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RESUMO

Luquine, L.S. Aplicacdo conjunta de rizobactérias e bactérias endofiticas

para o biocontrole do mal-do-Panama da bananeira

O Brasil é o quinto maior produtor mundial de banana, com produg&o em torno de
7,2 milhdes de toneladas. Dentre as doencas que acometem a bananeira, o0 mal-
do-Panama € considerada uma das mais destrutivas, provocando perdas
elevadas. A associacdo de plantas com bactérias benéficas pode promover o
biocontrole de doencas, diminuindo o impacto dos agrotdxicos no meio ambiente.
Com o objetivo de avaliar a acao conjunta de bactérias rizosféricas e endofiticas
quanto a capacidade de atuar com diferentes mecanismos de acdo, foram
conduzidos ensaios em laboratério para detectar bactérias capazes de produzir
compostos volateis, produzir quitinase e atuar de forma a controlar o Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) em discos de rizoma de bananeira. De um total
de 317 isolados bacterianos avaliados, observou-se que oito produzem
compostos volateis e dezenove sd@o quitinoliticos. Das vinte e sete testadas em
discos de rizoma, quinze reduziram significativamente a &area colonizada pelo
fungo. Os isolados selecionados nos testes in vitro foram testados em
combinacdo em mudas micropropagadas de bananeira em casa de vegetacéo. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5x2x2, com cinco combinacdes de isolados, duas variedades (Macéa e
Prata And), e duas épocas de aplicacdo dos tratamentos. Foi possivel verificar no
ensaio in vivo diferenca significativa entre os tratamentos e o numero de
aplicagdes, nas duas cultivares. Mudas tratadas com a combinag&o de bactérias 1
(APC51 + PAO5 + APCTY), apresentaram reducgédo significativa da severidade da
doenca quando receberam duas aplicagcbes de tratamento. Essa combinagéo de
isolados proporcionou a reducédo na severidade do mal-do-Panaméa em até 54 %
na cultiva Prata Ana e 46 % na cultivar Mac¢a. Portanto o presente estudo revelou
que rizobactérias e bactérias endofiticas quando utilizadas em combinacdo tém

potencial para atuarem no controle de doencas de plantas.

Palavras-chaves: Musa spp., murcha vascular, sinergismo.



ABSTRACT

Luquine, L.S. Combined application of rhizobacteria and endophytic bacteria

for biocontrol of the fusarium wilt of banana

Brazil is the fifth largest producer of banana, producing around 7.2 million tonnes.
Among the diseases affecting banana, mal-do-Panama is considered one of the
most destructive, causing heavy losses. The association of plants with bacteria
can promote the biocontrol of diseases, reducing the impact of pesticides on the
environment. Aiming to evaluate the joint action of rhizospheric and endophytic
bacteria as the ability to act with different mechanisms of action, laboratory tests
were conducted to detect bacteria able to produce volatile compounds, producing
chitinase and act to control Fusarium oxysporum f . sp. cubense (Foc) in banana
rhizome discs. From a total of 317 bacterial isolates evaluated, eight and nineteen
produce volatile compounds are chitinolitic. The twenty-seven tested discs
rhizome, fifteen significantly reduced the area colonized by the fungus. The
selected isolates in vitro tests were tested in combination with micropropagated
banana plantlets in the greenhouse. The experimental design was completely
randomized in a factorial 5x2x2, with five combinations of isolates, two varieties
(Maca and Prata And), and two treatment moments. It was verified in in vivo tests
significant difference between treatments and the number of applications for both
cultivars. Seedlings treated with the combination 1 (PA05 + APC51 + APC?7),
showed significant reduction in disease severity when given two treatment
applications. This combination of isolates yielded a reduction in the severity of the
fusarium wilt in up to 54% in Prata And cultivar and 46% in Maga cultivar.
Therefore, the present study showed that rhizobacteria and endophytic bacteria

when used in combination have the potential to act in controlling doecas plant.

Keywords: Musa spp., vascular wilt, synergism.



INTRODUCAO

A bananeira, Musa spp., € uma das fruteiras mais consumidas e mais
produzidas no Brasil colocando o pais em quinto lugar entre os principais
produtores mundiais. De acordo com dados da FAO, a producéo brasileira em
2009 foi de 7,2 milhdes de toneladas, em uma area aproximada de 512 mil
hectares. O Nordeste se destaca como principal regido produtora, tendo o estado
da Bahia como seu maior produtor e segundo maior em nivel nacional, perdendo
apenas para o estado de Sao Paulo (IBGE, 2011).

No entanto, a produgéo de banana pode ser comprometida devido a fatores
como incidéncia de pragas e doencas. As doencgas sao causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides que provocam perdas consideraveis. Dentre as
doencas fungicas, o mal-do-Panama causado pelo fungo habitante do solo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, é considerada uma das mais destrutivas,
provocando perdas elevadas, sendo fator limitante ao cultivo de variedades
apreciadas pelo mercado, como € o caso da banana Maca.

Estratégias para o controle do mal-do-Panama incluem o uso de
variedades resistentes ja que até o momento ndo existe controle quimico.
Todavia, o melhoramento genético em bananeira é considerado complexo e
demorado, devido as caracteristicas da cultura. Desta forma, medidas
alternativas, como o uso de agentes de controle biologico, devem ser estudadas
no sentido de minimizar as perdas provocadas pela doencga.

Um grande numero de estudos com micro-organismos benéficos, como as
rizobactérias e bactérias endofiticas, tém sido realizados com a intencdo de
melhorar o desempenho de mudas no campo, e que podem ser empregadas para
o incremento da producéo agricola, como promotoras do crescimento de plantas e
como agentes de biocontrole de doengas.

Nesse sentido, bactérias rizosféricas e endofiticas podem favorecer o
desenvolvimento vegetal por meio de véarios mecanismos de agdo, como
producdo de substéncias reguladoras do crescimento, aumento na
disponibilizagdo de nutrientes na rizosfera, bem como pela supressdo de
fitopatdgenos neste ambiente. A supressdo de patdbgenos pode ocorrer pela
producdo de sideroforos, antibidticos, competicdo, seja ela por nichos ecoldgicos
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OU por espaco e nutrientes, predatismo ou parasitismo e inducdo de resisténcia
(LUGTENBER e KAMILOVA, 2009). Outros importantes mecanismos de
supressao de patdgenos por rizobactérias sdo a producdo de enzimas liticas tais
como quitinases e [-1,3-glucanases, que degradam a quitina e o0 glucano
presentes na parede celular de células fungicas, a producao de acido cianidrico
(HCN) e a degradacédo de toxinas produzidas pelos patdogenos (RAMAMOORTHY
et al., 2001).

Neste trabalho serdo abordados, na forma de uma breve reviséo
bibliografica, aspectos gerais e econdbmicos da cultura da bananeira,
caracteristicas gerais do F. oxysporum f. sp. cubense, e o potencial de uso de
bactérias como agentes de biocontrole. O trabalho apresentado no capitulo 1
baseou-se na hip6tese que rizobactérias e bactérias endofiticas de bananeira
serem capazes de reduzir a incidéncia e a severidade do mal-do-Panama, quando
aplicadas individualmente ou em combinacao. Diante deste contexto, 317 isolados
bacterianos pertencentes a colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo e
Residuos Orgéanicos da Embrapa Mandioca e Fruticultura, oriundos de plantas
sadias de bananeira foram testados in vitro para o biocontrole de F. oxysporum f.
sp. cubense. Os isolados mais promissores foram avaliados posteriormente em
um ensaio de biocontrole in vivo com mudas micropropagadas de bananeira das

cultivares Maca e Prata Ana.



