactérias endofiticas foram definidas por KADO (1992) como micro-
organismos que vivem no interior dos tecidos de plantas se beneficiarem ou
causar nenhum prejuizo. Porém, HALLMANN et al. (1997) consideram essa
definicdo muito restrita, pois exclui a possibilidade de acdo simbidtica entre o
micro-organismo e a planta. AZEVEDO e ARAUJO (2007) definiram como
endofitos, os micro-organismos que podem ou ndo crescer em meio de cultura e
que habitam o interior de tecidos e 0rgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu
hospedeiro e nem produzir estruturas externas emergindo dos tecidos vegetais.
Entende-se que bactérias endofiticas sdo micro-organismos que podem ser
isolado de material vegetal superficialmente desinfestado e que n&o causam
danos a planta podendo estar incluidos como micro-organismos endofiticos que
colonizam tanto com comportamento neutro como simbiontes, e ainda aqueles
que transitam entre colonizando ora endofiticamente ora como epifitas
(AZEVEDO, 1999).

Trabalhos relatam desde 1940, a presenca de bactérias endofiticas em
arvores, gramineas e, principalmente em culturas agronémicas (MUSSON, 1994).
Varios estudos revelam o isolamento de bactérias endofiticas em diferentes
orgaos das plantas em diferentes estadios de crescimento de raizes de cenoura,
beterraba, nabo e alfafa; de caule de feijao e de sorgo; de frutos de tomate; de
tubérculos de batata e batata-doce; de raizes e de caules de arroz, milho, café e
algodao; de tecidos de videira e frutos de meldo (HALLMANN et al., 1997,
STURTZ et al., 2000). Nestes estudos foram registradas diversas espécies de
bactérias endofiticas com predominancia as espécies do género Bacillus,
Erwinea, Burkholderia, Xanthomanas, Enterobacter, Agrobacterium e
Pseudomonas (HALLMANN et al., 1997b; STURTZ et al., 2000).

Embora, tenham sido descritos ha dois séculos, 0s micro-organismos
endofiticos somente receberam consideravel atencdo a partir dos anos de 1980,
quando foi reconhecida sua capacidade de proteger as plantas contra patégenos
e insetos (JACOBS et al., 1985; HALLMANN et al.,, 1997b; AZEVEDO et al.,
2000).

Por colonizarem o interior dos tecidos, os endofitas, possuem diversas
vantagens, no que refere a sua sobrevivéncia, em relagéo as bactérias residentes
do filoplano, pois ficam menos expostas as condi¢cdes do meio ambiente, radiacao

ultravioleta, flutuacdes de temperatura e umidade. Esta vantagem existe também
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em relacdo as bactérias da rizosfera, pois estas estdo constantemente expostas a
acado dos antagonistas da microbiota do solo (McCINROY e KLOEPPER, 1995a;
HALLMANN et al., 1997a).

A origem, forma de penetracdo, transmissido e colonizagdo de tecidos
vegetais por bactérias endofiticas ainda gera muitas discussdes. Estas bactérias
podem ser oriundas do filoplano, de sementes, da rizosfera ou de material
propagado vegetativamente (McINROY e KLOPPER, 1995a; HALLMANN et al.,
1997D).

Constantemente as plantas interagem com diversos micro-organismos,
podendo apresentar uma relacdo negativa, benéfica ou neutra. A relacao enddfito-
planta ainda ndo € muito bem compreendida, mas sabe-se que existem relacdes
aparentemente neutras e outras benéficas (PEIXOTO NETO; AZEVEDO;
ARAUJO, 2002).

Em relagcbes benéficas, bactérias endofiticas podem promover o
crescimento das plantas diretamente pela disponibilizacdo de nutrientes e
producdo de analogos de reguladores de crescimento. Indiretamente, inibem o
crescimento de fitopatégenos ou estimulam as defesas da planta (BERG, et al.,
2005; AZEVEDO, 1998).

Tais caracteristicas fazem com que estes micro-organismos sejam
estudados para possiveis aplicagbes a campo, no controle de doencas e

crescimento de plantas, resultando em incremento na producéo agricola.

1.4.1- Bactérias endofiticas como promotoras de crescimento de plantas

Alguns estudos tém demonstrado a eficiéncia de endéfitas na promocao do
crescimento de diversas culturas de interesse, entre elas batata (FROMMEL et al,
1991; STURTZ, 1995, ANDREOTE, 2009), milho (HINTON e BACON, 1995),
pepino (RAUPACH e KLOEPPER, 1998), arroz (HUREK et al., 1994, SUN et al.,
2008), melancia (LIU et al., 1995), cebola (SESSITSCH et al., 2005), cana-de-
acucar (REIS et al., 2004, MENDES et al.,, 2007, LUVIZOTTO, 2008), soja
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004, LI et al., 2008), café (SILVA et al., 2006)
pimenta do reino (ARAVIND et al., 2009), banana (THOMAS et al., 2008).

BALDANI et al. (2000) confirmaram o potencial de uso de bactérias

diazotroficas no crescimento de mudas de cana-de-acUcar micropropagadas. O



17

inéculo proveniente de misturas de endodfitas também tem demonstrado efeitos
benéficos no crescimento de plantas (OLIVEIRA et al., 2000).

Em trabalhos desenvolvidos por STURTZ (1995), cerca de 10% das
bactérias isoladas de tubérculos de batata estimularam o crescimento das
plantas. Os efeitos envolvidos na promocéo de crescimento incluem o aumento da
producdo de biomassa da raiz, e do caule, da lignificacdo de vasos do xilema e
producéo de tubérculos (FROMMEL et al., 1991; STURTZ, 1995; STURTZ et al.,
1997). HUREK et al. (1994) demonstraram que a associacdo da bactéria
Azoarcus sp. com arroz resultou em um aumento de crescimento de plantas.

KUKLINSKY-SOBRAL (2003) avaliando a promoc&do de crescimento por
bactérias endofiticas em soja, observou que apés 17 dias de semeadura, periodo
em que as plantulas estavam em fase de desenvolvimento, trés bactérias
endofiticas, R. pickettii e P. oryzihabitans promoveram aumento da producdo de
biomassa fresca e seca da raiz e que, o isolado Pantoea sp. foi capaz de
aumentar o peso da raiz. A andlise do peso fresco e seco da parte aérea das
plantulas revelou que os isolados Pantoea sp. e P. oryzihabitans apresentaram
efeito significativo sobre esta regiao.

BARRETTI et al. (2008) observaram ap0s segunda selecdo que dez
isolados de bactérias endofiticas proporcionaram aumento significativo na altura
das plantas em relacdo a testemunha. Num estudo anterior BARRETTI (2001)
verificou aumento de tomateiros tratados com bactérias endofiticas em relacéo as
plantas ndo tratadas. SILVA (2004) observou que a atura de plantas de tomateiro
foi afetada pela introducdo de algumas bactérias endofiticas, sendo que isolados
de Acinetobacter johnsonii e Bacillus pumilis promoveram maior incremento na
altura das plantas em 9,5,% e 20,2,%, respectivamente, 0 que representa um
papel importante dessas bactérias na promocéo do crescimento vegetal.

Segundo CAVALLET et al. (2000), o efeito da bactéria Azospirillum sp. tem
sido pesquisado quanto ao rendimento no milho. Inoculagbes a campo revelaram
que o género Azospirillum sp., aléem da fixacdo biolégica do nitrogénio, promove
aumento no rendimento e da superficie de absorcdo das raizes da planta. Isso
ocorre porque a inoculacdo modifica a morfologia do sistema radicular, alterando
0 numero de radicelas e o diametro medio das raizes laterais e adventicias.

Existem varias maneiras pelas quais bactérias promotoras de crescimento

de plantas podem favorecer o crescimento vegetal, dentre elas fixagcdo de
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nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de minerais, producdo de sideréforos
(moléculas que solubilizam e sequestram o ferro), ou producéo de reguladores de
crescimento vegetal, que acentuam o crescimento em varios estadios de
desenvolvimento. Como agentes de biocontrole, estes micro-organismos
diminuem ou inibem os efeitos deletérios de um ou mais organismos
fitopatogénicos colonizando nichos ecolégicos similares ao de patdgenos,
competindo por espacgo e nutrientes, produzindo compostos antimicrobianos ou
metabdlitos, além de serem capazes de estimular as defesas da planta.

Os reguladores de crescimento vegetal sdo compostos que em baixa
concentracdo atuam diretamente sobre os processos fisiologicos (KUKLINSKY -
SOBRAL, 2003). Dentre os varios tipos de reguladores, destacam-se as auxinas
(do grego auxein = aumentar) sendo a auxina natural chamada de acido
indolacético (AlA), tendo o triptofano como seu precursor. Apesar de serem
conhecidas quatro vias diferentes para a biossintese do AlA, todas se originam a
partir do triptofano RAVEN et al. (1996). Nas plantas essas substancias sao
produzidas principalmente no meristema apical (gema) do caule e transportadas
por meio das células do parénquima até as raizes. As auxinas promovem O
crescimento de raizes e caules, de maneira rapida (aumentando a elongacao
celular) ou de maneira lenta (por meio da divisdo e diferenciacdo celular)
(DOBBELAERE et al., 2003).

Estima-se que 80 % da comunidade bacteriana seja capaz de sintetizar o
AlA. Aparentemente sem funcdo na célula microbiana, a producdo de AIA pode
ser resultado da evolucdo da interacdo bactéria-planta (PATTEN e GLICK, 2002)
e pode ser influenciada por fatores como genétipo, tanto do hospedeiro quanto do
micro-organismo (JAIN e PATRIQUIN, 1985).

Associadas as plantas, tém sido descritas bactérias produtoras de AIA
relacionadas ao estimulo de crescimento vegetal, como as espécies pertencentes
aos géneros Pseudomonas, Rhizobium, Azospirilum, Enterobacter, Acetobacter,
Gluconacetobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Pantoea, Curtobacterium, entre outras (PATTEN e GLICK, 1996, VERMA et al.,
2001).

A resposta da planta ao AlA, liberado por bactérias, pode variar de efeitos
benéficos a deletérios dependendo da concentracdo produzida. Quando em

baixas concentragcbes, pode estimular, enquanto que em altas concentracdes,
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inibir o crescimento radicular do vegetal. Os niveis de AIA produzidos pelas
bactérias dependem do seu crescimento, da atividade metabdlica e da expressao
de genes que codificam enzimas para a biossintese de AIA (LAMBRECHT et al.,
2000).

Segundo PATTEN e GLICK (2002), as bactérias benéficas sintetizam AIA
via acido indol-3-piravico (IPyA) em contraste com patdgenos que produzem este
composto via acido indol-3-acetamida (IMA) e estas vias biossintéticas sdo
classificadas segundo seus compostos intermediarios, como 1AM ou IPyA, sendo
ambas dependentes de triptifano.

No estudo de LI et al. (2008) 98 isolados bacterianos endofiticos né&o
simbidticos isolados de nodulos de soja produziram AlA, revelando-se potenciais
promotores de crescimento vegetal.

Dentre 58 isolados bacterianos diazotroficos endofiticos da raiz de arroz,
KUSS et al. (2007) selecionaram Azospirillum brasiliense e UFSM-BD-31-06 como
maiores produtores de &cido indolacético.

Trabalho realizado por BARBOSA et al. (2009) mostraram que 86,7 % das
bactérias estudadas foram capazes de produzir AlA, podendo estas contribuir
para o crescimento e sanidade vegetal.

BALDOTTO et al. (2010) em busca de reduzir o tempo de aclimatagéo
trataram mudas de abacaxi propagadas in vitro com bactérias endofiticas
produtoras de AIA, e observou que estes micro-organismos foram capazes de
promover o crescimento das mudas além de favorecer a adaptacdo em campo.

O fésforo € um dos nutrientes mais importantes e pode ser limitante para o
crescimento vegetal, apesar de ser comumente encontrado nos solos, e
apresentar-se em diferentes formas organicas (derivadas de micro-organismos e
plantas) e inorganicas (originadas de rochas e fertilizantes fosfatados). Apesar
dos solos serem ricos em fésforo, a maior parte deste elemento encontra-se em
formas insolaveis, portanto, indisponivel as plantas. Contudo, existem micro-
organismos capazes de solubilizar o fosfato, tornando-o disponivel para as
plantas. Dentre esses micro-organismos estdo as bactérias solubilizadoras de
fosfatos, que participam do ciclo do fésforo por meio de secrecdo de acidos
organicos e enzimas como fosfatases que libera ions ortofosfato solUveis
tornando-o disponivel para a planta (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).
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A alta proporcdo de micro-organismos solubilizadores de fosfato esta
concentrada na rizosfera, por ser uma regido metabolicamente muito ativa e que,
possui diversas fontes de fosfato, dependendo de cada tipo de solo (VAZQUEZ et
al., 2000). Entre os géneros bacterianos endofiticos com esta capacidade estao
Burkholderia spp., Erwinia spp., Rhizobium spp., Agrobacterium spp., Azotobacter
spp. e Pseudomonas spp., sendo Pseudomonas, Rhizobium e Bacillus os mais
poderosos solubilizadores (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).

A adubacdo fosfatada torna-se bastante dispendiosa, além de poder
acarretar problemas ao meio ambiente. Como alternativa, devem-se realizar
esforcos para melhorar a absorcédo e disponibilidade pelas plantas, o que pode
ser feito pelo controle do pH e pelo uso de micro-organismos que possibilitem
melhor aproveitamento do fésforo. Portanto, a habilidade de bactérias endofiticas
em solubilizar fosfato inorganico tem sido alvo de interesse por parte de
microbiologistas agricolas (INUI, 2009; KUKLINSKY-SOBRAL, et al., 2004).
Estudos realizado por VERMA et al. (2001) mostraram bactérias endofiticas
Pantoea agglomerans isoladas de raizes de arroz com a capacidade de solubilizar
fosfato inorganico.

O ferro € um elemento de suma importancia para o crescimento de todos
organismos vivos (COMPANT et al.,, 2005b). Apesar de abundante € pouco
disponivel e assimilavel para os micro-organismos. Tem importancia bioldgica por
ser constituinte do citocromo, proteinas e enzimas (ROMEIRO, 2007a).

Os sideroforos sao definidos como moléculas de baixo peso molecular com
potencial quelante de ions férricos, sintetizadas principalmente por micro-
organismos em ambientes com baixas concentracbes de ferro. Nesses
ambientes, o papel desses compostos é recolher ions de ferro, tornado-os
disponiveis para a célula microbiana (BENITE et al., 2002).

As bactérias que produzem sider6foros podem ter um efeito positivo na
absorcao de ferro pelas plantas, pois algumas espécies de plantas sdo capazes
de utilizar o complexo Fe-sideroforo no solo. Embora a producdo de sideréforos
possa ajudar na absor¢cdo de ferro pela planta, na maioria dos casos esse efeito é
muito pequeno, porém esse efeito depende muito do tipo do solo e disponibilidade
do nutriente (GLICK, 1995). Na falta de ferro no solo esse efeito torna-se grande.

Por meio da producdo de sider6foros as bactérias podem inibir o

crescimento de micro-organismos fitopatogénicos, ou em muitos casos, a
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producdo de sideroforos pode induzir a resisténcia sisttmica na planta
(COMPANT et al., 2005a; COMPANT et al., 2005b).

AMBROSINI et al. (2007) estudando a promoc¢ao de crescimento em
(CULTURA) por bactérias endofiticas, observaram que 87 % dos isolados com
potencialidade para a promocao de crescimento em plantas eram produtores de
sideroforos.

GANGWAR e KAUR (2009) isolaram e caracterizaram bactérias endofiticas
da cultura de cana e azevém para verificar potenciais promotores de crescimento.
Os testes in vitro revelaram que dos oito isolados de cana seis produziram
siderdforos e da cultura de azevém dentre os sete isolados selecionados, seis

foram capazes de produzir sideréforos.

1.4.2 — Bactérias endofiticas no controle biolégico de fitopatbgenos

Diversos estudos tém demonstrado que micro-organismos endofiticos
possuem atividade supressiva a nematoides, fungos, bactérias e insetos-praga,
impactando positivamente na sanidade das plantas (BAKCMAN e SIKORA, 2008;
RYAN et al., 2008).

Micro-organismos endofiticos podem produzir substancias bioativas
envolvidas nas relacdes com seus hospedeiros denominadas de metabdlitos
secundarios aplicados na agricultura, indastria e medicina. Pesquisas
direcionadas para o isolamento, extracdo e identificacdo dos compostos vém
aumentando na Ultima década (STROBEL, 2002).

A utilizacdo de bactérias endofiticas como agentes de controle bioldgico
deve-se a capacidade de colonizarem ambientes similares aos de patdgenos de
plantas (HALLMANN, et al.,1997b). Bactérias endofiticas podem atuar como
antagonistas aos fitopatégenos por meio de antibiose, competicdo por nutrientes,
inducao de resisténcia sistémica, producédo de enzimas hidroliticas e exclusao de
nicho (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Espécies de bactérias endofiticas foram relatadas como importantes fontes
de agentes de biocontrole (KAVINO et al., 2007). Pectobacterium carotovorum é
inibida in vitro por cepas de Pseudomonas sp., Curtobacterium luteum e Pantoea

agglomerans isoladas de tubérculo de batata (STURTZ et al., 1999).
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No patossistema algodéo vs Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum o uso
de bactérias endofiticas e seus metabdlitos tem apresentado potencialidades no
controle do patégeno (CHEN et al., 1995).

Foi constatado o controle por hiperparasitismo onde uma linhagem de
Burkholderia cepacia, isolada de aspargos, colonizou os espacos intercelulares de
raizes de banana, promovendo o controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(PAN et al.,1997). Estes autores observaram que, in vitro, esta bactéria
colonizava a superficie da hifa do patdégeno, causando protuberancias, que
resultaram em deformac&o do micélio e consequentimente reducédo do potencial
patogénico do fungo.

QIU et al. (1990) isolaram bactérias endofiticas de algodéo, identificando-
as posteriormente como Pseudomonas spp. que em testes in vitro, apresentaram
forte antagonismo a Colletotrichum gossypii e Rhizoctonia solani. Quando o solo
esterilizado foi infestado com C. gossypii, estas duas endoéfitas reduziram a
mortalidade das sementes em até 31,1 %. Em solo ndo esterilizado a reducéo de
mortalidade foi de até 59,5 %.

LIMA et al. (1994) estudando o controle do mal seco em citros, causado
pelo fungo Phoma tracheiphila, testaram isolados de bactérias endofiticas in vitro,
e obtiveram nove isolados antagbnicos ao patdgeno. Estes isolados foram
inoculados no caule de plantulas de laranjeira 15 dias antes da inoculacédo do
patdgeno. Foi observado que houve um menor indice de doenca nas plantas
inoculadas com endofiticos, se comparadas ao controle. Observaram também que
houve um aumento na populacéo de bactérias endofiticas inoculados.

A comunidade bacteriana endofitica de batata foi amplamente estudada,
sendo verificada a alta ocorréncia de isolados que apresentam antibiose ao fungo
patogénico Rhizoctonia solani (STURTZ et al., 1998).

SHIOMI (2004) observou que isolados de Bacillus lentimorbus e Bacillus
cereus inibiram a esporulagcdo e/ou o desenvolvimento do tubo germinativo de
Hemileia vastatrix na cv. Mundo Novo.

LIN et al. (2009) demonstraram a eficiéncia de bactérias endofiticas
Bacillus subtilis no controle da murcha de Verticillium na cultura da berinjela em
casa de vegetacao.

Bactérias endofiticas podem interferir indiretamente no crescimento de

fitopatdbgenos via inducdo de resisténcia sistémica (IRS). Contudo, existem



23

poucos estudos relacionando inducao de resisténcia sistémica e endofitas. VAN
PEER et al. (1990) foi um dos pioneiros em demonstrar ISR utilizando bactérias
endofiticas. Em um dos estudos o sistema radicular de cravo (Dianthus
caryophyllus L.) foi tratado com a endoéfita WCS417r e apGs uma semana o caule
das plantas foi inoculado Fusarium oxysporum f. sp. dianthi. As plantas tratadas
com o0s antagonistas apresentaram menor intensidade de sintomas do que as
plantas-controle. Como ocorreu a separacéo espacial entre o local onde o agente
indutor foi aplicado e o sitio de inoculacdo do patégeno, os autores concluiram
gue se tratava de um caso de resisténcia sistémica induzida.

Trabalhos com plantas de Arabidopsis thaliana demonstram que a
colonizagdo destas plantas com bactérias endofiticas (WANG et al., 2005) levam
a alteracdo da expressdo de um pequeno numero de genes na planta hospedeira
relacionado ao estado de inducdo. No entanto, no caso de plantas tratadas com
bactérias que induzam ISR, estas apresentam uma resposta mais rapida a
inoculacdo posterior de patégenos, quando comparada as plantas controle
(VERHAGEN et al., 2004).

SILVA et al. (2006) avaliaram bactérias endofiticas quanto a capacidade de
reduzir a severidade da ferrugem do cafeeiro utilizando testes em discos de folha.
Constataram que o isolado 3F (Brevibacillus choshinensis) como potencial indutor
de resisténcia reduzindo a severidade da doenga em mais de 85 % quando
inoculado 72 horas antes da inoculagcédo do patégeno Hemileia vastatrix.

JIE et al. (2009) observaram que bactérias endofiticas isoladas de plantas
de bananeira sadias, reduziram em 67 % sintomas do mal-do-Panama e
promoveram crescimento de mudas de bananeira micropropagadas.

Um isolado bacteriano de Pseudomonas sp. e outro de Burkholderia sp.
ambos isolados endofiticos de banana, foram indutores da sintese de 4 proteinas
PR a saber: peroxidase, fenil-alanina aménialiase, acido lignotioglicilico, quitinase
e B-1,3-glucanase e as plantas tratadas com os isolados expressaram niveis de

resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FISHAL et al., 2010).



CAPITULO 2

Inducdo do enraizamento de mudas micropropagadas de
bananeiras por bactérias endofiticas e biocontrole do mal-do-
Panama
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RESUMO

Ramos, E. M. Inducdo do enraizamento de mudas micropropagadas de
bananeiras por bactérias endofiticas e biocontrole do mal-do-Panaméa

Além da importancia mundial, no Brasil a bananicultura tem papel
preponderante na geracdo de divisas, além de assumir papel relevante
socialmente. Entretanto a propagacao de forma convencional vem trazendo sérios
prejuizos aos produtores, pois a transmissédo de fitopatogenos ocorre de modo
consideravel e a micropropagacao in vitro tem sido recomendada para producao
de mudas sadias. Considerando a auséncia da microbiota benéfica que pode
atuar na protecdo de mudas micropropagadas contra o ataque de patdgenos, o
presente estudo teve como objetivos avaliar a utilizacdo de bactérias endofiticas
como agentes promotores de crescimento e potenciais antagonistas ao Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. Foram isoladas 200 bactérias endofiticas de bananeira
das cultivares Prata and e Prata comum, das quais foram selecionadas dezessete
produtoras de acido indolacético com potencial para indugcdo de enraizamento e
doze com potencial para controle do mal-do-Panama. O estudo com os isolados
foi realizado na fase de enraizamento e aclimatacédo, onde foi possivel perceber
gue a fase de aclimatacdo € o melhor momento para o tratamento das mudas
com as bactérias endofiticas, as combinacdes dos isolados APC-33, ARZ-48, BF-
03, BRZ-09 e BF-06, BF-10, AR-Z33, ARZ-53 foram as mais promissoras como
promotores de crescimento para cultivares ‘Grande Naine’ e ‘Thap Maeo’. A
combinacéo dos isolados BPC-05, BPC-06 e BPC-07 selecionados como agentes
de biocontrole proporcionaram a reducao na severidade do mal-do-Panama em
até 31,4%. Dentre estes foi possivel identificar como Bacillus as endofitas BPC-
05, BPC-06, BPC-07, BF-10 e ARZ-33. Portanto o presente estudo revelou que
bactérias endofiticas tém potencial para atuarem na promocéo de crescimento e

no controle de doengas de plantas.

Palavras-chave: promocéao de crescimento, fitopatdgenos, bananicultura.
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ABSTRACT

Ramos, E. M. Induction of rooting of plantlets micropropagated of banana
plants by endophytic bacteria and biocontrol of evil-of-Panama

Besides the importance of global banana crop in Brazil to play a major role
in generating foreign exchange, and will assume an important role in society.
However the spread of conventional form has brought serious losses to producers,
since the transmission of pathogen occurs considerably and in vitro
micropropagation has been recommended for the production of healthy seedlings.
Considering the lack of beneficial microbes that can act in the protection of
micropropagated plantlets against attack by pathogens, this study aimed to
evaluate the use of endophytic bacteria growth promoting agents and as potential
antagonistic to Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 200 endophytic bacteria were
isolated from banana cultivars Dwarf Silver and Silver common, of which were
selected seventeen producing indoleacetic acid with the potential to induce rooting
and twelve with the potential to control the evil of Panama. The study was
conducted with the isolates during rooting and acclimatization, where it was
revealed that the phase of acclimatization is the best time to treatment the
plantlets with endophytic bacteria, isolated combinations of APC-33-, ARZ-48, BF-
03, BRZ-09 and BF-06 BF-10, ARZ-33, ARZ-53 were the most promising as
growth promoters for cultivars ‘Grand Naine’ and ‘Thap Maeo’. The combination of
isolated BPC-05, BPC-06, BPC-07 and selected as biocontrol agents provided the
reduction in the severity of the ill-Panama up to 31.4%. Among these was
identified as the endophytic Bacillus BPC-05, BPC-06, BPC-07, BF-10 and ARZ-
33. Therefore, this study found that endophytic bacteria have the potential to act in

promoting growth and controlling plant diseases.

Keywords: growth promotion, plant pathogens, banana plant.
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INTRODUCAO

Segunda fruta mais cultivada no Brasil, a banana assume grande
importancia na alimentacdo e na socioeconomia do pais. De acordo com dados
da FAO em 2010 o Brasil ocupou a quinta posigdo no “ranking” mundial em
producdo, com uma area plantada de 528 mil hectares. Entretanto, apesar da
grande area plantada, € evidente a baixa produtividade da bananicultura nacional,
14 t.ha™, quando comparada a outros paises como a india, que produz 37 tha™.
Fatores ambientais adversos, praticas culturais inadequadas e principalmente
problemas fitossanitarios tém contribuido para este fato (VIEIRA, 2004).

O mal-do-Panama ou murcha-de-fusario, doenca causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F.Smith) Snyder & Hansen gera perdas de
até 100 % dependendo da suscetibilidade da cultivar, sendo responsavel pela
destruicdo de plantagdes comerciais em muitos paises do mundo (FERNANDES
et al., 2006). A infeccao pelo patbgeno ocorre sempre via raizes e posteriormente
atinge o xilema, onde ocorre abundante esporulacédo, neste caso, 0os conidios sdo
transportados pelo fluxo da seiva. O mal-do-Panama é mais frequente em areas
com baixo pH e o magnésio e o calcario podem ter influéncia direta no
mecanismo de resisténcia de variedades (CORDEIRO, 2000a).

As plantas infectadas pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense apresentam
amarelecimento progressivo das folhas mais velhas evoluindo para as folhas mais
novas. Posteriormente as folhas murcham, secam e quebram junto ao
pseudocaule ficando pendente, dando a planta uma aparéncia de guarda-chuva
fechado (BOGES e SOUZA, 2004; FERNANDES, 2006). Nota-se notar proximo
ao solo, rachaduras do feixe de bainhas, cuja extensdo varia com a area afetada
no rizoma. Internamente, observa-se descoloracdo pardo-avermelhada do
sistema vascular das raizes, rizoma, pseudocaule e nervura principal das folhas,
provocada pela presenca do patdogeno nos vasos (ALVES, 1999; CORDEIRO,
2000a).

A propagagdo vegetativa da bananeira por rebentos favorece a
disseminagdo da doenca. A técnica da micropropagacdo mudas uniformes e
sadias do ponto de vista fitossanitario. Porém, durante o processamento dessa
técnica é eliminada a microbiota endofitica benéfica (BORGES e SOUZA, 2004).
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A re-introducéo de bactérias endofiticas tem sido estudada como uma alternativa
para otimizar o processo de producdo das mudas, por meio da promocao do
crescimento e o biocontrole de doencas.

Bactérias endofiticas tém sido associadas com a promoc¢ao do crescimento
devido a producdo de substancias analogas a reguladores de crescimento
vegetal, aumento da permeabilidade das raizes, solubilizacdo e disponibilizacéo
de nutrientes podem estar envolvidos na promocdo do crescimento das plantas,
desta forma, contribuem para o estado nutricional da planta e, indiretamente, para
melhor eficiéncia dos mecanismos de defesa (ROSENBLUETH; MARTINEZ-
ROMERO, 2006). Por ocuparem um nicho ecologico semelhante aqueles
ocupados por patdgenos, 0S micro-organismos podem apresentar grande
potencial para o controle biolégico utilizando diversos mecanismos, como
competicdo por espaco e nutrientes na planta hospedeira, producdo de
compostos antimicrobianos e inducédo de resisténcia sistémica (HALLMANN, et
al., 1997b).

Em cultura de tecido, quando explantes vegetais sdo tratados com
bactérias endofiticas que apresentam potencial para promocdo de crescimento,
as plantulas apresentam aumento na altura, na producdo de matéria seca, no
desenvolvimento do sistema radicular, no nimero de folhas e no teor de clorofila e
lignina foliar.

O presente trabalho teve como objetivos: a) isolar bactérias endofiticas de
bananeira, variedades Prata And e Prata Comum, do banco Ativo de
Germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura; b) selecionar in
vitro isolados com potencial para promoc¢do de crescimento e controle bioldgico;
c) avaliar a resposta das mudas de bananeira microbiolizadas em diferentes fases
de producdo; d) verificar a severidade do mal-do-Panama em mudas de
bananeira microbiolizadas com enddfitas antagénicas ao Fusarium oxysporum f.
sp. cubense); e) identificar em nivel de género os isolados de melhor

desempenho.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos na Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia — UFRB, Embrapa Mandioca e Fruticultura e na Companhia de Producé&o
Agricola S. A. (CAMPO).