REVISAO DE LITERATURA

1 - A cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.), encontra-se classificada botanicamente na classe
das Liliopsida (Monocotiledbneas), subclasse Zingiberidae, ordem Scitaminales,
Familia Musaceae. A familia Musaceae compreende trés subfamilias:
Strelitzoideae, Helicinoideae e Musoideae e esta Ultima pertencem os géneros
Ensete e Musa. O género Musa engloba o grupo das bananeiras com frutos
comestiveis (SIMMONDS, 1960). Segundo Borges e Souza (2004), é uma planta
herbacea, apresenta caule subterraneo (rizoma), sistema radicular fasciculado,
pseudocaule formado por bainhas foliares, terminando em uma copa de folhas
compridas e largas e o numero de frutos que produz depende da variedade.

A bananeira tem origem na Asia, sendo posteriormente disseminada para
varias partes do mundo, com destaque para paises de clima tropical e subtropical,
onde encontrou condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento (NELSON et al.,
2006).

A banana é um alimento rico em vitaminas A, B e C, minerais, como célcio,
potassio e ferro (VIEIRA, 2009). O fruto € muito apreciado 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).

O Brasil em 2009 produziu 7,2 milhdes de toneladas de bananas,
ocupando o quinto lugar no ranking mundial, atrds de india, Filipinas, China e
Equador (FAO, 2011). O Nordeste brasileiro representou 37,3% dessa produgéo,
tendo o estado da Bahia como seu maior produtor (40,2%) e segundo maior em
nivel nacional (15,3%), perdendo apenas para o estado de Sao Paulo (18,5%)
(IBGE, 2011).

A bananicultura possui elevada importancia social e econémica. Na regido
Nordeste do Brasil, € uma das principais exploracdes agricolas entre as fruteiras,
assumindo importancia fundamental por seu valor na alimentacao, na fixacao de
mao-de-obra no meio rural e por gerar divisas para o Pais (GOMES et al., 2004).
Na Bahia a produgéo de banana estd concentrada na agricultura de base familiar,
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que representa 60 % dos produtores rurais, na faixa dos 50 ha, garantindo
emprego e renda, gerando aproximadamente, 14 mil empregos diretos e 20 mil
indiretos (NOTICIAS DA BAHIA, 2008).

Em todo o Brasil sdo encontradas condi¢des edéaficas favoraveis para o
cultivo da banana (BORGES & SOUZA, 2004) desde a faixa litoranea até os
planaltos do interior, 0 que deixa o pais entre os maiores produtores mundiais
(NOMURA e FUZITANI, 2005). Porém, a producdo ainda sofre perdas
consideraveis devido a deficiéncia nutricional, manejo da cultura inadequado e a
ocorréncia de pragas e doencas.

Em muitos estados brasileiros, depois da laranja, a bananeira € a fruteira
mais cultivada, com expressiva quantidade produzida e area plantada (VIEIRA,
2009). Entre as variedades mais cultivadas estdo: Macga, Pacovan, Prata Ang,
Terra (mercado interno) e Nanica, Nanicdo e Grande Naine (exportacdo) (SILVA
et al., 2004).

As cultivares do tipo Prata sdo responsaveis por aproximadamente 60% da
area cultivada com bananeira no Brasil. Apresentam normalmente porte alto e
frutos de sabor doce a suavemente acido, a excecao da ‘Prata-Ana’ (‘Enxerto’),
mutante da ‘Branca’ (LICHTEMBERG et al., 1998), que possui porte médio.

A banana ‘Maca’ é a preferida pela maioria dos consumidores em razao de
seu paladar, obtendo maiores precos no mercado. Todavia, devido a sua alta
suscetibilidade ao mal-do-Panama, esta sendo dizimada de norte a sul do pais
(SILVA et al., 1999).

2 - Mal-do-Panaméa

Dentre as doencas provocadas por fungos, o mal-do-Panama é
considerada uma das mais destrutivas que acomete a bananeira, provocando
perdas elevadas, e sendo fator limitante ao cultivo de variedades apreciadas pelo
mercado, como a Maca (altamente suscetivel), Prata Comum e Prata Ana
(suscetivel) (CORDEIRO et al., 2004).

O mal-do-Panama é causado pelo fungo habitante do solo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder e Hansen (1953), descrito pela
primeira vez em 1874, na Australia. Entretanto, tornou-se uma doenca de

importancia apds sua detecgdo no Panama em 1904, e durante muitos anos foi a
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principal doenca da bananicultura, sendo responsavel pela destruicdo de grandes
plantacdes comerciais em muitos paises do mundo (FERNANDES et al., 2006).
No Brasil, foi inicialmente verificada em 1930 no municipio de Piracicaba (S&o
Paulo) e nos dias atuais pode ser encontrada em todas as regides do mundo que
produzem a banana (NOGUEIRA, 2002).

O mal-do-Panamé, quando ocorre em cultivares altamente suscetiveis,
como a banana ‘Macéd’, provoca perdas de até 100 % na producgédo. Ja na cultivar
‘Prata’, que apresenta menor suscetibilidade, a incidéncia do mal-do-Panama,
geralmente, situa-se, em torno de 20 % (CORDEIRO, 2000).

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

A penetragéo do F. oxysporum f. sp. cubense, ocorre através das raizes da
planta, seguindo pelo xilema. Os microconidios invadem os tecidos condutores,
blogueando o movimento da agua no sistema vascular da planta. Os esporos
germinam e continuam sua expanséao pelo xilema (JONES, 2000).

As plantas infectadas exibem externamente um amarelecimento
progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, comecando pelos bordos
do limbo foliar e evoluindo no sentido da nervura principal. Em seguida, as folhas
murcham e quebram junto ao pseudocaule dando aparéncia de um guarda-chuva
fechado. Verificam-se ainda descoloragéo vascular e rachaduras no pseudocaule
(KUPPER, 2005; CORDEIRO et al., 2004). Internamente, pode-se observar
coloracdo pardo-avermelhada provocada pela presenca do patdégeno nos vasos,
que se inicia na area periférica em dire¢cdo ao centro da bainha (CORDEIRO et
al., 2004). 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.

O principal meio de disseminacao do fungo ocorre via mudas infectadas.
Em nivel local, essa pode também ocorrer pela agua de irrigacdo, de drenagem e
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de inundacédo, implementos agricolas, homens e animais. Deve-se incluir,
também, a disseminacdo pelo vento e pelo contato de raizes com rizomas,
pseudocaule e raizes infectadas, dada a intensa producado de inéculo no rizoplano
e em areas circunvizinhas (CORDEIRO et al., 2005).