1. Isolamento e preservacao de bactérias endofiticas

Fragmentos de raizes, pseudocaule e folhas foram coletados de duas
variedades de bananeira (Prata And e Prata Comum) cultivadas em campo,
apresentando bom estado fitossanitario, e acondicionados em sacos de papel e
transportados até o laboratorio. As amostras foram lavadas em agua corrente,
separadas em porcdes de 1 g de material vegetal, e em seguida, desinfestadas
superficialmente com alcool 70 % (1 minuto), hipoclorito de sédio 1 % (2 minutos)
e lavadas em agua destilada esterilizada por trés vezes. Para eliminar bactérias
epifiticas remanescentes, os fragmentos foram transferidos para tubos de ensaio
contendo solucdo salina (0,85 %) e submetidas a banho de ultra-som por 10
minutos. A maceragao foi feita em almofariz e pistilo esterilizados contendo 9 mL
de solucéo salina e o triturado novamente submetido a banho de ultra-som por 10
minutos, desta vez para desagregacdo das particulas e células bacterianas.
Realizou-se uma diluicdo em série do material macerado em solugdo salina com
fator 1:10. Aliquotas de 100 pL das diluicdes 10" a 10™ foram transferidas para
placas de Petri contendo meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar) em triplicata e
espalhadas com auxilio da alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 28 °C
durante 48 horas. Apés esse periodo, as colbnias bacterianas crescidas foram
repicadas individualmente para placas contendo 0 mesmo meio. Para confirmar a
natureza endofitica dos isolados, 100 uL da solucdo salina proveniente do
primeiro banho de ultra-som foram transferidos para placas de Petri contendo o
meio TSA e incubadas nas mesmas condi¢cdes para as placas com as diluicdes
do material macerado. Os isolados confirmados como endofiticos, com 24 horas
de crescimento, em placas de Petri, foram transferidos para tubos criogénicos,

preservados em glicerol a 20 % e armazenados a —80 °C (MARIANO, 2000).
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2. Selecdo in vitro de bactérias endofiticas com potencial para promocéo de

crescimento e biocontrole do mal-do-Panama

Os 200 isolados foram submetidos a ensaios qualitativos para detecgao in
vitro de capacidade de sintetizar acido indolacético, solubilizar fosfatos, produzir
sideroforos e inibir o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Trés repeticdes em triplicata para cada teste foram realizados para cada isolado.

2.1. Caracterizagdo fisioldégica dos isolados de bactérias endofiticas

2.1.1. Producdao de acido indolacético (AlA)

As bactérias endofiticas foram transferidas para placas de Petri contendo
meio de cultura TSA diluido dez vezes enriquecido com 5mM de L-Triptofano
(1,021g L™). Em seguida, o meio foi coberto com membrana de nitrocelulose e as
placas incubadas a 28 °C por 24 horas. Apés este periodo, as membranas foram
removidas do meio e saturadas com solucdo de Salkowski. Os isolados que
formaram halo avermelhado na membrana, no periodo entre 30 minutos e 2
horas, foram considerados produtores de AIA. Para este teste foram realizadas
trés repeticdes para cada isolado (CATTELLAN, 1999).

2.1.2. Solubilizagéo de fosfato

Segundo CATTELAN (1999), o bioensaio foi realizado em placas de Petri
contendo meio de cultura TSA diluido dez vezes acrescido com CaHPO,. Este
precipitado resultou de reacdo de 50 mL de solucdo K,HPO, (0,57 M) e de 100
mL de solucéo de CaCl, a (0,90 M) adicionados a 850 mL de TSA. As solucdes e
o0 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. Trés
repeticbes foram realizadas para este ensaio. As colénias que apresentaram um
halo claro ao seu redor, os micro-organismos foram consideradas solubilizadoras

de fosfatos.
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2.1.3. Producéo de sideroforos

As bactérias foram cultivadas em Erlenmeyers contendo 10 mL em meio
liquido TS diluido dez vezes e em seguida foram incubadas a 28 °C por 24 horas
sob agitacdo constante. Apds este periodo, a suspensdo de células foi
centrifugada a 12.000 g por 10 minutos. Transferiu-se 1,0 mL do sobrenadante
para o tubo de ensaio e adicionou-se 1,0 mL da solucéo indicadora de Cromo
Azurol S (CAS). Os isolados que converteram a cor azul da solucédo de CAS para
amarelo, dentro de 15 minutos foram consideradas produtores de sideroforos
(CATTELLAN, 1999).

2.1.4. Testes de antagonismo: Inibicdo do crescimento micelial do fungo

pelos isolados endofiticos

Os isolados foram testados in vitro quanto a capacidade de inibir o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense . Discos de micélio do
patogeno de 1,0 cm de diametro foram transferidos para placas de Petri contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubados & temperatura ambiente. Apds 48
horas, trés diferentes bactérias endofiticas foram semeadas em posicbes
equidistantes do centro da placa e incubadas a 28 °C por sete dias. Como
controle utilizou-se placas com sem os isolados endofiticos. Foi considerado
antagonismo quando verificada presenca de um halo de inibicdo do crescimento
micelial fangico, procedendo-se trés repeticdes de cada isolado para confirmacao
do antagonismo (OLIVEIRA, 2009).

3. Antibiose entre bactérias endofiticas produtoras de acido indolacético e
com capacidade de inibir o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.

sp. cubense

Foi realizado bioensaio para verificar se existia antibiose entre as bactérias
selecionadas, objetivando a possibilidade do uso de combinac¢des de isolados. O
teste usado foi o da dupla camada, de acordo com metodologia de ROMEIRO
(2007b). Os isolados foram semeados em placas de Petri contendo meio TSA,

com auxilio de uma alca de platina em pontos equidistantes na superficie do
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meio. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 h. Em seguida adicionou-se, com
auxilio de pipeta esterilizada, 1,0 mL de cloroférmio na tampa de cada placa por
20 minutos com as mesmas invertidas. ApOs este periodo, as placas foram
entreabertas em ambiente asséptico durante 30 minutos para evaporacdo de
residuos de cloroformio. Adicionou-se sobre as colbnias mortas 5 mL de meio
TSA semi-solido, contendo 0,1 mL de suspensdo aquosa de células do isolado.
Estas placas foram incubadas a 28 °C e examinadas apos 1, 2 e 5 dias para
verificar a presencga de halos de inibig&o.

4. Ensaio de estadio de aplicacdo de bactérias endofiticas

Este estudo foi realizado com 29 isolados de bactérias endofiticas que
apresentaram potencial na promoc¢ao de crescimento e biocontrole do mal-do-
Panama e verificar seu desempenho em minimizar o tempo de enraizamento e
aclimatacdo, reduzindo o custo de producdo das mudas de bananeira
micropropagadas. Sendo assim, estes micro-organismos podem ser destinados a
se tornarem componentes no processo de producdo de mudas micropropagadas

de bananeira.

4.1. Obtencdo do in6culo de bactérias endofiticas e do Fusarium oxysporum

f. sp. cubense

Os isolados bacterianos foram cultivados separadamente em meio liquido
TS (Triptona-Peptona-NacCl), e incubados por 24 h a 28 °C. Posteriormente, uma
aliquota de 1,0 mL do meio liquido contendo células bacterianas foi retirada e
semeada em placas de Petri contendo meio de cultura TSA, com auxilio da alca
de Drigalsky procedeu-se o espalhamento. Estas placas foram incubadas por 24 h
a 28 °C, e decorrido este intervalo as colbnias foram ressuspendidas em agua
destilada e esterilizada. A concentracdo de cada suspenséao foi ajustada para 10°
ufc.mL™. Ap6s ajustada a concentracao, os isolados foram combinados compondo
quatro tratamentos: T1 (APC33, ARZ48, BF3 e BRZ9) + CB1 (APC5, BF09,
BF39):; T2 (BF6, BF10, ARZ33 e ARZ53) + CB2 (ARZ04, BPC02, BPCO03); T3
(BF27, ARZ 35, ARZ56 e ARZ42) + CB3 (BPCO05, BPC06, BPCO7) e T4 (BF36,
BF38, ARZ34, ARZ46 e ARZ47) + CB4 (BPC08, BPC12, BPC34).
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Para obtencéo de inéculo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, raca 1, o
fungo foi cultivado durante sete dias em meio de cultura Batata-dextrose-agar
(BDA) em temperatura ambiente. Decorrido este periodo, adicionou-se agua
destilada as placas e com um pincel fino procedeu-se a raspagem das colbnias
crescidas e liberacdo dos conidios. Para a remocao de fragmentos de micélio, a
suspensao foi filtrada utilizando-se duas camadas de gaze. Por meio de
hemacitométro tipo Neubauer, a concentracdo da suspensao foi ajustada para 10°

conidios.mL™.

4.2. Prospeccao de combinacdes de isolados de bactérias endofiticas no

enraizamento de mudas micropropagadas de bananeira

Combinacdes de bactérias endofiticas selecionadas foram usadas na
microbiolizacdo dos explantes de bananeira cultivar Mac¢a, conforme tratamentos
a seguir: T1 (APC33, ARZ48, BF3 e BRZ9), T2 (BF6, BF10, ARZ33 e ARZ53), T3
(BF27, ARZ 35, ARZ56 e ARZ42), T4 (BF36, BF38, ARZ34, ARZ46 e ARZAT). A
aplicacao dos isolados na etapa de enraizamento foi realizada por imersao dos
explantes em suspenséo aquosa de células (200 mL) por 5 minutos.

Metade dos explantes microbiolizados na suspensdo bacteriana foi
transferida 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 (NAA); 10 g.L™* sacarose, e adicionado de 4,7 g.L! de agar. A
outra metade dos explantes foi transferida para frascos contendo o mesmo meio,
porém sem adicdo do &cido naftalenoacético (NAA). Cinco repeticbes por
tratamento foram utilizadas, sendo trés explantes por repeticdo. Explantes néo
tratados compuseram o controle. Os frascos foram mantidos em estufas tipo PAD
& FAN, com controle de temperatura e umidade, tendo como fonte de luz a
irradiacao solar, por 20 dias. Ao final desse periodo foi avaliada a indugdo do

enraizamento dos explantes pelas endofitas.

4.3. Prospeccdo de combinacdes de isolados de bactérias endofiticas como
promotoras de crescimento de mudas de bananeira micropropagadas na

fase de aclimatacao
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Neste ensaio as combinacdes entre as bactérias endofiticas selecionadas
foram usadas na microbiolizacdo das mudas de bananeira das cultivares ‘Macga’,
‘Thap Maeo’ e ‘Grande Naine’ apds cinco dias do plantio. As combinacdes entre
os isolados resultaram nos tratamentos T1 (APC33, ARZ48, BF3 e BRZ9), T2
(BF6, BF10, ARZ33 e ARZ53), T3 (BF27, ARZ 35, ARZ56 e ARZ42), T4 (BF36,
BF38, ARZ34, ARZ46 e ARZ47). A mudas cedidas pela CAMPO (Companhia de
Promocéo Agricola), empresa parceira do projeto, foram cultivadas em tubetes
plasticos (19 cm de altura x 5,4 cm de largura), contendo uma formulacdo de
substrato composta de 1 parte de substrato vegetal Plantmax estaca: 1 parte de
po de fibra de coco, adicionados de 0,2 % da formula PG MIX e 0,2 % da formula
OSMOCOTE, e mantidos em casa de vegetagao.

O experimento foi montado com dez repeti¢cdes por tratamento, sendo uma
muda por repeticdo para as cultivares ‘Thap Maeo’ e ‘Grande Naine’. Para a
cultivar ‘Maga’ o experimento foi composto de vinte repeticdes por tratamento com
uma muda por repeticdo. Apos trinta dias, apenas metade das mudas da cultivar
‘Macgad’ (dez repeticdes) foram tratadas com isolados com potencial controle
biol6gico. A dispensa dos isolados bacterianos endofiticos combinados foi
realizado pela aplicacdo de 40 mL da suspenséo (10° ufc.mL™), no substrato de
cada muda.

Apbs sessenta dias da implantacdo do ensaio foram avaliadas a altura das
plantas, peso seco da parte aérea e do sistema radicular. Quanto a altura, as
mudas foram medidas utilizando-se fita métrica da base do pseudocaule até a
dltima interseccao foliar. Em seguida, foi separada a parte aérea do sistema
radicular. As raizes foram lavadas em agua corrente para retirada do substrato
aderido, colocadas em sacos de papel, identificadas e encaminhadas a estufa a
72 °C por sete dias. Apos este periodo, foi realizada a pesagem do material para
determinacao da biomassa seca.

Para a avaliacdo do indice de crescimento, a média das dez repeti¢des,
para cada parametro de crescimento do controle foi considerada como valor 100,
e feitas as devidas comparacdes em relagcdo aos outros tratamentos. Somados 0s
trés valores atribuidos, o controle apresentava indice de crescimento igual a 300.
O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 10

repeticbes, sendo uma planta por repeticdo. O controle foi constituido de mudas
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nao tratadas. A comparacao entre os tratamentos foi realizada pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

4.4. Biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense por bactérias

endofiticas em mudas micropropagadas de bananeira

Foi realizada, apenas em mudas da cultivar ‘Maca’, provenientes do ensaio
anterior, a aplicacdo de combinacdes de isolados bacterianos selecionados como
antagbnicos a de F. oxysporum f. sp. cubense, constituiu os tratamentos T1
(APC33, ARZ48, BF3 e BRZ9) + CB1 (APC51,BF09, BF39); T2 (BF6, BF10,
ARZ33 e ARZ53) + CB2 (ARZ04, BPCO02, BPCO03); T3 (BF27, ARZ 35, ARZ56 e
ARZ42) + CB3 (BPCO05, BPCO06, BPC07) e T4 (BF36, BF38, ARZ34, ARZ46 e
ARZA47) + CB4 (BPCO08, BPC12, BPC34). A dispensa dos isolados bacterianos
endofiticos combinados foi realizado pela aplicacdo de 40 mL da suspens&o (10°
ufc.mL™), no substrato, com auxilio de becker, trinta dias apés o plantio das
mudas.

Decorrido trinta dias do tratamento das mudas com bactérias endofiticas
com potencial para o biocontrole foi realizado a inoculacdo do patdgeno. As
mudas foram retiradas do substrato de cultivo e suas raizes imersas na
suspensdo do in6culo 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 adicdo de CaCO3. As mudas
foram mantidas em viveiro telado até a avaliagdo.

O indice de infeccdo (ID) foi calculado trinta dias apés a inoculacdo do
fungo, tendo como base a avaliagcdo da severidade das lesdes no rizoma, por
meio da adaptacdo 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 et al. (1992) em que 1- tecido vascular completamente
claro, sem descoloragao vascular; 2 - pontos isolados de descoloracdo no tecido
vascular; 3 - descoloracdo em 1/3 do tecido vascular; 4 - descoloracdo entre 1/3 e
2/3 do tecido vascular; 5 - descolaracdo maior que 2/3 do tecido vascular; 6 -
descoloracéo total do tecido vascular (Figural).

O indice de infec¢ao foi calculado pela formula:
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ID = 100 [(nota x no de mudas com a mesma nota) / (nota maxima x no de
repeticdes)].