Estratégias para o controle do mal-do-Panama incluem o uso de
variedades resistentes, a depender do mercado consumidor e do destino da
producdo. Todavia, o melhoramento genético em bananeira é considerado
complexo e demorado, devido as caracteristicas da cultura. O controle quimico
nao é eficiente (SILVA et al., 2004a). Desta forma, medidas alternativas, como o
controle biolégico, devem ser estudadas no sentido de minimizar as perdas
provocadas pela doenca.

Foi constatado o controle por hiperparasitismo por 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 deformacdo do micélio e consequentemente reducdo do potencial
patogénico do fungo.

Lian 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.

3 — Bactérias benéficas na agricultura

Em associagdo com as plantas, os micro-organismos podem ter efeito
deletério, nulo ou benéfico. Entre os micro-organismos cultivaveis, de acordo com
Romeiro (2007) estima-se que uma pequena parcela possa ter algum efeito
benéfico quando associada a planta. Segundo Chen et al. (1996), ndo mais do
gue 2 % do total de micro-organismos existentes, considerando micro-organismos
rizosféricos, endofiticos e epifiticos sdo benéficos.

A associagcdo entre rizobactérias e raizes de plantas, varia com a
capacidade de mobilidade da bactéria, adesdo a raiz e taxa de liberacdo dos
exsudatos pelas raizes (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009). De acordo com a

localizacdo nas raizes as bactérias podem ser classificadas em, rizobactérias -
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vivem proximas ou colonizando a rizosfera e bactérias endofiticas — residentes de
espacos intercelulares e/ou dentro de células (GRAY e SMITH, 2005). As
rizobactérias possuem sistemas eficazes de captacdo de compostos organicos
eliminados pela raiz, enquanto, as endofiticas tem acesso direto aos compostos
organicos presentes no apoplasto (TILAK et al., 2005).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas ou PGPR (plant
growth-promoting rhizobacteria) constituem um grupo muito amplo de micro-
organismos, uma vez que, sob essa designacao, incluem-se quaisquer bactérias
gue vivam na rizosfera e afetem beneficamente o crescimento de uma ou mais
espécies vegetais (FREITAS, 2007). Este grupo de bactérias € considerado
importante, pois parte destes micro-organismos € capaz de promover o controle
biolégico de agentes causadores de enfermidades em plantas, sendo
investigados em todo o mundo com vistas a reducdo do uso de agrotoxicos na
agricultura (ROMEIRO & GARCIA, 2009).

Essas bactérias tém sido estudadas em uma extensa variedade de plantas
de interesse agricola, tais como, banana (PAIXAO, 2008), citros (ARAUJO et al.,
2001; AMORIM & MELO, 2002), milho (ARAUJO et al., 2000), batata (REITER et
al., 2002), trigo e sorgo (ZINNIEL et al., 2002), feijdo (SILVEIRA et al., 1995),
cacau (SILVA, 2007); tomate (SILVA et al.,, 2004b, SOARES et al.; 2010), entre
outras.

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

No trabalho realizado por Ladeira (2004) avaliou-se o potencial de 11
isolados de rizobactérias no controle da mancha foliar, com resultado positivo de
todos os isolados para o teste in vitro, destacando-se para o teste in vivo o isolado
FL2. Amorim e Melo, (2002) testaram o potencial antagdnico de 33 rizobactérias
contra Phytophthora parasitica e Phytophthora cytrophthora, verificando que todos

os isolados proporcionaram redugéo da podridao radicular do citrus. Idris et al.



(2007) utilizaram rizobactérias para o controle da podriddo da raiz em sorgo,
incitada por Fusarium oxysporum, via tratamento do solo.

A supressédo de patdgenos por rizobactérias pode ocorrer pela producao de
sideréforos, enzimas, antibiéticos, competicdo, seja ela por nichos ecoldgicos ou
por espagco e nutrientes, predatismo ou parasitismo e inducdo de resisténcia
(LUGTENBER e KAMILOVA, 2009). Tais mecanismos de biocontrole influenciam
na capacidade de colonizagdo, sobrevivéncia e, consequentemente, na atividade
do patodgeno.

A combinacdo de diferentes mecanismos de acao pela aplicagcdo de
rizobactérias via combinagédo de isolados pode potencializar o efeito benéfico e,
consequentemente, garantir o desenvolvimento da planta (RAUPACH e
KLOEPPER, 1998).

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

Rizobactérias sdo micro-organismos capazes de atuarem na promoc¢ao de
crescimento (HARTHMANN et al., 2010) e no controle biolégico de doencas de
plantas (LUZ, 2001). Géneros como Azospirilum, Acinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e
Serratia, ja foram descritos por serem capazes de exercer algum efeito benéfico
no crescimento das plantas (TILAK et al., 2005).

Os efeitos benéficos exercidos pelas rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas podem ser conseguidos de forma direta pelo estimulo ao
crescimento da planta, principalmente na auséncia dos micro-organismos
patogénicos, ou de forma indireta, pela protegcdo microbiologica (BERNARDES,
2006).

A promocéao direta do crescimento das plantas pela acdo de rizobactérias
ocorre por meio da producdo de &cido cianidrico, reguladores de crescimento

vegetal, enzimas, mineralizacdo de nutrientes, solubilizagdo de fosfatos, fixagcéo
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do nitrogénio e aumento da absorcdo pelas raizes, entre outros. A promocao
indireta do crescimento ocorre quando as rizobactérias atuam como agentes de
controle biolégico pela producgéo de acido cianidrico, bacteriocinas e antibiéticos,
competicdo por espaco, producdo de sideréfaros e competicdo por outros
nutrientes, parasitismo, inducéo de resisténcia e protecédo cruzada (MARIANO et
al., 2004). Apesar dessa divisdo, o agente de controle biolégico pode atuar por
mais de um mecanismo aumentando assim suas chances de sucesso (BETTIOL,
1991).

Sao considerados micro-organismos endofiticos, incluindo bactérias e
fungos, aqueles que colonizam os tecidos internos das plantas por todo seu ciclo
de vida ou parte dele, e sem causar danos aparentes (WILSON, 1995). No inicio
dos anos setenta, micro-organismos endofiticos eram considerados neutros, nao
causando danos ou beneficios as plantas, mas sabe-se, atualmente, que esses
micro-organismos em muitos casos desempenham um papel importante na
protecdo de plantas contra predadores e/ou patégenos (AZEVEDO et al., 2000).

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).

Benchimol et al. (2000) testaram o efeito de bactérias endofiticas isoladas
de plantulas de pimenta-do-reino na reducdo da mortalidade causada por
fusariose, enfermidade provocada pelo fungo Fusarium solani, e detectaram que a
espécie Methylobacterium radiotolerans controlou o patégeno, causando reducao
significativa do numero de plantas mortas (BENCHIMOL et al., 2000).

No trabalho de Shiomi et al. (2006), foram selecionados isolados de
bactérias endofiticas de folhas e ramos de cafeeiro com potencial para o controle
bioldgico da ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix. Alguns
isolados foram eficientes em controlar a ferrugem do cafeeiro, embora outros
tenham aumentado a severidade da doenca.