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 10
repeticdes, sendo uma planta por repeticdo. O controle foi constituido de mudas
ndo tratadas com suspensdo de bactérias endofiticas. A comparacdo entre 0s
tratamentos foi realizada pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Figura 1 — Escala de severidade do mal-do-Panama no rizoma

(CORDEIRO et al., 1992)

5. Extracdo e ampliacdo de DNA para verificar em nivel de género os

isolados selecionados

Para extracdo do DNA gendmico, os isolados bacterianos selecionados nos
testes anteriores foram cultivados em meio de cultura TSA por 24 h em
temperatura ambiente. Apdés esse periodo, colbnias de cada isolado foram
transferidas para eppendorfs esterelizados contendo 200 pL de tamp&o de
extracdo — tampao de lise celular (NaOH 0,05 M + SDS 0,25 %) e incubados em
banho seco a 100 °C, 1.500 rpm, por 20 minutos. Em seguida, os tubos contendo
as amostras foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos em microcentrifuga
(Herolab MicroCen 16) e o DNA no sobrenadante foi coletado diluido 10 vezes em
agua MilliQ e preservado a -20 °C. Foi realizada a eletroforese em gel de agarose

a 1 % para confirmar a eficiéncia da extracdo do DNA. Amostras de DNA de cada



37

isolado foram amplificadas pela técnica de PCR. As reacdes de amplificacdo
foram feitas em volume de 25 pL contendo 2,5 uL de solugdo tampao, 2,5 uL de
DNTPs, 0,8 uL de MgCl,, 1,0 uL de cada primer especifico para identificacdo do
género Pseudomonas (PSMG- 5 CCT TCC TCC CAACTT e 9-27- 5 GAG TTT
GAT CCT GGC TCA G) (JOHNSEN et al., 1999) e de Bacillus (B-K1/F- 5 TCA
CCA AGG CRA CGA TGC G e B-K1/R- 5 CGT ATT CAC CGC GGC ATG) (WU
et., al 2006) 3,0 yL de DNA diluido em agua ultrapura e 13,7 pL de agua MilliQ
para completar a reagdo de PCR. A reacao foi feita em termociclador PeQLab
Biotechnologie GmbH, programado com as seguintes sequéncias para Bacillus
spp., 94 °C por 3 minutos, seguidos de 25 ciclos iniciais com temperatura de 94
°C por 3 minutos, 64 °C por 3 minutos, 72 °C por 2 minutos com extensao final de
72 °C por 10 minutos. Para Pseudomonas spp. 94 °C por 6 minutos, seguidos de
35 ciclos com temperaturas de 92 °C por 3 minutos, 54 °C por 3 minutos, 68 °C
por 1 minuto e extensado final de 6 minutos por 68 °C. As bactérias que nao
anelaram para primers de Bacillus spp. e Pseudomonas spp. foi realizado PCR
para regido 16S (16S rDNA) sendo utilizado primers universais 8FN e 1429R
procedendo-se 0s seguintes passos: 94 °C por 2 minutos, seguidos de 9 ciclos
iniciais na temperaturas de 94 °C por 45 segundos, 58 °C por 45 segundos e 72
°C por 1 minuto, em seguida foram iniciados mais 29 ciclos com temperaturas de
94 °C por 45 segundos, 58 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto com
posterior extenséo final de 72 °C por 5 minutos. Apds a separacdo dos produtos
amplificados pela PCR, foram adicionados a cada amostra 3 yL de corante (azul
de bromofenol a 0,25 % ) e aplicadas em gel de agarose (1,0 %) contendo
brometo de etidio, submerso em tampdo TAE (Tris-Acetato 90 mM e EDTA 1
mM). O DNA ladder de 100 pb foi utilizado como marcador de peso molecular. A
separacao eletroforética foi de 40 minutos a 100 Volts. Ao término da corrida, 0s

géis foram fotografados em transiluminador de UV e fotodocumentados.
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RESULTADOS

1. Isolamento e caracterizacdo fisiolégica de bactérias endofiticas de

bananeira

Duzentos isolados de bactérias endofiticas foram obtidos de bananeira das
cultivares ‘Prata Comum’ e ‘Prata And’ do Banco de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas, Bahia.

Dezessete endodfitas (APC-33, BF-03, BF-06, BF-10, BF-27, BF-36, BF-38,
ARZ-33, ARZ-34, ARZ-35, ARZ-42, ARZ-47, ARZ-48, ARZ-53, ARZ-56 e BRZ-09)
foram positivos para producédo de acido indolacético. Entretanto nenhum isolado
foi capaz produzir sider6foros ou solubilizar fosfato, nos ensaios realizados.

No ensaio para deteccdo de atividade antifungica a Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, doze isolados (APC-51, BF-09, BF-39, BPC-02, BPC-03, BPC-05
BPC-06, BPC-07, BPC-08, BPC-12, BPC-34 e ARZ-04) inibiram o seu
crescimento.

Os isolados a seguir foram selecionados com base nos ensaios de
producdo de acido indolacético e no teste de antagonismo a Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Tabela 1).
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Tabela 1- Isolados bacterianos selecionados in vitro como potenciais

promotores de crescimento e biocontroladores.

Isolado Cultivar Origem Promotor Biocontrolador
APC33 Prata Ana Pseudocaule X
APC51 Prata Ana Pseudocaule X
BFO03 Prata Comum Folha X
BF06 Prata Comum Folha X
BF09 Prata Comum Folha X
BF10 Prata Comum Folha X
BF27 Prata Comum Folha X
BF36 Prata Comum Folha X
BF38 Prata Comum Folha X
BF39 Prata Comum Folha X
ARZ04 Prata Ana Raiz X
ARZ33 Prata Ana Raiz X
ARZ34 Prata Ana Raiz X
ARZ35 Prata Ana Raiz X
ARZ42 Prata Ana Raiz X
ARZ46 Prata Ana Raiz X
ARZ47 Prata Ana Raiz X
ARZ48 Prata Ana Raiz X
ARZ53 Prata Ana Raiz X
ARZ56 Prata Ana Raiz X
BRZ09 Prata Comum Raiz X
BPCO02 Prata Comum Pseudocaule X
BPCO03 Prata Comum Pseudocaule X
BPCO05 Prata Comum Pseudocaule X
BPCO06 Prata Comum Pseudocaule X
BPCO7 Prata Comum Pseudocaule X
BPCO08 Prata Comum Pseudocaule X
BPC12 Prata Comum Pseudocaule X
BPC34 Prata Comum Pseudocaule X

2. Ensaio de antibiose entre bactérias endofiticas produtoras de acido

indolacético e com capacidade de inibir o crescimento micelial de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense

N&o foi observada a formacéao de halo de inibicdo evidenciando a auséncia

de mecanismos de antibiose reciproca.

3. Aplicacdo de bactérias endofiticas com potencial de promocao de

crescimento na fase de enraizamento em mudas micropropagadas de

bananeira
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Em um periodo de 20 dias, foi possivel verificar que todos os tratamentos
ocasionaram a morte da totalidade dos explantes, tanto nos tratamentos em que
no meio de cultura foi adicionado NAA quanto nos quais ndo continham acido
naftalenoaceético.

4. Aplicacdo de bactérias endofiticas com potencial de promocao de
crescimento na fase de aclimatacdo em mudas micropropagadas de
bananeira

Para cultivar ‘Grande Naine’ trés tratamentos T1, T2 e T3 foram capazes
de promoverem o crescimento de mudas. Para a cultivar ‘Thap Maeo’, somente o
tratamento T2 foi capaz de promover o crescimento de mudas. Na cultivar ‘Macga’,
nao houve efeito da aplicacdo das bactérias endofiticas sobre o crescimento das
mudas (Tabela 2).

Tabela 2 - Crescimento de mudas micropropagadas de bananeira cultivares
‘Grande Naine’, ‘Thap Maeo’ e ‘Macd tratadas com bactérias
endofiticas na fase de aclimatacao.

Cultivares / IC*

Tratamentos
Grande Naine Thap Maeo Maca
T1 467,13a** 380,35ab 308,332
T2 476,652 444,52a 297,872
T3 437,23ab 386,07ab 311,592
T4 343,08bc 292,15b 279,672
TC 300,00c 300,00b 300,00a
CV% 20,04 21,98 23,30

* Indice médio de crescimento. *Médias seguidas da mesma letra, na coluna, n&o diferem significativamente
pelo teste Tukey (a =5 %).

5. Biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense por bactérias
endofiticas

Foi possivel verificar in vivo efeito significativo em mudas tratadas com
combinacdes de enddfitas antagdnicas ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense
guando comparado o tratamento T3 (BF27, ARZ 35, ARZ56 e ARZ42) + CB3
(BPCO5, BPCO06, BPCO7) aos demais tratamentos. Verificou-se que o0s
tratamentos T1 + CB1 (APCO05, BF09, BF39), T2 + CB2 (ARZ04, BPC02, BPCO03)
e T4 + CB4 (BPCO08, BPC12, BPC34) nao foram capazes de controlar a doenca

(Tabela 3). Em casa de vegetacdo, aos 15 dias apos a implantacdo do
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experimento o tratamento T1 e T2 ja apresentavam alteracdes visiveis ao ataque
do patégeno, tais como amarelecimento das folhas, e apds 25 dias ocorreu

necrose foliar em algumas parcelas evoluindo para morte das plantas.

Tabela 3 - indice de doenca em mudas de bananeira variedade Maca tratadas
com bactérias endofiticas e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.

cubense.
Tratamentos ID*
T1 42,40 c**
T2 27,20 b
T4 20,46 b
TC 19,40 b
T3 13,30 a

*Indice médio de doenca. **Médias seguidas da mesma letra, na coluna, n&o diferem significativamente pelo teste Tukey
(a=5%).

6. Identificagdo em nivel de género dos isolados selecionados

A gualidade do DNA genbmico foi avaliada por meio de eletroforese em gel
de agarose. O aparecimento de uma Unica banda indicou que o processo de
extracdo do DNA foi bem sucedido (Figura 1). De acordo com 0s primers
especificos quatorze enddfitas (APC-51, ARZ-04, ARZ-33, ARZ-34, ARZ-35, BF-
09, BF-10, BPC-02, BPC-03, BPC-05, BPC-06, BPC-07, BPC-08, PBC-12) sao
pertencentes ao género Bacillus. Ndo foi confirmado, dentre os vinte e nove
isolados, o género Pseudomonas. Os isolados APC-33, BF-03, BF-06, BF-27, BF-
36, BF-38, BF-39, ARZ-42, ARZ-46, ARZ-47, ARZ-48, ARZ-53, ARZ-56, BPC-34 e
BRZ-09 foram confirmados como sendo de origem bacteriana por meio de primer

especifico que codificou a regido 16S rDNA, mas néo foi determinado o género.
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Figura 1 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR utilizando primers especificos para
identificacdo bacteriana. Seta indica as bandas caracteristicas de Bacillus spp.

DISCUSSAO

Existe uma constante influéncia da vida microbiana no desenvolvimento
das plantas, seja por espécies habitantes da rizosfera, distribuidas no solo,
vivendo endofiticamante ou epifiticamente.

No presente trabalho foram isoladas bactérias endofiticas de bananeira e
ensaios in vitro e in vivo foram conduzidos para identificar quais destas
apresentam capacidade de atuar na promocdo de crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira e no controle bioldgico do mal-do-Panama.

Nos testes realizados com intuito de detectar bactérias endofiticas
produtoras de &cido indolacético (AlA), o meio enriquecido com L-Triptofano
confirmou a importancia deste aminoacido na rota metabodlica para producao
deste regulador de crescimento. Apesar de serem conhecidas quatro vias
diferentes para a biossintese do AIA, todas se originam a partir do triptofano
(RAVEN et al., 1996). De acordo com PATTEN e GLICK (2002), cerca de 80% da
comunidade bacteriana sdo capazes de sintetizar AlA, e este efeito pode esta
relacionado com resultado da evolucéo da interacéo planta-bactéria.

Embora tenha sido utilizado o método qualitativo (positivo/negativo) por
meio de reagente de Salkowski, apenas 8,5 % dos isolados, produziram acido
indolacético, que pode ser observado na membrana de nitrocelulose com
coloracdo avermelhada bastante acentuada, revelando que estes isolados tém
potencial de promoverem o0 crescimento vegetal, tendo em vista que o AIA
aparentemente nao funciona como regulador de crescimento em células
bacterianas (PATTEN e GLICK, 2002) .

Nos ensaios, os isolados foram cultivados em meio sélido, o que segundo
ASSUMPCAQO et al. (2009) reduz os niveis de AIA produzido pela bactéria. A
guantidade produzida depende do crescimento bacteriano, da atividade
metabdlica e da expressao de genes que codificam enzimas para a biossintese
de AIA (LAMBRECHT et al., 2000). Contudo, AMBROSINI et al. (2009) utilizando
a mesma metodologia do presente experimento, demonstrou que 86,7% das
bactérias endofiticas produziram AlA, demonstrando que o cultivo desses isolados

no meio solido ndo interferiu na producao de &cido indolacético .
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A sintese de sideroforos por micro-organismos pode ser influenciada por
varios fatores, entre eles: pH, o teor de ferro e ferro fundido a forma de ions, a
presenca de outros oligoelementos, e uma oferta adequada de carbono,
nitrogénio e fésforo (VAZQUEZ et al., 2000).

A analise universal com Cromoazulrol S pode detectar sideréforos em
meios quimicamente definidos independente da natureza quimica do sideroforos.
No presente estudo, nenhuma endofita foi capaz de produzir sideroforos. Alguns
trabalhos relatam que a producdo de sider6foros é uma caracteristica mais
comum entre as rizobactérias, entretanto, AMBROSINI et al. (2007) avaliando a
promocdo de crescimento por bactérias endofiticas, observaram que dos 24
isolados selecionados, 87 % produziram sideréforos. Porém, estas enddfitas
foram isoladas do sistema radicular que esté intimamente relacionada com o solo
possibilitando maior contato com o ferro disponivel no meio. No entanto os
isolados endofiticos do presente estudo foram obtidos de diferentes partes da
planta e possivelmente estes ndo utilizam ferro como elemento essencial para sua
sobrevivéncia.

A capacidade de bactérias em solubilizacdo de fosfato inorganico também
€ um fator envolvido na interacdo bactéria-planta, visto que esta caracteristica
aumenta a disponibilidade de fosforo para o vegetal (RODRIGUEZ e FRAGA,
1999). Nenhum isolado deste estudo demonstrou esta capacidade.

Resultado semelhante foi encontrado por GOMES (2003) onde dos 80
isolados endofiticos selecionados nenhum foi solubilizador de fosfato. A alta
proporcdo de micro-organismos solubilizadores de fosfato est4 concentrada na
rizosfera, por ser uma regido metabolicamente muito ativa, e que possui diversas
fontes de fosfato, dependendo de cada tipo de rizosfera (VAZQUEZ et al., 2000).
Porém, os resultados encontrados ndo descartam a possibilidade de estas
bactérias endofiticas serem solubilizadoras de fosfato por outras vias tais como
Fe-P e Al-P, uma vez que, nos testes, foi utilizada somente a fonte de Ca-P. Esta
fonte é a mais utilizada pelos micro-organismos para realizar a solubilizacdo do
fosfato.

As bactérias endofiticas podem produzir acidos organicos tais como
acetato, lactato, oxalato, tartarato, succinato, citrato, gluconato e glicolato que
atuam na solubilizacdo de fosfato (FILHO e VIDOR, 2000). Além disso, outras

fontes de carbono que compbe o meio de cultura, como frutose, glicose,
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sacarose, xilose podem influenciar na solubilizacdo de fosfatos pelos micro-
organismos selecionados (FILHO e VIDOR, 2000). Também deve ser levado em
consideragdo que o crescimento do isolado, capacidade e intensidade
solubilizadora e o potencial de solubilizagédo variam conforme o micro-organismo e
as fontes de carbono e de fésforo. Alteragdes nas condicbes do meio de cultura
podem modificar 0 mecanismo envolvido e, ou a eficiéncia do processo de
solubilizacédo do fosfato. Torna-se necessario a realizagdo de outros ensaios para
verificar o potencial dessas bactérias endofiticas na solubilizacdo do fdsforo,
empregando-se outras fontes inorganicas (Fe-P ou Al-P), além de verificar se o
tempo de incubacédo de sete dias é suficiente. A nao solubilizacdo de fosfato
pelos isolados pode estar associado a localizacdo destas enddfitas na planta,
bem com, este mecanismo pode néo ser essencial para o desenvolvimento do
micro-organismo e estas endofitas ndo possuirem esta capacidade.

Vérias bactérias podem estimular o crescimento vegetal por meio da
supressdo de patdégenos, competindo com estes por nutrientes e sitios de
infeccdo, inibindo seu crescimento por meio da producdo de antibiéticos, enzimas
liticas ou induzindo resisténcia sistémica. Em testes preliminares, avaliando os
duzentos isolados endofiticos de bananeira apenas doze, APC-51, BF-09, BF-39,
BPC-02, BPC-03, BPC-05 BPC-06, BPC-07, BPC-08, BPC-12, BPC-34 e ARZ-04,
ou seja, 6 %, apresentaram antagonismo in vitro a Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, por meio da inibicdo do crescimento micelial do fungo.

A literatura relata que selecdes preliminares para bactérias sédo realizadas
com grande numero de isolados, principalmente porque menos de 1 % sao
capazes de promover o controle de doencas em plantas (CHEN et al.,, 1996).
GOMES (2003) em estudos realizados encontrou 2,5 % de isolados bacterianos
benéficos na cultura da alface controlando cercosporiose em casa de vegetacao.
ASSIS (2002) selecionou 6% dos isolados em helicbnia com capacidade de
controlar doencas na cultura, concordando com os resultados encontrados neste
estudo nos ensaios in vivo.

O teste de antibiose reciproca demonstrou ndo existir antagonismo entre 0s
isolados bacterianos endofiticos o que possibilitou o0 uso conjunto dos 29 isolados
selecionados. De acordo com ASSUMPCAO et al. (2009) a aplicacdo de enddfitas
de forma combinada pode representar um importante mecanismo de otimizagao

da acéo sinérgica dos isolados.
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Na fase de indugédo de enraizamento in vitro, explantes selecionados pela
CAMPO - (Companhia de Producdo Agricola — SA) cultivados em meios MS sem
e com NAA (&cido naftalenoacético) morreram apds aplicacdo dos bacterianos.
Embora algumas bactérias endofiticas neste trabalho sejam capazes de produzir
AlA, nenhuma induziu o enraizamento em mudas micropropagadas de banana
‘Maca’ in vitro. Isso pode ter ocorrido pela alta quantidade de &cido indolacético
produzido por estes isolados, ja que foi testado meio de cultivo com e sem
regulador de crescimento vegetal, e neste estudo n&o foi medida a concentragao
do fitorregulador produzido pelas enddfitas.

Trabalho realizado por SILVA et al. (2004) relataram que qualquer variacao
no meio de cultivo na fase de enraizamento dos explantes pode provocar a morte
dos mesmos, ja que neste momento os explantes sao altamente sensiveis.

Uma concentracao reduzida, assim como uma excessiva producdo de AIA
pelas bactérias podem atuar negativamente na diferenciacéo radicular, podendo
causar a morte da planta (PAZ, 2009). PATTEN e GLICK (1996) sugerem que a
concentracédo do AIA microbiano pode inibir o crescimento da planta e, portanto, a
guantidade do in6culo pode influenciar a promoc¢édo do crescimento, sendo um
fator critico no enraizamento. Desta forma, pode ter ocorrido uma elevada
producdo de AIA pelos isolados combinados que provavelmente interferiu
negativamente na indugdo do enraizamento ocasionando na morte de todos os
explantes, uma vez que no controle, onde o meio de rotina da CAMPO néo foi
alterado, os explantes apresentaram emissao de raizes.

A concentracdo da suspensdo ajustada para 10° ufc.mL™ para tratamento
dos explantes pode também ter contribuido para morte dos mesmos, ja que nao
foram realizados ensaios preliminares para ajuste de uma concentracdo Otima.
Trabalhos reportam bons resultados na promocdo de crescimento de plantas
tratadas com endéfitas em uma concentracdo em torno de 10° a 10® UFC.mL™
(ASSUMPCAO et al., 2009; MELNICK et al., 2008).

Ensaios devem ser realizados avaliando diferentes concentragbes das
endofitas selecionadas e tempo de exposicdo dos explantes as suspensfes
bacterianas para que se possa obter concentracdo e tempo O6timos de
microbiolizacdo para inducdo do enraizamento, uma vez que as ceélulas de raiz

sdo mais sensiveis a adicdo de auxinas (AIA) (GLICK, 1995).
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Trabalhos adicionais também devem versar sobre a quantificacdo de AlA
produzido por essas bactérias endofiticas, utilizando um método preciso, como
HPLC (cromatografia liquida de alta performance) (CROZIER et al., 1988) ou pelo
método colorimétrico seguido da quantificacdo em espectrofotbmetro
(AMBROSINI et al., 2007; ASSUMPCAOQO et al., 2009; BALDOTTO et al., 2010).
Desta forma podera ser aferida a quantidade 6tima de AlA a ser utilizada por cada
isolado endofitico e verificar viabilidade das misturas, para que realmente possa
proporcionar o crescimento radicular do explante. Esse ensaio seria realmente
valido para elucidar os problemas da morte dos explantes e como uma ferramenta
auxiliar na selecéo, pois a inducdo do enraizamento € um momento crucial para
producdo de mudas e neste caso, seriam selecionados apenas isolados com
concentracdo Gtima de producao de AlA.

Na fase de aclimatagao para a cultivar ‘Grande Naine’, os tratamentos T1,
T2 e T3 foram capazes de promover o crescimento de plantas. Para cultivar ‘Thap
Maeo’ o tratamento T2 teve esse efeito, indicando que esses tratamentos
possuem potencialidade para o uso na promocao de crescimento nas respectivas
cultivares.

Sugere-se assim, que o0 aumento da producdo de biomassa seca da raiz
esteja associado a producdo de AIA pelas bactérias consorciadas, uma vez que
células de raiz sdo mais sensiveis a adicdo de auxinas (GLICK, 1995). WEBER
et al. (2000) demonstraram que misturas de bactérias endofiticas do tipo
Herbaspirillum e Burkholderia atuaram na promoc¢édo de crescimento de mudas
micropropagadas de bananeiras cv. Caipira na fase de aclimatagdo. Em
pesquisas realizadas por TING et al. (2009) revelaram que isolado endofitico
bacteriano UPM39B3 (Serratia) promoveu o0 crescimento de raizes e da parte
aérea em bananeiras.

No presente estudo, além da maioria das endodfitas ndo promoverem o
crescimento, em alguns casos houve efeito negativo sobre o desenvolvimento das
plantas, embora esse fato seja comum quando se estudam bactérias com o
objetivo de promocé&o de crescimento de plantas (ENEBAK et al., 1998). A cultivar
‘Macd’ quando tratada com a combinacdo de isolados que compuseram o0s
tratamentos T2 e T4, e Thap Maeo com o tratamento T4 apresentaram reducéo
da producédo de biomassa seca dos parametros avaliados em compara¢cdo com o

tratamento controle.
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A interacao entre o estadio de desenvolvimento da planta e a producéo de
reguladores de crescimento vegetal pelas bactérias endofiticas pode resultar no
incremento da matéria fresca e/ou seca do vegetal. Segundo COSTA et al.
(2008), a interacdo estabelecida entre o genoétipo da bactéria e o da planta
hospedeira, bem como os tipos de tecidos vegetais colonizados vai determinar a
relacdo de sucesso ou ndo entre vegetal e 0 micro-organismo. Esse fator pode ter
sido uma possivel causa dos isolados nédo terem favorecido o crescimento das
mudas de bananeira cultivar ‘Macad’, embora tenham promovido o aumento da
producao de biomassa seca e da parte aérea nas cultivares ‘Grande Naine’' e
‘Thap Maeo'. Fica evidente a influéncia do gendtipo da planta na relagao planta-
bactéria e que a promocdo de crescimento € um processo complexo e é
alcancado em que atuam simultaneamente varios micro-organismos
(KUKLISNSKY-SOBRAL, 2003).

Trabalhos foram realizados e comprovaram a relacdo benéfica entre
bactérias endofiticas e plantas. Estudos com bactérias endofiticas Bacillus sp.
produtores AIA, demonstram sua atuagdo na promocao de crescimento de
culturas como alface (GOMES et al., 2003), pepino (SILVEIRA et al., 2004), soja
(ASSUMPCAO et al., 2009), aumentando significativamente o peso fresco e seco
das plantulas em casa vegetacdo. No presente trabalho, os dois isolados BF10 e
ARZ33 foram identificados em nivel de género como Bacillus produtores de AlA,
apresentaram efeito significativo sobre a producdo de massa seca nos tecidos
radiculares e da parte aérea, corroborando com trabalho citados na literatura.
Espécies de Bacillus sédo citadas em alguns trabalhos como a principal bactéria
endofitica que ocorre em determinadas plantas (HALLMANN et al., 1997a).

O fato de os isolados ndo proporcionarem, na sua grande maioria, 0
crescimento das mudas de bananeira pode ser atribuido a diversos fatores como
estresse sofrido pelas plantas, uma vez que, durante o processo de producao da
muda, nao foi adicionado nenhum elemento nutritivo. Também pequenas
mudancas no balanco da populacdo bacteriana endofitica, podem ocasionar um
desequilibrio entre os micro-organismos e no modo de acdo destes na planta
(ASSUMPCAO, 2009). Entretanto, é possivel que esses isolados, simplesmente
nao promovam crescimento pelo fato de que uma pequena parcela de micro-

organismos apresente esse potencial (CHEN et al., 1996).
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Mesmo que as bactérias avaliadas no experimento sejam provenientes de
bananeiras com bom estado fitossanitario, a aplicacdo nas mudas € um processo
artificial. Além disso, a populacdo de bactérias endofiticas nas plantas é
controlada por diversos fatores, como: temperatura, disponibilidade de nutrientes
e competicdo com outros micro-organismos. Na aplicacdo bacteriana em mudas,
milhdes de células podem se tornar patogénicas ou saprofiticas, impedindo o
desenvolvimento da planta (PATTEN e GLICK, 2002).

Embora o efeito benéfico de bactérias promotoras de crescimento seja
mais ressaltado, a ocorréncia de efeitos deletérios também pode ocorrer e foram
observadas por SANTOS et al. (2005) por diferentes espécies de bactérias
endofiticas e epifiticas sobre o desenvolvimento de heliconia (Heliconia
psittacorum L.f.).

Na fase de enraizamento, explantes tratados com combinacbes de
bactérias endofiticas ndo apresentaram efeito no crescimento o que pode ter
ocorrido devido a disponibilidade excessiva de AIA pelas enddéfitas. Também se
deve considerar a sensibilidade dos explantes as alteracdes do meio de cultivo.

A associacdo das endéfitas APC-33, ARZ-48, BF-03, BRZ-09, BF-06, BF-
10, ARZ-33 e ARZ-53, na fase de aclimatacdo, demonstrou efeito positivo sobre o
crescimento das de bananeira fato, que revela que plantas cultivadas na presenca
de micro-organismos podem apresentar melhor desenvolvimento vegetal. A
promocdo de crescimento pode ter ocorrido provavelmente pela interacdo da
guantidade de AIA produzida pelos isolados combinados e o estadio de
desenvolvimento da planta. Nesta fase a associacéo das bactérias com as mudas
pode ter ocorrido segundo COSTA et al. (2008) pela interacdo estabelecida entre
0 gendétipo da bactéria e o da planta hospedeira, bem como do tipo de tecido
vegetal colonizado.

Mudas de bananeira tratadas com os isolados BF-27, ARZ-35, ARZ-56,
ARZ-42, BF-36, BF-38, ARZ-34, ARZ-46 e ARZ-47 selecionados in vitro como
produtores de AIA ndo apresentaram efeito no crescimento quando comparados
com as mudas da testemunha. Pode-se levantar a hipétese de que ndo houve
incremento dos parametros analisados para promocdo de crescimento
possivelmente por nao ter ocorrido estabelecimento entre o genoétipo das

bactérias e das plantas hospedeiras.
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A capacidade de atuacdo dos isolados pode ter sido interferida pela
condicdo de cultivo das mudas, ja que no substrato ndo foi adicionado nenhum
elemento nutritivo, o que de acordo com ROMEIRO (2007a) interfere na
capacidade de competitividade e sobrevivéncia dos micro-organismos.

Portanto, a confirmacdo da combinacéo dos isolados APC-33, ARZ-48, BF-
03, BRZ-09, BF-06, BF-10, ARZ-33 e ARZ-53 com potencial biotecnoldgico
revelou a importancia da ado¢éo de endofitas na fase de aclimatacdo, sendo esta
fase crucial no processo de produgéo de mudas micropropagadas.

Neste trabalho o tratamento das mudas de bananeira foi realizado com
combinacdes de isolados compativeis, porém € preciso utilizad-los de forma
isolada para que se possa avaliar a capacidade de promocao de crescimento
individualizada.

A busca por medidas complementares ao uso de cultivares resistentes e
controle quimico, como o controle biolégico € uma dessas medidas que tém sido
propostas (ROMEIRO et al., 2000).

O conhecimento de um organismo em realizar controle biolégico de pragas
e doencas de plantas é importante para a selecao de linhagens com potencial de
exploracdo biotecnoldgica. Existem inimeros trabalhos relatando a utilizacdo de
micro-organismos endofiticos no controle de fitopatégenos (STURTZ et al., 1998).

Dos doze isolados de bactérias endofiticas selecionados in vitro por
inibirem o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, trés deles,
BPC-05, BPC-06 e BPC-07 reduziram a severidade do mal-do-Panama em até
31,4 % nas mudas de bananeira.

Em experimento realizado por WEBER et al. (2007) utilizando mudas de
bananeira ‘Macd’ tratadas com bactérias endofiticas apresentaram redugao
consideravel da severidade de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

No biocontrole do mal-do-Panam4, os resultados demonstram que a co-
dispensa dos antagonistas foi eficiente. A aplicacdo de grupos de micro-
organismos relacionados tem sido postulada como uma alternativa para a
melhoria da eficiéncia do controle bioldgico. Segundo ROMEIRO e GARCIA
(2009), bactérias benéficas, quando dispensadas em plantas sdo capazes de
promover o controle biolégico de enfermidades por antagonismo direto, por

inducéo de resisténcia ou por ambos 0os mecanismos. Entre as mais comuns e
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que atuam de forma efetiva, estdo as bactérias do género Bacillus e
Pseudomonas (SILVEIRA et al., 2004).