Silva et al. (2008) selecionaram isolados de bactérias endofiticas de
diferentes espécies e géneros obtidos de folhas e haste de tomateiro e pimentao
para o controle da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae) do tomateiro; as
espécies bacterianas mais eficazes na reducéo da severidade da pinta bacteriana

foram Acinetobacter johnsonii, Bacillus pumilus, Paenibacillus macerans, Bacillus
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sphaericus, B. amyloliquefaciens e Staphylococcus aureus. Mais de 50% dos
isolados eficazes na reducéo da severidade foram da espécie Bacillus pumilus.

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.

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 doenca em mais de 85 % quando
inoculado 72 horas antes da inoculagédo do patdégeno Hemileia vastatrix.

Os micro-organismos endofiticos sdo originados de comunidades epifiticas
da filosfera e da rizosfera, podendo ser encontrados ndo apenas nas partes areas
dos vegetais, mas também em raizes que sdo sua principal porta de entrada.
Uma vez estabelecidos dentro dos tecidos, micro-organismos endofiticos podem
ser transmitidos pela propagacéo vegetativa da planta por sucessivas geracoes
(DONG et at., 1994). O modo de dispersao das bactérias endofiticas pode ser via
sementes, propagacao vegetativa, partes mortas da planta ou insetos (BALDANI,
1997).

Os micro-organismos endofiticos penetram na planta, inicialmente através
da raiz; entretanto, partes aéreas das plantas, como as flores, caules e
cotilédones podem também ser portas de entrada. Uma vez no interior da planta
essas bactérias podem se localizar no ponto de entrada ou se dispersar de forma
sisttmica (ZINNIEL et al.,, 2002). Bactérias endofiticas parecem penetrar
ativamente nos tecidos de plantas com o auxilio de enzimas hidroliticas como
celulases e pectinases, além de aberturas naturais ou provocadas por injurias
(QUADT-HALLMANN et al., 1997).

O fato de essas bactérias serem capazes de colonizar os tecidos internos
das plantas Ihes conferem vantagens sobre outros micro-organismos por poderem
sobreviver em um ambiente mais uniforme onde sdo menos afetadas pela
temperatura, potencial osmotico e radiacdo ultravioleta (LODEWYCKX et al.,
2002).

As bactérias endofiticas podem ser classificadas em: passageiras,
oportunistas e competentes. As passageiras habitam o solo e eventualmente

conseguem entrar na planta por feridas, por exemplo. Ao entrar pela raiz ficam
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restritas ao cortex. As oportunistas sao bactérias que estabelecem uma troca de
sinais quimicos com a planta e geralmente colonizam o exterior da raiz. Por uma
oportunidade, podem entrar na raiz, ficando geralmente restritas ao cortex assim
como as passageiras. As competentes sao aquelas que respondem aos sinais
guimicos das raizes, se adaptando muito bem ao ambiente interno da planta.
Conseguem colonizar, além do cortex, outros tecidos da raiz, tecidos vasculares,
podendo colonizar toda a planta (HARDOIM et al., 2008).

Além das bactérias endofiticas serem potenciais agentes de biocontrole,
por apresentarem um nicho ecologico similar a fitopatdbgenos (RYAN, 2008) e
muitas produzirem compostos antimicrobianos (DOBBELAERE et al., 2003),
podem trazer muitos outros beneficios as plantas: sintese e liberacdo de analogos
de reguladores de crescimento como &cido indolacético (AIA), citocininas e
giberelinas (BHATTACHARJEE et al., 2008), incremento na tomada de nutrientes,
aumento de resisténcia a estresse hidrico e osmotico e inducdo de resisténcia
sistémica na planta (DOBBELAERE et al., 2003). Na maioria dos géneros de
bactérias endofiticas, a producdo de auxinas, etileno e citocininas, 0 aumento da
absorcdo de agua e nutrientes bem como a supressdo de micro-organismos
deletérios séo responsaveis pela promocao de crescimento da planta (MARIANO
et al., 2004).

Bactérias habitantes da rizosfera também acarretam esses beneficios para
a planta. No entanto, habitar o interior do tecido vegetal € mais interessante para
a bactéria por ela estar menos vulneravel a competir com outros micro-
organismos do solo e estar protegida de muitos fatores desfavoraveis (bi6ticos e
abioticos) (BHATTACHARJEE et al., 2008).

4 - Controle biolégico de fitopatégenos

E cada vez maior e crescente a busca por alimentos saudaveis, livres de
residuos de agrotéxicos. Nesse sentido o interesse em utilizar micro-organismos
como agentes de biocontrole na agricultura tém aumentado significativamente,
devido a uma maior conscientizagdo sobre impactos ambientais, residuos em
alimentos e manejo de recursos naturais, representando uma excelente

alternativa para a reducgéo do uso de insumos quimicos (SOUZA, 2001).
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O controle biolégico de fitopatégenos é a total ou a parcial reducédo da sua
populacao por outros organismos, e ocorre rotineiramente na natureza (AGRIOS,
2004). Segundo Bettiol (1991), a doenca na planta é o resultado da interacao
entre o hospedeiro, o patdgeno, e diversos ndo patdégenos que habitam o sitio de
infeccdo, apresentando potencial para limitar a atividade do patdgeno ou
aumentar a resisténcia do hospedeiro. Para este autor, os componentes do
controle biologico sdo o patdbgeno, o hospedeiro e os antagonistas, sob a
influéncia do ambiente, todos interagindo num sistema biolégico.

Cook & Baker (1993) definem controle biolégico como a reducdo da
intensidade de indculo ou das atividades determinantes da doenca realizadas por
meio de um ou mais organismos que ndo o homem. Nesta definicdo, segundo
Junqueira e Gasparotto (1991), as atividades determinantes da doenca envolvem
crescimento, infectividade, agressividade, viruléncia e outros atributos do
patdgeno ou processos que determinam a infeccdo, o desenvolvimento dos
sintomas e a reproducao do patdgeno.

O termo organismos, como cita Cook e Baker, inclui individuos ou
populacdes avirulentas ou hipovirulentas dentro das espécies patogénicas, bem
como outros antagonistas aos patdgenos. Este termo é utilizado para designar
agentes biol6gicos com potencial para interferir nos processos vitais dos
fitopatégenos, devendo estes estar adaptados ecologicamente ao mesmo tecido
das plantas ocupado pelos patégenos, mas sendo ndo patogénicos as mesmas
(BETTIOL & GHINI, 1995). Melo & Azevedo (1998) definem o controle bioldgico
como sendo o controle de um micro-organismo por outro micro-organismo.

O controle biolégico visa manter, por meio de certas préaticas, um equilibrio
no agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patdogeno, ndo
sofra danos significativos, em funcéo da acao controladora dos organismos n&o
patogénicos do sistema (BETTIOL, 1991). Assim sendo, este método de controle
inclui praticas culturais que promovem um ambiente favoravel aos antagonistas e
a resisténcia da planta hospedeira ou ambos; o melhoramento da planta para
aumentar a resisténcia ao patdégeno ou adequar o hospedeiro para as atividades
antagbnicas de micro-organismos; a introducdo em massa de antagonistas,
linhagens nédo patogénicas ou outros organismos benéficos (CARDOSO, 1978).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos no controle biol6gico é de

fundamental importancia para aumentar as vantagens competitivas no ambiente.
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Os principais mecanismos das interacdes antagonisticas entre micro-organismos
incluem a competicdo, a antibiose e o micoparasitismo, além da inducdo de
resisténcia do hospedeiro (MOORE-LANDECKER, 1996; TRONSMO &
HJELJORD, 1998).