Neste estudo 0s antagonistas com potencial controle biolégico, BPC-05,
BPC-06 e BPCO7 sao pertencentes ao género Bacillus, corroborando com que ja
esta escrito na literatura.

Em trabalho realizado por LIAN et al. (2008) bactérias endofiticas Bacillus
sp. e Pseudomonas sp. isoladas de plantas de banana foram eficientes
antagonistas contra o mal-do-Panama. Espécies de Bacillus tém sido amplamente
testadas no controle biolégico uma vez que produzem endosporos, o que facilita a
formulacdo dos produtos para aplicacdo comercial. Para o controle de doencas,
produtos como Companion, EcoGuard, HiStick N/T, Kodiak, Rhizo-Plus,
Serenade, Subtilex e YieldShield, a base de Bacillus, sédo registrados para uso
agricola nos Estados Unidos (Mariano et al., 2004).

Bactérias antagOnicas, como as do género Bacillus, de modo geral agem
significativamente por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo ou
competicdo. Micro-organismos que agem por antibiose, geralmente tém amplo
espectro de acao, de forma que na inibicdo dos fungos a producédo de substancias
toxicas é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acdo envolvido
(KUPPER et al., 2003).

Isolados de B. subtilis produzem uma grande variedade de metabolitos
antifingicos, entre os quais se podem ser citados a surfactina, iturina e fengicina.
Embora estruturalmente semelhantes, surfactinas, iturinas e fengicinas séo
diferentes em alguns aspectos biolégicos em relacdo a sua atividade. Como
exemplo, iturinas e fengicinas exibem uma forte atividade antifingica e séo
inibitérios para o crescimento de uma ampla gama de fitopatégenos. No tocante a
surfactinas, as mesmas nao sao fungitoxicas, mas exercem algum efeito
sinergistico antifingico, quando em companhia da iturina A (MAGET-DANA et al.,
1992).

Endofitas, APC51, BF09, BF39, BPC02, BPCO03, BPC08, BPC12, BPC34 e
ARZ4, selecionadas in vitro por apresentarem potencial de controle do fungo
Fusarium oxyporum f. sp. cubense nao controlaram a doengca em mudas de
bananeira. O tratamento T1 que corresponde a mistura dos isolados APC51,
BF09 e BF39 fez com que a planta ficasse mais sensivel a doenga e elevou em
mais de 100% o nivel de severidade do mal-do-Panama. WELLER (1988) e
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ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO (2006) citam como fatores
responsaveis pelo desempenho inconsistente de um biocontrolador a perda da
competitividade ecoldgica devido a alteracdo de alguma caracteristica da bactéria,
a variacao na colonizacdo pelo antagonista, e a interferéncia de fatores bidticos e
abidticos. Esses resultados podem ter sofrido influéncia do meio ja que o solo de
cultivo das mudas de bananeira estava desprovido de elementos nutritivos, o que
como citado anteriormente influencia negativamente na capacidade de
sobrevivéncia e competitividade das enddfitas, prejudicando a acédo
biocontroladora destas bactérias.

Além disso, a relacdo entre o endofitico e seu hospedeiro € variavel
podendo, por diversos fatores, deixar de ser simbidtica ou mutualistica, se
tornando saprofitica ou oportunistica, nesse caso fitopatogénica, conforme revela
(STROBEL e DAIAY, 2003). Segundo MUSSON (1994), alguns organismos
endofiticos podem se comportar como ndo patogénicos em um hospedeiro e
patogénicos em outros. CAMERON (1970) observou que isolados de
Pseudomonas spp. obtidos de tecidos sadios de cerejeira revelaram-se,
posteriormente, fitopatogénicos. O autor sugere que a enddfitia poderia ser uma
das formas de sobrevivéncia e de escape de tratamentos fitossanitarios de
superficie. Adicionalmente, WHITESIDES e SPOTTSS (1991) encontraram
isolados de Pseudomonas syringae no interior de raizes de pereira que ndo eram
patogénicos nem a cerejeira nem a pereira e sugeriram que os tecidos internos de
pereira poderiam servir de reservatério de in6culo para outras plantas. Dessa
forma, a endofitia pode ser visualizada como um mecanismo de sobrevivéncia de
bactérias fitopatogénicas, posto estarem elas numa posicdo protegida (LEBEN,
1981).

Contudo os resultados apresentados nesse trabalho ratificam que é
possivel a utilizacdo de agentes de biocontrole como método alternativo-
complementar de controle de doenca de plantas assim como na promoc¢ao de

crescimento de plantas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A sustentabilidade da agricultura requer a utilizacdo de estratégias que
permitam o aumento da producdo de alimentos sem acarretar prejuizos ao meio
ambiente, a satde humana e animal. Uma alternativa para atingir esse objetivo
consiste no uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas e com
potencial para o controle biolégico de pragas e doencas.

Foi possivel observar neste estudo que bactérias endofiticas isoladas da
cultura de bananeira possuem potencial uso para promoc¢ao de crescimento. Dos
dezessete isolados produtores de AIA in vitro, oito proporcionaram resultados
significativos no crescimento das mudas de bananeira na fase de aclimatacao.
Apesar disso, ndo se deve descartar a possibilidade do uso dos outros isolados,
pois pode ter ocorrido uma n&do adaptacdo desses micro-organismos ao ambiente
que lhe foi exposto. E interessante realizar, ainda, estudos com o objetivo de
compreender melhor a ecofisiologia destas enddfitas nas plantas cultivadas no
campo para que possa obter resultados na produtividade agricola.

O fato da producéo de mudas micropropagadas ser realizada pela empresa
CAMPO (Companhia de Promocado Agricola) localizada dentro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura - Cruz das Almas, instituicdo onde foi desenvolvido este
trabalho, facilitar4d a continuidade deste estudo com relacdo as alteracbes na
metodologia e sobre a futura aplicacdo desses micro-organismos com
comprovada eficiéncia para disponibilizacdo destas mudas as diversas regifes
produtoras de banana.

Algumas bactérias endofiticas selecionadas nos testes in vitro foram
capazes de reduzir a severidade do mal-do-Panama causado pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense nas mudas de banana ‘Macgd’, que é
altamente suscetivel ao fungo. Estes resultados abrem novos caminhos para

pesquisas em controle biolégico do Fusarium oxysporum f. sp. cubense no
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sentido de elucidar quais mecanismos estariam envolvidos na supressdo do
fungo, intencionando um melhor entendimento das relacdes entre as bactérias
endofiticas, o patégeno e a planta hospedeira, para que haja, no futuro, a
possibilidade de desenvolvimento de produtos biolégicos capazes de exercer o

controle deste fitopatdgeno em condi¢cdes de campo.

REFERENCIAS

AGRIOS, G. N. Plant Pathology. 5 Edition. Academic Press, London. p.635,
2005.

ALVES, E. J. A cultura da banana. Aspectos técnicos, socioeconémicos e
agroindustriais. 2ed. Revisada. EMBRAPA. Servico de Producéo de Informacéo-
SPI. Brasilia, 1999, 585p.

ALVES, E. J. Cultivo da bananeira tipo Terra. Brasilia: Ministério da Agricultura
e do Abastecimento. Embrapa. Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura EMBRAPA/CNPMF, 176p. 2001.

ANDRADE, F.W.R., AMORIM, E. P. R., ELOY, A. P.; RUFINO, M. J. Ocorréncia
de doencas em bananeiras no Estado de Alagoas. Summa Phytopathologica,
v.35, n.4, p.305-309, 2009

ANDREOTE, F.D.; ARAUJO, W.L.; AZEVEDO, J.L.; van ELSAS, J.D. ROCHA,
U.N.da; van OVERBEEK, L.S. Endophytic colonization of potato (Solanum
tuberosum L.) by a novel competent bacterial endophyte, Pseudomonas putida
Strain P9, and Its effect on associated bacterial communities. Applied and
Environmental Microbiology, v. 75, n.11, p. 3396-3406, 2009.

ARAVIND, R.; KUMAR, A. EAPEN, S.J.; RAMANA, K.V. Endophytic bacterial flora
in root and stem tissues of black pepper (Piper nigrum L.) genotype: isolation,
identification and evaluation against Phytophthora capsici. Applied Microbiology,
v 48, p.58-64, 2009.

ASSIS, S.M.P. Heliconia psittacorum L.f. Doencas, pragas e utilizacdo de
rizobactérias na promocdo de crescimento. 191 p.Tese Doutorado em
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife 2002.

ASSUMPCAO, L. C.; LACAVA, P.T.; DIAS, A.C.F.; AZEVEDO, J.L.; MENTEN,
J.O.M. Diversidade e potencial biotecnologico da comunidade bacteriana
endofitica de semente de soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.44, n.5,
p.503- 510, 2009.

AZEVEDO, J. L. Biodiversidade microbiana e potencial biotecnoldgico. In: MELO,
I. S. de.; AZEVEDO, J. L. de. Ecologia Microbiana. Jaguaritna: EMBRAPA —
Meio Ambiente, p. 445-461. 1998.



54

AZEVEDO, J. L.; ARAUJO, W. L. Diversity and applications of endophytic fungi
isolated from tropical plants. In: GANGULI, B. N.; DESHMUKH, S. K. (Ed.) Fungi:
multifacetated microbes. Boca Raton: CRC Press, p. 189-207. 2007.

AZEVEDO, J. L.; ARAUJO, W. L.; MACHERONI Jr., W. Importancia dos
microrganismos endofiticos no controle de insetos. In: MELO. I. S.; AZEVEDO, J.
L.(Ed) Controle Biologico. Jaguaritna: EMBRAPA- Meio Ambiente, p. 57-93.
2000.

BACKMAN, P.A.; SIKORA, R. Endophytes: An emerging tool for biological control.
Biological Contral. v.46,p.1-3, 2008.

BALDANI, J.l.; OLIVEIRA, L.M.; GUIMARAES, S.L.; BALDANI, V.L.D.; REIS Jr,
F.B.; SILVA, L.G.; REIS, V.M.; TEIXEIRA, K.R.S.; DOBEREINER, J. Biological
nitrogen fixation (BNF) in non-leguminous plants: the role of endophytic
diazotrophs. Embrapa Agrobiologia, p.397-4000, 2000.

BALDOTTO, L.E.B.;BALTOTTO, M.A.;OLIVARES, F.L.; VIANA, A.P.; BRESSAN-
SMITH, R. Sele¢do de bactérias promotoras de crescimento no abacaxizeiro
cultivar Vitéria durante a aclimatacdo. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo,v.34, p.349-360, 2010

BARBOSA, M.V.; FREIRE, F.J.; KUKLINSKY-SOBRAL, J.; OLIVEIRA. M. Selecao
de bactérias produtoras de auxina associadas a cana-de-aclcar. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, p. 12-13, 2009

BARRETTI. P. B. Isolamento e selecdo de bactérias endofiticas com
potencialidade para o biocontrole de enfermidades do tomateiro. 38 f. Dissertacdo
Mestrado em Fitopatologia — Universidade Federal de Vigosa. Vigosa, 2001.

BARRETTI. P. B.; SOUZA. R. M.; POZZA. A. E. Bactérias endofiticas como
agentes promotores do crescimento de plantas de tomateiro e de inibicdo in vitro
de Ralstonia solanacearum. Ciéncia Agrotecnolégica, v. 32. n. p. 731-739,
2008.

BENCHIMOL, R.L.; CHU, E.Y.; MUTO, R.Y.DIAS FILHO, M.B. Controle da
fusariose em plantas de pimenta-do-reino com bactérias endofiticas:
sobrevivéncia e respostas morfofisiologicas. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira,v.35,n.7,1343-1348p. 2010.

BENITE, A. M. C.; MACHADO,S.P., MACHADO, B.C. SIDEROFOROS: “Uma
resposta dos microrganismos”. Quimica Nova, Sdo Paulo, v.25, p.1155-1164,
2002.

BERG, G.; KRECHEL, A.; DITZ, M.; SIKORA, R. A.; ULRICH, A.; HALLMANN, J.
Endophytic and ectophytic potato-associated bacterial communities differ in
structure and antagonistic function against plant pathogenic fungi. FEMS
Microbiology Ecology, v.51,p. 215-229, 2005.

BORGES, A L; SOUZA, L S. O cultivo da banana. Cruz das Almas. Mandioca e
Fruticultura, 279p. 2004.



55

BORGES, A. J. S.; TRINDADE, A. V.; MATOS, A. P.; PEIXOTO, M. F.S. Reducéo
do mal-do-Panaméa em bananeira-maca por inoculacdo de fungo micorrizico
arbuscular. Pesquisa Agropecuéria Brasileira; v. 24, n. 1, p. 35-41, 2007.

CAMERON, H.R. Pseudomonas content of cherry trees. Phytopathology, v.60,
p.1343-1346, 1970.

CARDOSO, K. J. V.; Rizobactérias promotoras do crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira e agentes de biocontrole do mal-do-Panama
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 59 p. Dissertagcdo Mestrado em Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia, 2010.

CARROLL, G. Fungal endophytes in stems leaves: from latent pathogen to
mutualistic symbiont. Ecology, v.69, p.2-9. 1988.

CASTRO, A. C. R. de. Aspectos praticos da micropropagacdo de plantas —
Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, p.385, 2009.

CHEN, Y.; MEI, R.; LIU, L.; KLOEPPER, J.W. The use of yield increasing bacteria
(YIB) as plant growth-promoting rhizobacteria in Chinese agriculture. In:
UTKHEDE, R.S. e GUPTA, V.K. (Ed.). Management of soil born diseases.
Ludhiana: Kalyani Publishers, p.165-184.1996.

CHEN,C.; BAUSKE, E. M.; MUSSON, G.; RODRIGUEZ-KABANA, R;
KLOEPPER, J. W. Biological control of Fusarium Wilt on cotton by uso of
endophytic bacteria. Biological Control, n.5, p.83-91, 1995.

CIRULLI, M.; ALEXANDER, L. J. A comparison of pathogenic isolates of Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici and different sources of resistance in tomato.
Phytopathology, v. 56, p.1301-1304, 1966.

COELHO, E.F. Curso de bananicultura irrigada. Cruz das Almas: Embrapa
Mandioca e Fruticultura, 13 p. 2009.

COMPANT, S.; REITER, B.; SESSITSCH, A.; NOWAK,J.; CLEMENT, C,;
BARKAI, E.A. Endophytic colonization of Vitis vinifera L. by plant growth-
promoting bacterium Burkholderia sp. Strain PsJN. Applied and Environmental
Microbiology, v.71,p.1685-1693, 2005a.

COMPANT, S.; DUFFY, B.; NOWAK, J.; CLEMENT, C.; BARKAI, E.A. Minireview:
Use of plant growth-promoting bacteria for biocontrol of plant diseases: principles,
mechanisms of action, and future prospects. Applied and Environmental
Microbiology, v. 71, n.9 p. 4951-4959, 2005b.

CORDEIRO, Z.J.M. (Org). Banana producdo: aspectos técnicos. Embrapa
Comunicagéao para Transferéncia de Tecnologia, 143 p. 2000a.

CORDEIRO, Z.J.M. Banana Fitossanidade. EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
(Cruz das Almas, BA). Embrapa Comunicacdo para Transferéncia de Tecnologia.
Frutas do Brasil; v 8, 121p. 2000b.



56

CORDEIRO,Z.J.M. Doencas fungicas da bananeira: sigatoka-amarela, sigatoka-
negra e mal-do-Panama. Summa Pytopathologica, v.25, n.1, p.58-59, 1999.

COSTA, D. P.; KUKLINSKY-SOBRAL, J.; FREIRE, F. J.; SILVA, M. O,
BARBOSA, M. V.; SILVA, M. C. B.; ANDRADE, P. A. M. Caracterizacdo do
potencial de promocado de crescimento vegetal de bactérias endofiticas de cana-
de-acucar.Pesquisa Agropecuaria Brasileira; v. 48, p. 32-38, 2008.

CROZIER, A.; ARRUDA, P.; JASMIM, J.M.; MONTEIRO, A.M.; SANDBERG, G.
Analysis of indole-3-acetic acid and related in culture médium from Azospirillum
lipoferum and Azospirillum brasiliense. Applied and Environmental
Microbiology, v.54, p.2833-2837, 1988.

DANTAS, J. L. L.; SOARES FILHO, W. S. Classificagdo botéanica, origem e
evolucdo. In: CORDEIRO, Z. J. M. (Org.) Banana. Producédo: aspectos técnicos.
Embrapa Comunicacéo para Transferéncia de Tecnologia, p.12-16. 2000.

DOBBELAERE, S.; VANDELEYDEN, J.; OKON, Y. Plant growth-promoting effects
of diazotrophs in rihizosphere. Critical Reviews in Plant Sciences, v.22,p.107-
149, 2003.

DOMSCH, K. H.; GAMS, W.; ANDERSON, T. H. Compendium of soil fungi. New
York: Academic Press, 859p. 1980,

DONATO, S. L. R. et al. Comportamento de variedades e hibridos de bananeira
(Musa spp.), em dois ciclos de produgcdo no sudoeste da Bahia. Revista
Brasileira de Fruticultura, v. 28, n. 1, p. 139-144, 2006.

FAO. Food and Agriculture Organization of United Nations. Disponivel em:
http://faostat.fao.org. Acesso em: 22 de dezembro de 2010. 2008.

FAO. Food and Agriculture Organization of United Nations. Disponivel em:
http://faostat.fao.org. Acesso em: 28 de dezembro de 2010.

ENEBAK, S.A.; WEI, G.; KLOPPER, J.W. Effects of plant growth-promoting
rhizobacteria on loblolly and slash pine seedling. Forest Science,v.44, n.1, p.139-
144, 1998.

FERNANDES, C. F.; COSTA, J. N. M.; HOLANDA FILHO, Z. F.; SOUZA, F. F..
Doencas da bananicultura: mal-do-Panama. Embrapa (Circular Técnica 86) 12
edicdo.p. 1-3, 2006.

FIORAVANCO, J. C. Mercado mundial da banana: producdo, comércio e
participacdo brasileira. InNformagdes Econdmicas, SP, v.33, n.10, 2003.

FISHAL, E.M..; MEON, S.; YUNA, W.M. Induction of tolerance to Fusarium Wilt
and defense-related mechanisms in the plantlets of susceptible berangan banana
pre-inoculated with Pseudomonas sp. (UPMP3) and Burkholderia sp. (UPMB3).
Agricultural Sciences in China, v.9, 1140-1149p. 2010.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/16712927

57

FOURIE, G.;STEENKAMP, E. T.,GORDON,T.R.; VILJOEN,A. Evolutionary
relationships among the Fusarium oxysporum f. sp. cubense vegetative
compatibility groups . Applied and Environmental Microbiology, v. 75, n. 14, p.
4770-4781, 2009.

FROMMEL, M.l.; NOWAK, J.; LAZAROVITS, G. Growth enhancement ad
development modifications of in vitro grown potato (Solanum tuberosum spp.
tuberosum) as affected by a non fluorescent Pseudomonas sp. Plant Physiology,
v. 96, p. 928-936, 1991.

GANGWAR, M.; KUAR, G. Isolation and characterization of endophytic bacteria
from endorhizosphere of sugarcane and ryegrass. The Internet Journal of
Microbiology, v.7,n.1, 2009.

GLICK, B. The enhancement of plant growth by free-living bacteria. Journal of
Microbiology, v.41, p. 109-117, 1995.

GODINHO, E.P.de. Mudas de bananeira: Tecnologia de producdo. Belo
Horizonte: EPAMIG: (Boletim Técnico, 4). 44p. 1994.

GOES, A. de, MORETTO, K.C.K. Mal-do-Panama. In: RUGGIEIRO, C.
Bananicultura. FUNEP: Jaboticabal, p. 419-435, 2001.

GOMES, P. Fruticultura Brasileira. 9 ed. Sdo Paulo. Editora Nobel. 441p. 1983.

GOMES, A.M.A. Cultura da alface: produgcdo de mudas utilizando Bacillus spp.,
escala diagramética para cercosporiose e levantamento da doenca em
Pernambuco. 90 p. Tese Doutorado em Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife. 2003.

GROENEWALD, S. Biology, pathogenicity and diversity of Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. Faculty of Natural and Agricultural Science.Pretoria, p.19,2005.

HALLMANN, J., QUADT-HALLMANN, A., MAHAFFEE, W.F., KLOEPPER, J.W.
Bacterial endophytes in agricultural crops. Canadian Journal of Microbiology,
v.43, p.895-914, 1997.

HINTON, M.D.; BACON, C.W. Enterobacter cloacae in na endophytic symbiont of
corn. Mycopathologia, v. 129,p. 117-125, 1995.

HUREK, T.; REINHOLD-HUREK, B.; van MONTAGU, M.; KELLEMBERGER, E.
Root colonizing and systemic spreading of Azoarcus sp. Strain BH72 in glasses.
Journal of Bacteriology, v. 176,p. 1913-1923, 1994.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE. Disponivel em:
<www.sidra.ibge.gov.br/bda> Acesso em 06 set. 2010.

Instituto Brasileiro de Frutas e Derivados - IBRAF. Disponivel em
<http//www.ibraf.org.br> Acesso em 26/01/2011.

INUI, R.N. Isolamento e identificacdo de bactérias solubilizadoras de fésforo e
produtoras de auxinas em solo com cana-de-acucar. 78p, Dissertacdo Mestrado



58

em Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, 2009.

JACOBS, M. J.; BUGBEE, W. M.; GABRIELSON, D. A. Enumeration, location,
and characterization of endophytic bacteria within sugar beet roots. Canadian
Journal of Botany. v.63,p. 1262-1265,1985.

JAIN, D. Y.; PATRIQUINI, D.G. Characterization of a substance produced by
Azospirillum wich causes branching of wheat root hairs. Canadian Journal of
Microbiology, v.31, p.206-210, 1985.

KADO, C.l. Plant pathogenic bacteria. In: BALOWS, A., TRUPER, H.G.,
DWORKIN, M., HARDER, W., SCHLEIFER, K.H. (Eds.). The Prokaryotes.
Springer-Verlag: New York, p. 660-662, 1992.

KAVINO, M.; HARISH, S.; KUMAR, N.; SARAVANAKUMAR, D.; DAMODARAN,
T.; SOORIAANATHASUNDARAM, K.; SAMIYAPPAN, R. Rhizosphere and
endophytic bactéria for indution of systemic resistance of banana plantlets against
bunchy top virus. Soil Biology & Biochemistry, v.39, p.1087-1098, 2007.

KUKLINSK-SOBRAL, J.; ARAUJO, W. L. ; MENDES, R.; GERALDI, I.O;
PIZZIRANI-KLEINER, A. A.; AZEVEDO, J.L. Isolation and characterization of
soybean-associated bacteria and their potential for plant growth promotion.
Environmental Microbiology, v.6, p.1244-1251, 2004.

KUKLINSKY-SOBRAL, J. A comunidade bacteriana endofitica e epifitica de soja
(Glycine Max) e estudo da interagdo endofito-planta. 174p, Tese de Doutorado em
Escola superior de agricultura Luiz de Queiroz, S&o Paulo.2003.

KUPPER, K. C. Mal-do-Panama. ANAIS Xl Reunido Itinerante de
Fitossanidade do Instituto Biol6gico. p.28-31, 2005.

KUPPER, K.C.; GIMENES-FERNANDES, N.; GOES, A. de. Controle biolégico de
Colletotrichum acutatum, agente causal da queda prematura dos frutos citricos.
Fitopatologia Brasileira, v. 28, p.251-257, 2003.

KUSS, A. V.; KUSS, V.V.; LOVATO, T.; FLORES, M.L. Fixacdo de nitrogénio e
producdo de &cido indolacético in vitro por bactérias diazotréficas endofiticas.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.42, n.10, p.1459-1465, 2007.

LAMBRECHT, M.; OKON, Y.; BROEK, A.V.; VANDERLEYDEN, J. Indole-3-acetic
acid: a reciprocal signaling molecule in bacteria-plant interactions. Trends in
Microbiology, v.8, p.298-300,2000.

LEAL, P. L.; MARTINS, M. A.; RODRIGUES, L. A.; SCHIAVO, J. A. Crescimento
de mudas micropropagadas de bananeira micorrizadas em diferentes recipientes.
Revista Brasileira de Fruticultura, v.27,n.1, p. 84-87, 2005.

LEBEN, C. How plant pathogens survive. Plant Disease, v.65, p. 633-637, 1981.



59

LEONEL, S.; GOMES, E. M.; PEDROSO, C. J. Desempenho agronémico de
bananeiras micropropagadas em Botucatu — SP. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 26, n. 2, 2004.

LEONG, S.K.; LATIFFAH, Z.; BAHARUDDIN. Molecular characterization of
Fusarium oxysporum f. sp. cubense of banana. Journal of Applied Sciences.
v.6, p.1301-1307,2009.

LI, J.H.; EM, TW.; CHEN, W. F.; CHEN, W. X. Genetic diversity and potential for
promotion of plant growth detected in nodule endophytic bacteria of soybean
grown in Helongjiang province of China. Soil Biology Biochemistry, v.40, p. 238-
246, 2008.

LIMA, G.; IPPOLITO, A.; NIGRO, F.; SALERNO, M. Atempts in the biological
control of citrus mal secco (Phoma tracheiphila) using endophytic bacteria. Difesa
Delle Piante, v.17, n.1-2, p.43-49, 1994.

LIMA, M. B.; SILVA, S. de O.; FERREIRA, C. F. Banana: O produtor pergunta, a
Embrapa responde. Brasilia, DF: Embrapa Mandioca e Fruticultura.(Cole¢édo 500
perguntas, 500 respostas).182p. 2003.

LIN, L.; QIAO, Y.S.; JU, ZY.,MA, CW.; LIU, Y.H.;ZHOU, Y. J.;DONG, H.S.
Isolation and characterization of endophytic Bacillus subtilis jaas adl antagonist of
eggplant Verticillium wiit. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry. v.73.
1489-1493p. 20009.

LINS, G. M. L.; TRINDADE, A.V.; ROCHA, H. S. Utilizacdo de Gigaspora
margarita em plantas micropropagadas de bananeira em diferentes estagios de
enraizamento. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 25, n. 1, p. 143-147, 2003.

LIU, Z.; PILLAY,V.; NOWARK, J.; ZHY-DE WEIL. In vitro culture of watermelon and
cantaloupe with and without beneficial bacterium. Acta Horticulturae, v. 402,p.58-
60, 1995.

LUVIZOTTO, D. M. Caracterizacdo fisiologica e molecular de Burkholderia spp.
associadas as raizes de cana-de-acUcar. p. 94. Dissertacdo Mestrado em
Universidade de Sao Paulo. Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Piracicaba, 2008.

MAGET-DANA, R.; THIMON, L.; PEYPOUX, F.; PTAK, M. Surfactin/lturin A
interactions may explain the synergistic effect of surfactin on the biological
properties of iturin A. Biochimie, v.74, p.1047-1051, 1992.

MANICA, Ivo. Fruticultura tropical: 4. banana. Porto Alegre: Cinco Continentes,
1997. 485 p.

MARIANO, R.L.R. Manual de Praticas em Fitobacteriologia. Recife: [s.n/],
171p. 2000.

MARIANO,R.L.R.;SILVEIRA E.B.;ASSIS,S.M.P.;GOMES,A.M.A.;NASCIMENTO,A
.R.;;DONATO,V.M.T.S. Importéncia das bactérias promotoras de crescimento e de



60

biocontrole de doencas de plantas para uma agricultura sustentavel. Anais da
Academia Pernambucana de Ciéncia Agrondmica, v. 1, p.89-111, 2004.

McINROY, J.A., KLOEPPER, J.W. Population dynamics of endophytic bacteria in
field-grown sweet corn and cotton. Canadian Journal of Microbiology, v.41,
p.895-901, 1995.

MELLO, M.R.F.; MARIANO, R.L.R.; MENEZES, M.; CAMARA, T.R.; ASSIS,
S.M.P. Selecdo de bactérias e métodos de bacterizagcdo para promoc¢do de
crescimento em mudas de abacaxizeiro micropropagadas. Summa
Phytopathologica, v.28, n.3, p.222-228, 2002.

MELLO, M.R.F. Efeito de bactérias na promocé&o de crescimento e no biocontrole
da fusariose em mudas de abacaxi micropropagadas. 84p. Dissertacdo Mestrado
em Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife. 2002.

MELNICK, R. L.; ZIDACK, N. K.; BAILEY, B. A.; MAXIMOVA, S. N.; GUILTINAN,
M.; BACKMAN, P. A. Bacterial endophytes: Bacillus spp. from annual crops as
potential biological control agents of black pod rot of cacao. Biological Control,
v.46, p. 46-56, 2008.

MENDES, R.; PIZZIRANI-KLEINER, A.A.; ARAUJO, W.L. RAAIJMAKERS, J.M.
Endophytic bactéria from sugarcane: genetic and biochemical characterization of
Burkholderia cepacia complex isolates. Applied and Enveronmental
Microbiology,v. 73,p.7259-7267,2007.

MOREIRA, R. S. Banana: teoria e pratica de cultivo. Campinas: Fundacao Cargill,
335 p. 1987.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-479, 1962.

MUSSON, G. Ecology and effects of endophytic bacteria in plants. Auburn:
Auburn University, Ala. (Masters thesis). 1994.

NOTICIAS DA BAHIA. Adab libera exportacdo de banana produzida na Bahia
para a Argentina. IN: Bananicultura: Pesquisas voltadas para a agricultura
familiar. MARTINS, A.N.; FURLANETO,F.P. Revista Tecnhologia e Inovacao
Agropecuaria, p. 77-86, 2008.

OLIVEIRA, A. L.M.; URQUIAGA, S.; DOBEREINER, J.; BALDANI, J.l.Biological
nitrogen fixation (BNF) in micropropagated sugarcane plants inoculated with
different endophytic diazotrophic bacteria In: PEDROSA, F, O.; HUNGRIA, M.;
YATES, M. G.; NEWTON, W.E. (Ed.) Nitrogen fixation: from molecules to crop
productivity. Dordrecht: Kluwer Academic Piblishers,v.38, p. 425, 2000.