Algumas rizobactérias sado capazes de induzir resisténcia sistémica em
plantas. A ISR (Induced Systemic Resistance) pode ser definida como um
processo de defesa ativa da planta, em que esta utiliza multiplos mecanismos
induzidos sistemicamente por rizobactérias e que se apresenta eficiente contra
uma variedade de patdgenos de plantas (LUZ, 1996). Alguns dos mecanismos
propostos para inducdo de resisténcia sisttmica em plantas por rizobactérias
incluem varios processos fisiologicos, tais como: aumento da producdo das
proteinas sollveis em &cido (ZDOR & ANDERSON, 1992), acumulo de
fitoalexinas (VAN PEER et al.,, 1991), lignificacdo (HOFFLAND & BIK, 1993),
producdo de &acido salicilico em baixa concentracdo de ferro (LEEMAN et al.,
1995).

Outros importantes mecanismos de supressdao de patdégenos por
rizobactérias sdo a producdo de enzimas liticas que atuam na lise de células
fungicas, como quitinases e B-1,3-glucanases, que degradam a quitina e o
glucano presentes nas paredes das células fungicas e a degradacao de toxinas
produzidas pelos patdégenos (BERG et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).

Espécies de bactérias endofiticas também foram relatadas como
importantes fontes de agentes de biocontrole (KAVINO et al., 2007). A utilizac&o
de bactérias endofiticas como agentes de controle biolégico deve-se a
capacidade de colonizarem ambientes similares aos de patdgenos de plantas
(HALLMANN, et al.,1997). Bactérias endofiticas podem atuar como antagonistas
aos fitopatdgenos por meio de antibiose, competicdo por nutrientes, inducdo de
resisténcia sistémica, producdo de enzimas hidroliticas e exclusdo de nicho
(ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Bactérias endofiticas podem interferir indiretamente no crescimento de
fitopatégenos via inducdo de resisténcia sistémica. Contudo, existem poucos

estudos relacionando inducéo de resisténcia sistémica e bactérias endofiticas.
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MATERIAL E METODOS

Foram testados 317 isolados, sendo 99 rizobactérias e 218 bactérias
endofiticas obtidas de fragmentos de raizes, pseudocaule e folhas de bananeira,
apresentando bom estado fitossanitario, das cultivares ‘Prata And’ e ‘Prata
Comum’ do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
localizada no municipio de Cruz das Almas, Bahia. Esses isolados fazem parte da
colecdo do Laboratorio de Microbiologia do Solo e Residuos Orgéanicos - Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

1. Producéo de compostos volateis inibidores de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense por bactérias

Verificou-se a producdo, pelos antagonistas, de compostos volateis
inibidores do crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) pelo
método baseado em Bharat et al. (1980), que consistiu em utilizar placas
sobrepostas, espalhando-se 100 yL de cada suspensao bacteriana sobre o meio
Nutriente Agar (NA) em placa de Petri, de forma a produzir uma camada de
células na superficie do meio. Apés o crescimento das bactérias a 25 °C, foi
depositado um disco do micélio do patégeno com 7 mm de didmetro sobre o meio
no fundo de outra placa contendo meio BDA. As tampas foram removidas e as
duas placas unidas, seladas com filme de PVC e incubadas em temperatura de
25 °C. O ensaio foi realizado em triplicata. Placas contendo apenas o Foc foram
utilizadas como controle.

As placas foram incubadas a 25 °C, até que o micélio do fungo na placa
controle atingisse o crescimento maximo. Todas as placas foram fotografadas
com camera digital, para mensuragéo do crescimento radial do micélio, através do
software ImageTool v.3.0 (UTHSCSA, University of Texas Health Science Center,
San Antonio).

Foram considerados apenas os isolados bacterianos que reduziram a area

de crescimento micelial do patdgeno nas trés repeticdes.
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2. Producéo de quitinase por bactérias antagonistas a Fusarium oxysporum

f. sp. cubense

Para deteccdo da produgcdo de quitinase, foi utilizado a metodologia
descrita por Renwick et al. (1991), onde os isolados bacterianos foram
multiplicados em meio de sais minerais agar (Tuite, 1969), suplementado com
quitina coloidal, como unica fonte de carbono. Posteriormente, os isolados
bacterianos foram semeadas em pontos distintos da superficie do meio e
incubadas a 25 °C durante 10 dias, sendo utilizadas quatro repeticdes para cada
tratamento. Apos o periodo de incubacao, foi analisada a producdo de quitinase
constatada pela observacdo de um halo transparente ao redor da colbnia

contrastando com o restante do meio com aspecto leitoso.

3. Antagonismo de bactérias a Fusarium oxysporum f. sp. cubense em

discos de rizoma de bananeira

Neste ensaio foram usadas as bactérias selecionadas nos testes de
producdo de compostos volateis e producdo de quitinase. Rizomas originados de
plantas de bananeira da variedade ‘Maca’ apresentado bom aspecto fitossanitario,
crescidas sob condi¢bes de campo, foram escalpelados e cortados em discos de
7 cm de diametro e 1 cm de espessura. Esses passaram pelo tratamento com
alcool (50%) por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sddio (2%) por 1 minuto, em
seguida foram lavados 3 vezes com agua destilada esterilizada. Os discos
desinfestados foram colocados em caixas plasticas (11 x 11 x 3,5 cm), contendo
papel de filtro umedecido com agua esterilizada.

Todo o procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. Inicialmente
os discos receberam aplicacdo de 200 pL da suspensdo bacteriana. Para o
preparo da suspensao as culturas haviam sido incubadas por 24 h a 25 °C, e
decorrido este intervalo as colbnias foram ressuspendidas em agua destilada
esterilizada. A concentracao de cada suspensdao foi ajustada para ODs4 = 0,5 0
que correspondia a 10° ufc.mL™. Apés 48 h da aplicacéo dos isolados bacterianos
realizou-se a inoculacdo utilizando-se discos (0,7 cm) de micélio de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense com esporos mais BDA. O fungo utilizado para

inoculacao foi cultivado em BDA a temperatura de 25 °C, durante 10 dias. Para
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este ensaio o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticdes por antagonista, sendo que cada repeticdo era composta
por 3 discos. Como controle utilizaram-se discos néo tratados e discos inoculados
com Foc. Observacles didrias foram realizadas para verificar o crescimento
micelial e presenca de lesGes no rizoma. Apos 12 dias de crescimento do fungo a
25 °C, o tecido foi fotografado com camera digital e a area lesionada mensurada
com o auxilio do software ImageTool v.3.0 (UTHSCSA, University of Texas Health
Science Center, San Antonio). Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Skott-Knott (a = 5%). As analises foram

realizadas com o auxilio do programa estatistico SISVAR.