OLIVEIRA, V. C.; COSTA, J. L. S. Anadlise de restricdo de DNA ribossomal
amplificado (ARDRA) pode diferenciar Fusarium solani f. sp. phaseoli de F. solani
f. sp. glycines. Fitopatologia Brasileira, v. 27, p.631-634, 2002.



61

OLIVEIRA, Z.M. Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal isoladas de
cana-de-acucar sob fertilizacdo organica e/ou convencional. 164p. Tese
Doutorado em Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
20009.

PAN, M.J.; RADEMAN, S.; KUNERT, K.; HASTINGS, J.W. Ultrastructural studies
on the colonization of banana tissue and Fusarium oxysporum f. sp. Cubense raca
4 by the endophytic bacterium Burkholderia cepacia. Journal of Phytopathology-
Phytopathologische Zeitschrift, v.145, p. 479-486, 1997.

PATTEN, C.L.; GLICK, B.R. Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid.
Canadian Journal of Microbiology, v.42,p.207-220, 1996.

PATTEN, C.L.; GLICK, B.R. Regulation of indoleacetic acid production in
Pseudomonas putida GR12-2 by tryptophan and the stationary-phase sigma factor
RpsS. Canadian Journal of Microbiology, v.48, p.635-642, 2002.

PAZ, I.C. P. Bactérias endofiticas de eucalipito e potencial uso no controle de
doencas e promocao de crescimento de mudas em viveiros florestais.112p. Tese
Doutorado em Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, 2009.

PEIXOTO NETO, P. A. S.; AZEVEDO, J. L.; ARAUJO, W. L. Microrganismos
endofiticos. Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, v. 29, p. 62-77, 2002.

PEREIRA, J. C. R.; GASPAROTTO, L.; COELHO, A. F. S.; VERAS, S. M.
Doencas da bananeira no Estado do Amazonas. Manaus: Embrapa-CPAA,
27p. (Embrapa-CPAA. Circular Técnica, 7). 2000.

PEREIRA, L. V.; SILVA, C. R. R; ALVARENGA, A. A. Influéncia do tipo de muda
no comportamento vegetativo e produtivo da bananeira cv. Prata-and, Revista
Brasileira de Fruticultura, v.23, n.1, p.164-167, 2001.

QIU, X.; PEI, Y.; WANG, Y.N.; ZHANG, F.X. Isolation of pseudomonads from
cotton plants and their effect on seedling diseases. Acta Phytophylacica Sinica,
v.17, n.4, p.303-306, 1990.

RAVEN, P.H.; EVERT, R.F.EICHHORN, S.E. Regulacdo do crescimento e do
desenvolvimento: os horménios vegetais. In: RAVEN, P.H.; EVERT,
R.F.EICHHORN, S.E.(Ed) Biologia Vegetal. Ed. Guanabara Koogan S.A: Rio de
Janeiro, p.508-533, 1996.

REIS, V. M.; ESTRADA-DE LOS SANTOS, P.; TENORIO-SALGADO, S.; VOGEL,
J.;STOFFELS, M.; GUYON, S.; MAVINGUI, P.; BALDANI, V. L. D.; SCHMID, M.;
BALDANI, J.l.; BALANDREAU, J.; HARTMANN, A.; CABALLERO-MELLADO, J.
Burkholderia tropica sp. nov., a novel nitrogenfixing, plant-associated bacterium.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v.54,
p.2155-2162, 2004.

RODRIGUEZ, H.; FRAGA, R. Phosphate solubilizing bacteria and their role in
plant growth promotion. Biotechnology Advances, v.17,p.319-339,1999.



62

ROMEIRO, R. S.; GARCIA, F. A. O. Inducdo de resisténcia em plantas a
patogenos por elicitadores de natureza bacteriana. In: BETTIOL, W.; MORANDI,
M.A.B. (Eds). Biocontrole de doencas de plantas: Uso e perspectivas.
Jaguaritna: Embrapa Meio Ambiente, p.85-99, 2009.

ROMEIRO, R.S. Controle bioldgico de enfermidades de plantas: fundamentos/
Viscosa. Ed.UFV, 269p. 2007 a.

ROMEIRO, R.S. Controle biologico de enfermidades de plantas: procedimentos
Viscosa. Ed.UFV, 172p. 2007b.

ROSENBLUETH, M.; MARTINEZ-ROMERO, E. Bacterial endophytes and their
interactions with hosts. American Phytopathological Society, v. 19, n. 8, p. 827-
837, 2006.

RYAN, P. R.; GERMAINE, K.; FRANKS, A.; RYAN, D.; DOWLING, D.N. Bacterial
endophytes: recent developments and applications. Federation of European
Microbiological Societies. v. 278, 1-9p. 2008.

SANTOS, J. de A. dos; SILVA, C. R. de R; CARVALHO, J. G. de; NASCIMENTO,
T. B. do. Efeito do calcario dolomitico e nitrato de potassio no desenvolvimento
inicial de mudas da bananeira Prata-Ana (AAB), provenientes de cultura in
vitro.Revista Brasileira de Fruticultura, v. 26, n.1, p. 145-149, 2004.

SANTOS, M.H.L.C.;, MARIANO, R.L.R; CAMARA, T.R; ANDRADE, A.G;
WILLADINO, L; LIMA, G.P.P. Bactérias promotoras de crescimento no
desenvolvimento de Heliconia psittacorum L.f. Hoehnea, v. 32,p. 1-8, 2005.

SCARPARE FILHO, J. A.; MINAMI, K.; KLUGE, R. A.; TESSARIOLI NETO, J.
Estudo do primeiro ciclo produtivo da bananeira ‘Nanicdo’ (Musa sp.)
desenvolvida a partir de diferentes tipos de mudas. Scientia Agricola, v. 55, n. 1,
1998.

SCHWYN, B.; NEILANDS, J. B. Universal chemical assay for the detection and
determination of siderophores. Annual Biochemistry v. 160, p. 47-56, 1987.

SEMAL, J. Somaclonal variations and crop improvement. Dordrecht: Martinus
Nijhoff. p. 8-13. 1986.

SESSITSCH, A.; COENYE, T.; STURTZ, A. V.; VANDAMME, P. BARKA, E.A.
SALLES,J. F.; van ELSAS, J. D.; FAURE, D.; REITER, B.; GLICK, B. R.
Burkholderia phytofirmans sp. nov., a novel plant-associated bacterium with plant-
beneficial properties. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 55,p. 1187-1192, 2005.

SHIOMI, H. F.; MELO, I.S. de; MINHONI, M. T. A. Selecdo de bactérias
endofiticas com acdo antagbnica a fitopatdgenos. Scientia Agréria, v.9, n. 4,
p.535-538. 2008.

SHIOMI, H. F. Efeito de bactérias endofiticas do cafeeiro no controle da ferrugem.
Dissertacdo Mestrado em agronomia/Protecdo de Plantas. 58p. Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista. Botucatu, 2004.



63

SILVA, H.S.A.; BETTIOL, W.; TERRASAN, C.R.F.; TOZZI, J.P.L.; MELO, LS,
NUNES, F.V. Microrganismos endofiticos: potencial de uso como agentes de
biocontrole da ferrugem do cafeeiro. Jaguariina: Embrapa Meio Ambiente.
Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, n. 38, 25p. 2006.

SILVA, J.R.C. Bactérias endofiticas no controle da mancha Xanthomonas
vesicatoria e a da pinta preta do tomateiro. 160 p. Dissertagdo Mestrado em
Fitopatologia Universadade Federal de Lavras: Lavras, 2004.

SILVA, M. de C.A. da; TARSITANO, M. A. A; BOLIANI, A. C. Analise técnica e
econbmica da cultura da banana Maca (Musa spp.) ha regido noroeste do Estado
de S&o Paulo. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 27, n. 1, p.1399-142. 2005.

SILVA, S. de O. e; ALVES, E. J.; LIMA, M. B.; SILVEIRA J. R. da S. Bananeira. In:
BRUCKNER C. H. (Ed). Melhoramento de Fruteiras Tropicais.Vigosa: UFV,
p.101-157. 2002.

SILVEIRA, E.B.; GOMES, A.M.A; MARIANO, R.L.R.; SILVA NETO, E.B.
Bacterizagdo de sementes e desenvolvimento de mudas de pepino. Horticultura
Brasileira, v.22, n.2, p.217-221, 2004.

SIMAO, S. Manual de Fruticultura. S&o Paulo, Agrondmica Ceres, 530p. 1971.
SIMMONDS, N. W. Los platanos. Barcelona: Blume, 539 p. 1973.

SIVAMANI, S.; GNANAMANICKAM, S. S. Biological control of Fusarium
oxysporum f. sp. cubense in banana by inoculation with Pseudomonas
fluorescens, Plant and Soil, v. 107, n.1,p.3-9, 1988.

SYNDER, W. C.; HANSEN,H.N. Species concept, genetics, and pathogenicity in
Hypomyces solani. Phytopatology, v.44, p. 338-342, 1953.

SOTO BALLESTERO, M. Bananas: cultivo y comercializaciéon. 2. ed. San José:
Litografia e Imprensa LIL, 674 p. 1992.

SOUZA, A. S.; SHEPHERD, K.; SOUZA, F. V. D.; ZAIDAN, H. A.
Micropropagacao e variacdo somaclonal de bananeira (Musa spp.). In: Encontro
Brasileiro de Biotecnologia Vegetal, 1., Brasilia, 1993. Resumos. Brasilia:
EMBRAPA, p. 77. 1993.

STEINER, U.; SCHONBECK, F. Induced disease resistance in monocots. In:
HAMMERSCHIMIDT, R.; KUC, J. (Eds). Induced resistance to disease in plants
Developments in Plant Pathology, v4.p. 86-110, 1995.

STICHER, L.; MAUCH-MANI, B.; METRAUX, J. P. Systemic acquired resistance.
Annual Review of Phytopathology. v.35, p. 235-270, 1997.

STROBEL, G.A. Rainforest endophytes and bioactives products. Critical Rewiew
in Biotechnology, v.22, n.4,p.315-333, 2002.


http://www.springerlink.com/content/0032-079x/

64

STROBEL, G.; DAISY, B. Bioprospecting for microbial endophytes and their
natural products. Microbiology and Molecular Biology Reviews. v.67: p.491-
502,2003.

STURTZ, A. V. The role of endophytic bacteria during seed piece decay and
potato tuberization. Plant and Soil, v. 175, p. 157-263, 1995.

STURTZ, AV., CHRISTIE, B.R., MATHESON, B.G., NOWAK, J. Biodiversity of
endophytic bacteria which colonize red clover nodules, roots, stems and foliage
and their influence on growth. Biology and Fertility of Soils, v.25, p.13-19, 1997.

STURTZ, A.V., CHRISTIE, B.R., NOWAK, J. Bacterial endophytes: potential role
in developing sustainable systems of crop production. Critical Reviews in Plant
Sciences, v.19, p. 1-30, 2000.

STURZ, AV.; CHRISTIE, B.R.; MATHESON, B.G. Associations of bacterial
endophyte populations from red clover and potato crops with potential for
beneficial allelopathy. Canadian Journal of Microbiiology,v.44,p. 162-167, 1998.

TEIXEIRA, M. A.; MELO, I. S.; VIEIRA, R. F.; COSTA, F. E. C.; HARAKAVA, R.
Micro-organismos endofiticos de mandioca de areas comerciais e etnovariedades
em trés estados brasieliros. Pesquisa Agropecuéaria Brasileira, v.42, n.1, p.43-
49, 2007.

TING, AS.Y; MEON, S; KADIR, J; RADU, S; SINGH, G. Endophytic
microorganisms as potential growth promoters of banana. BioControl, v. 53, n.3,
20009.

VAN PEER, R., NIEMANN, G.J., SCHIPPERS, B. Induced resistance and
phytoalexin accumulation in biological control of Fusarium wilt of carnation by
Pseudomonas sp. strain WCS417r. Phytopathology, v.81, p.728-734, 1990.

VAZQUEZ, P.; HOLGUIN, G.; PUENTE, M. E.; LOPEZ-CORTEZ, A.; BASHAN, Y.
Phhosphate-solubilizing microrganisms associated with the rhizosphere of
mangroves in a semiarid coastal lagoon. Biology and Fertility of Soils, v.30,
p.460-468, 2000.

VERHAGEN, B.W.M.; GLAZEBROOK, J.; ZHU,T.; CHANG, H.S.; VAN LOON,
L.C.; PIETERSE, C.M.J. The transcriptome of rhizobacteria-induced systemic
resistance in Arabidopis. Molecular Plant-Microbe Interactions, v.18, p.895-908,
2004.

VERMA, S.C.; LADHA, J.K.;TRIPATHI, A.K. Evaluation of plant growth promoting
and colonization ability of endophytic diazotrophs from deep water rice. Journal of
Biotechnology, v. 91, p.127-141, 2001.

VIEIRA, D. P. Esperam-se progressos na bananicultura. AGRIANUAL 2005:
Anuario Estatistico da Agricultura Brasileira, Sao Paulo, p. 221-225, 2004.

VIEIRA, L.M. Banana. EPAGRI/CEPA. 2009. www.cepa.epagri.sc.gov.br
Acessado em: 27 de dezembro de 2010.



65

WANG, Y.Q.; OHARA, Y.; NAKAYASHIKI, H.; TOSA, Y.; MAYAMA, S. Microarray
analysis of the gene expression profile induced by the endophytic plant growth-
promoting rhizobacteria, Pseudomonas fluorescens FPT9601-T5 in Arabidopsis.
Molecular Plant-Microbe Interactions, v.18,p. 385-396, 2005.

WEBER, 0O.B.: BALDANI,J.I..DOBEREINER, J. Bactérias diazotréficas em mudas
de bananeira. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v.35, n.11, p.2277-2285, 2000.

WEBER, O. B.; MUNIZ, C. R.; VITOR, A. O.; FREIRE, F. C. O.; OLIVEIRA, V. M.
Interaction of endophytic diazotrophic bacteria and Fusarium oxysporum f. sp.
cubense on plantlets of banana ‘Maga’. Plant and Soil, n.1-2, v.298, p.47-56.
2007.

WELLER DM. Biological control of soilborne plant pathogens in the rhizosphere
with bacteria. Annual Review of Phytopathology,v. 26, p.379-407, 1988.

WHITESIDES, S.K.; SPOTTS, R.A. Frequency, distribution and characteristics of
endophytic Pseudomonas syringae in pear trees. Phytopathology, v.81, p.453-
457,1991.

ZAIDAN, H. A.; BROETTO, F.; OLIVEIRA, E. T.; GALLO, L. A.; CROCOMO, 0. J.
Influence of potassium nutrition and the nitrate/ ammonium ratio on the putrescine
and spermidine contents in banana vitroplants. Journal of Plant Nutriton, v 22, n.
7, 1999.

ZAMBOLIM, L.; VALE, F. X. R.; MONTEIRO, A. J. A.; COSTA, H. Controle de
doencas de plantas fruteiras, v. 2, 1309 p. 2002.