4. Antibiose reciproca entre os isolados selecionados

Os estudos relativos a producdo de substancias antimicrobianas entre os
isolados bacterianos objetivam a possibilidade do uso de combinagbes de
isolados. O teste usado foi 0o da dupla camada, adaptado de Romeiro (2007),
onde os isolados foram semeados por ponto em placas de Petri contendo meio
NA, utilizando alca de platina para depositar uma gota de cada isolado em pontos
equidistantes na superficie do meio. As placas foram entdo incubadas a 25 °C por
24 h. Adicionou-se, com pipeta esterilizada, 1 mL de cloroférmio na tampa de
cada placa por 20 minutos com as mesmas invertidas. Em seguida, as placas
foram entreabertas em ambiente asséptico durante 30 minutos para que 0s
residuos de cloroférmio fossem eliminados. Adicionou-se 0,1 mL de suspensao
aquosa de células do isolado a 5,0 mL de meio NA semi-sélido homogeneizando
em seguida. Com as placas na posicdo normal, o meio semi-solido foi vertido
sobre a superficie das placas com as colbnias ja mortas por cloroformio. Estas
placas foram incubadas a 25 °C e examinadas apos 1, 2 e 5 dias para verificar a
presenca de halos de inibicao.

5. Biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) por bactérias em

casa de vegetacao

Foram empregados os isolados selecionados nas etapas anteriores em
combinacgdes de isolados, positivos para producdo de compostos volateis (PAO5,

16



PA28, PA29, PCO5 e BRZ09), producao de quitinase (APC7, BF18, PC50, APC5
e BPC2), e no ensaio em discos de rizoma (PA40, AF9, BF19, BF31 e APC51).
Também foram acrescentados isolados antagbnicos ao Foc (106A, 262C e PC23)
selecionados por Cardoso et al. (2010), em ensaios in vitro de antagonismo direto.
As combinacdes entre os isolados compativeis resultaram nos tratamentos: T1
(APC51 + PAO5 + APC7), T2 (PA40 + PA28 + PC50), T3 (BF31 + BRZ09 + BF18
+ PC23), T4 (BF19 + PA29 + BPC2 + 116A) e T5 (AF9 + PC08 + APC5 + 262C).
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x2x2, com cinco tratamentos (combinacdes de isolados), duas
variedades (Maca e Prata And), e duas épocas de aplicacdo dos tratamentos (no
momento do transplantio das mudas para tubetes plasticos e apds 30 dias da
aplicacao juntamente com a inoculacéo do Foc). Utilizaram-se seis repeticdes por
tratamento e uma muda por repeticdo. Mudas nao tratadas e mudas inoculadas

com o Foc compuseram o controle.

5.1. Preparo da suspenséo bacteriana

As culturas foram incubadas a 25 °C por 24 h em meio NA e as colbnias
ressuspendidas em &gua destilada esterilizada. A concentracdo de cada
suspensao foi ajustada em espectrofotbmetro para ODss = 0,5, 0 que

correspondia a 10° ufc mL™ .

5.2. Preparo do in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Para o preparo do inéculo, colonias de Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
(raca 1) do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
foram cultivadas durante sete dias em meio de cultura BDA (Batata-dextrose-
agar), incubadas a temperatura de 25 °C. Decorrido este periodo, adicionou-se
adgua destilada as placas e com um pincel fino procedeu-se a remocdo dos
conidios, obtendo-se uma suspensao conidial. Para a remoc¢ao de fragmentos de
micélio, a suspenséo foi filtrada utilizando-se duas camadas de gaze. Por meio de
hemacitométro tipo Neubauer, a concentracdo da suspensao conidial foi ajustada

para 10° conidios.mL™.
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5.3. Tratamento das mudas de bananeira com as combinacdes de isolados

bacterianos

Foram utilizadas mudas de bananeira das cultivares ‘Macad’ e ‘Prata Anad’
micropropagadas, na fase de aclimatacao, cultivadas em substrato composto por
uma parte de substrato vegetal Plantmax estaca: 1 parte de po de fibra de coco,
adicionados de 0,2% da férmula PG MIX e 0,2% da formula OSMOCOTE,
produzidas na CAMPO — Companhia de Promocao Agricola, localizada em Cruz
das Almas. As mudas foram transferidas para tubetes plasticos (19 cm de altura x
5,4 cm de largura), contendo 0 mesmo substrato ja descrito, onde receberam a
aplicacdo das suspensdes bacterianas previamente preparadas. A dispensa dos
isolados bacterianos combinados foi realizada pela aplicagdo de 40 mL da
suspensdo (10° ufc.mL™), no substrato de cada muda. As mudas foram mantidas

em casa de vegetacao.

5.4. Transplantio para vasos e inoculagdo de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense (Foc)

Apo6s 30 dias do tratamento das mudas com as bactérias foi realizada a
inoculacdo com Foc. As mudas foram retiradas do substrato de cultivo e suas
raizes imersas na suspensdo do inéculo contendo 10° conidios.mL™, por 20
minutos. Em seguida, foram transplantadas para vasos com capacidade para 2,0
litros, contendo solo previamente autoclavado. Apd6s inoculagdo com o Foc
metade das mudas (6 repeticdes) receberam uma segunda aplicacdo dos
combinados (40 mL da suspenséo a 10° ufc.mL™). As mudas foram mantidas em
casa de vegetacao até a avaliacao.

O indice de infeccéo (ID) foi calculado vinte e cinco dias apds a inoculacao
do fungo, tendo como base a avaliacdo da severidade de les6es no rizoma, por
adaptacao da formula proposta por Cirulli e Alexander (1966), atribuindo as notas
de 1 a 6, de acordo com a escala de avaliacdo de sintomas proposta por Cordeiro
e Dantas (1993) em que 1= tecido vascular completamente claro, sem
descoloracéo vascular; 2= pontos isolados de descoloracéo no tecido vascular; 3=

descoloracdo em 1/3 do tecido vascular; 4= descoloragéo entre 1/3 e 2/3 do tecido
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vascular; 5= descolaracdo maior que 2/3 do tecido vascular; 6= descoloracéo total
do tecido vascular (Figural).

O indice de infeccéo foi calculado pela formula:

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

Os dados foram submetidos a analise de variancia nao-paramétrica de
Kruskal-Wallis. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keuls a 5% de significancia. As analises foram realizadas com o

auxilio do programa estatistico Bioestat.

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

(CORDEIRO et al., 1993)
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RESULTADOS

1. Producdo de compostos volateis inibidores de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense por bactérias

Dos 317 isolados bacterianos avaliados, apenas 8 isolados inibiram o
crescimento micelial do Fusarium oxysporum f. sp. cubense, em todas as
repeticbes. Foram eles: PAO5, PA28, PA29, PA40, PC08, BF31, BF35 e BRZ09
(Tabela 1). Na Figura 1, é possivel verificar a reducédo do crescimento do fungo
quando comparado ao controle, indicativo de que as bactérias sdo produtoras de

compostos volateis.

Tabela 1- Isolados bacterianos selecionados in vitro como produtores de
compostos volateis inibidores do crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.

cubense e seus respectivos locais de origem.

Isolados positivos Cultivar Origem

PAO5 Prata And Rizosfera
PA28 Prata And Rizosfera
PA29 Prata Ana Rizosfera
PA40 Prata Comum Rizosfera
PCO08 Prata Comum Rizosfera
BF31 Prata Comum Area foliar
BF35 Prata Comum Area foliar

BRZ09 Prata Comum Raiz
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Figura 1. Teste para producdo de compostos volateis pelos isolados bacterianos
testados: (A) Controle, (B) Isolado PC 08, produtor de compostos volateis

inibidores de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

2. Producéo de quitinase por bactérias antagonistas a Fusarium oxysporum

f. sp. cubense

Em relacdo a producdo de quitinase, observou-se que os isolados PA40,
PC21, PC50, PC52, PC86, APC5, APC7, APC10, APC12, APC18, APC51, AF9,
ARZ12, BF18, BPC2, BPC17, BPC21, BPC24 e BF19 apresentaram formacao de
halos transparentes circundando as colbnias, indicando serem capazes de
degradar a quitina (Figura 2). Dentre esses isolados, seis sdo rizobactérias e treze

séo bactérias endofiticas (Tabela 2).

Figura 2. Teste para producéo de quitinase pelos isolados testados: (A) Negativo

para producao de quitinase, (B) Positivo para producao de quitinase.
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Tabela 2- Isolados bacterianos selecionados in vitro como produtores de quitinase

e seus respectivos locais de origem.

Isolados positivos Cultivar Origem
PC21 Prata Comum Rizosfera
PC90 Prata Comum Rizosfera
PA40 Prata And Rizosfera
PC86 Prata Comum Rizosfera
PC52 Prata Comum Rizosfera
PC50 Prata Comum Rizosfera

APC12 Prata And Pseudocaule
APC18 Prata Ana Pseudocaule
APC7 Prata Ana Pseudocaule
APC10 Prata Ana Pseudocaule
APC5 Prata And Pseudocaule
AF9 Prata Ana Pseudocaule
ARZ12 Prata Ana Raiz
BF18 Prata Comum Pseudocaule
BPC21 Prata Comum Pseudocaule
BF19 Prata Comum Area Foliar
BPC24 Prata Comum Pseudocaule
APC51 Prata Ana Pseudocaule
BPC2 Prata Comum Pseudocaule

3. Antagonismo de bactérias a Fusarium oxysporum f. sp. cubense em

discos de rizoma de bananeira

Dos 27 isolados avaliados 15 reduziram significativamente a area
colonizada por Foc, em diferentes faixas. Dois isolados se destacaram,
restringindo a faixa de colonizacdo dos discos pelo patégeno em até 400 mm?
(Figura 3).
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Figura 3. Numero de isolados antagonistas a Fusarium oxysporum f. sp. cubense

por faixas de area colonizada em discos de rizoma de bananeira.

Os isolados BF19 (343,30 mm?) e APC51 (344,05 mm?), foram o de melhor

desempenho, proporcionando uma reducéo de quase 60% da area colonizada por

Foc quando comparados ao controle (845,41 mm?) (Figura 4).

Figura 4. Colonizacao de discos de rizoma de bananeira por Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc). (A) Disco nado tratado e nao inoculado; (B) Disco apenas
inoculado com Foc; (C) Disco tratado com o isolado BF19 e inoculado com Foc.
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4. Antibiose reciproca entre os isolados selecionados

Foi observada a formacdo de halo de inibicdo ao redor das colbnias
evidenciando inibigcdo do crescimento entre alguns dos isolados avaliados (Figura
5), havendo entéo restricdo na formacéo de combinados.

Os isolados que apresentaram incompatibilidade entre si foram: PC 50 +
359; BPC 2 + PC 23; APC 7 + PC 23; PA 05 + PC 23; BF 31 + 262 C; BF 18 +
262 C; PA 28 + 262 C; APC 51 + 106 A e PC 50 + 106 A.

Figura 5. Compatibilidade (A) e incompatibilidade (B) entre isolados bacterianos,

avaliados no teste de antibiose reciproca.

5. Biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) por bactérias em

casa de vegetacao

Foi possivel verificar no ensaio em casa de vegetacdo diferenca
significativa entre os tratamentos e o numero de aplica¢des, nas duas cultivares
avaliadas (Tabela 3 e 4).

Mudas da cultivar Prata And apresentaram reducdo significativa da
severidade da doenca quando receberam duas aplicacdes do tratamento (Tabela
3). Os tratamentos 2 e 3 reduziram significativamente o indice de doenca (ID)
apenas quando foram aplicados uma vez, sendo que o tratamento 3 aumentou o
ID quando as mudas receberam 2 aplicacfes. Ndo houve diferenca significativa
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entre as mudas tratadas com as combinacfes 4 e 5 e as mudas controle com

relacdo ao ID (Tabela 3).

Tabela 3. indice de doenca em mudas de bananeira da cultivar Prata Ana
tratadas com combinacGes de isolados bacterianos rizosfericos e endofiticos,

inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Numero de aplicacdes

Tratamento H
1 2
1 100,00 bB 45,85 aA 9,78**
2 53,73 aA 53,73 aA -
3 53,73 aA 71,73 aA 24,14™
4 100,00 bA 100,00 bA -
5 100,00 bA 100,00 bA -
Controle 100,00 bA 100,00 bA
H 27,38** 24,70**

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls a 5% de significAncia. ** e *

significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. ™ n&o

significativo.

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos quando as mudas da
cultivar Maca receberam apenas uma aplicacdo de tratamento. Contudo, quando
as mudas receberam duas aplicacbes, os tratamentos 1, 4 e 5 reduziram
significativamente o ID quando comparados aos demais e também quando
comparados com as mudas que receberam apenas uma aplicacdo. A severidade
da doenca foi maior na cultivar Maca, onde todas as plantas tiveram indice de
doenca igual 100 % quando receberam apenas uma aplicacdo de tratamento
(Tabela 4).
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Tabela 4. indice de doenca em mudas de bananeira da cultivar Maca tratadas
com combinagfes de isolados bacterianos rizosfericos e endofiticos, inoculadas

com Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Numero de aplicacdes

Tratamento H
1 2
1 100,00 aB 53,73 aA 9,90**
2 100,00 aA 100,00 bA -
3 100,00 aA 100,00 bA -
4 100,00 aB 71,73 aA 10,29**
5 100,00 aB 53,73 aA 9,90**
Controle 100,00 aA 100,00 bA
H - 24,98**

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls a 5% de significAncia. ** e *

significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

significativo.

ns

nao
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DISCUSSAO

A partir dos resultados apresentados, foi possivel inferir que, embora as
bactérias componham o grupo de micro-organismos que se encontra em grande
diversidade e quantidade na rizosfera, apenas uma pequena parcela destes
micro-organismos tem papel na supresséo de fitopatdgenos. Segundo Chen et al.,
(1996) entre os micro-organismos cultivaveis, ndo mais do que 2 %, do total de
micro-organismos existentes no solo, apresentam efeito benéfico para as plantas
e de acordo com Romeiro (2007) entre os encontrados na rizosfera apenas uma
pequena percentagem de micro-organismos pode possuir mecanismos benéficos
de atuacao nas plantas.

Este fato foi observado neste trabalho, pois, dos 317 isolados testados
contra o Foc, 5,66 % foram eficientes quando testado in vitro e apenas 3,14 %
foram capazes de reduzir a severidade da doenca em até 55 % quando testados
in vivo.

Com a intencao de formar combinacdes de bactérias que pudessem atuar
com diferentes mecanismos de acéo, ensaios em laboratério foram conduzidos
para detectar bactérias capazes de produzir compostos volateis, produzir
quitinase, bem como atuar no a controle do Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) em discos de rizoma de bananeira.

Dos isolados selecionados como produtores de compostos volateis, o
isolado PC 08 proporcionou 61,4% de reducao do crescimento micelial do Foc em
relacédo ao controle.

A amdnia e o acido cianidrico (HCN) sdo os principais compostos volateis
produzidos por rizobactérias que podem atuar no controle biolégico de
fitopatdgenos. Varios isolados de bactérias do género Pseudomonas produzem
HCN na rizosfera, inibindo o crescimento de varios organismos, como observado
no sistema de controle bioldgico P. fluorescens x Thielaviopsis sp. em fumo
(DEFAGO et al., 1990).

Macagnan et al. (2009) testaram cinco actinomicetos selecionados para o
biocontrole da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, todos os cinco foram capazes de
produzir compostos volateis e inibir a germinacao de basidiésporos de Crinipellis

pernisiosa.
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Wheatley (2002) estudou interacbes mediadas por volateis entre uma
ampla gama de fungos e bactérias de solo. Os resultados demonstraram que 0s
isolados fungicos tiveram o crescimento micelial estimulado em até 40% ou
inibido em até 60%, dependendo do isolado bacteriano.

Chuankun et al. (2004) relataram que a supressividade de solos a fungos
estava fortemente correlacionada a presenca de compostos organicos volateis.
Zou et al. (2007) também correlacionam a atividade supressiva de solos a
presenca de compostos organicos volateis de acao fungistatica produzidos por
bactérias, em especial as do género Bacillus.

Trabalhos recentes revelam que B. subtilis é capaz de produzir substancias
volateis com atividade antifingica. Porém, muitas dessas substancias volateis
produzidas por este micro-organismo séo ainda desconhecidas (KAl et al. 2007).

Embora no ensaio para verificar a producédo de compostos volateis, durante
0 pareamento, ndo tenha ocorrido sobreposicdo da colbnia das bactérias
antagonistas sobre o fitopatdgeno, observou-se clareamento do micélio do Foc,
na regido de influéncia dos possiveis metabdlitos produzidos pelas bactérias.
Logo, os compostos produzidos pelas bactérias afetou de alguma forma o Foc.

Dos isolados bacterianos testados, dezenove apresentaram atividade
quitinolitica. A quitinase, produzidas por alguns micro-organismos, degrada a
quitina pela quebra das ligagdes glicosidicas B,-1,4 existentes nos polimeros de
N-acetilglucosamina (COHEN-KUPIEC,1998). Apés ser hidrolizada a quitina pode
ser absorvida e metabolizada, servindo como substrato e fonte de energia para os
antagonistas. Assim a producéo de quitinase pelos isolados bacterianos pode ser
um mecanismo utilizado no biocontrole, principalmente de fungos fitopatogénicos,
considerando que a parede celular desses micro-organismos €é composta
basicamente por polissacarideos como a quitina e glucana (GOODAY, 1990;
GOODAY et al., 1992).

A utilizacdo de partes vegetais destacadas, como o exemplo dos discos de
rizoma de bananeira, nos testes de selecdo de agentes de biocontrole é uma
estratégia que apresenta vantagens como reducdo de custo, espaco fisico e
tempo, além de resultados mais consistentes por se aproximar das condi¢cdes
reais. Entretanto, os testes de selecdo de agentes de biocontrole realizados em
condicdes assépticas ndo traduzem as condi¢cdes reais encontradas em campo e

a selecao feita em casa de vegetacao é inviavel, pois demanda muito espaco.
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Aliada a esta técnica a utilizacdo de imagens digitais para avaliagdo dos
resultados, mostrou-se uma ferramenta muito precisa, por possui maior
confiabilidade em funcdo do armazenamento das informacdes e possibilitar a
verificacdo de erro, quando assim for necessario, diferente da avali¢do tradicional
por escala, onde pode haver influéncia do avaliador.

Apesar deste teste ter sido realizados em discos de rizoma, o que é uma
tentativa de aproximacdo da realidade, € também de extrema importancia
considerar as relacdes ecoldgicas entre 0s micro-organismos presentes no solo,
pois as interacfes ecoldgicas ndo ocorrem isoladamente, mas mutuamente e com
grande complexidade, diferente das condicdes simuladas em laboratorio
(BETTIOL & GHINI, 1995). O controle biol6gico de doencas de plantas deve ser
considerado uma intima interacdo do patégeno com o hospedeiro, influenciada
pelo ambiente (BACKER & COOK, 1974).

Os estudos relativos a producdo de substancias antimicrobianas entre as
bactérias selecionadas objetivaram estudar a possibilidade do uso de
combinacgdes de isolados. Mesmo havendo formacgéo de halo de inibicdo entre
algumas bactérias em estudo, foi possivel formar combinacBes entre isolados
compativeis. De acordo com Mafia et al. (2007) a aplicacdo de isolados
rizobacterianos combinados representa uma importante estratégia de otimizacao
da acao sinérgica dos isolados compativeis.

Um exemplo do efeito sinérgico da combinacéo de isolados foi observado
no patossistema Rhizoctonia solani — arroz, em que o uso de isolados de
Streptomyces spp. e Bacillus cereus Frankland & Frankland, produtores de
quitinase e combinados com isolados de P. fluorescens e Burkholderia cepacia
Palleroni & Holmes, produtores de antibiéticos, ocasionou maior supressao do
patégeno (Sung & Chung, 1997). No entanto em certas situacdes, a combinagao
de diferentes isolados pode n&o apresentar efeito sinérgico. Em outro exemplo a
aplicacdo de uma combinacdo de dois isolados quitinoliticos (Paenibacillus sp.
300 e Streptomyces sp. 385), na proporcdo 1:1 ou 1:4, foi efetiva no controle da
murcha de Fusarium do pepino, causada por F. oxysporum Schlecht. f. sp.
cucumerinum Owen e produziram resultado superior ao obtido quando os isolados
foram aplicados individualmente ( SINGH et al., 1999).

Dos dezoito isolados bacterianos selecionados in vitro por serem

quitinoliticos, produtores de compostos volateis e reduzirem 0 crescimento
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micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, trés deles, usados em
combinacgéo no tratamento 1, APC51, APC7 e PAO5, reduziram a severidade do
mal-do-Panamé em mudas de bananeira em até 54 % na cultivar Prata ané e 46
% na cultivar Magéa, quando foram aplicados duas vezes nas mudas.

A aplicacdo das bactérias 30 dias antes da inoculacdo do Foc favoreceu o
estabelecimento das bactérias que proporcionaram um efeito preventivo a planta
contra 0 patégeno. Quando aplicadas uma segunda vez, no momento da
inoculacao do Foc ocorreu ainda competicao por espago e nutriente.

Competicao € a interacao entre dois ou mais organismos empenhados na
mesma acdo por alimento (nutrientes), espaco e oxigénio (BETTIOL, 1991). A
competicdo por espaco se da, principalmente, pela ocupagcdo dos sitios de
colonizac&o e a competicdo por nutrientes, pelos trés elementos essenciais para a
maioria dos patdgenos: carbono, nitrogénio e ferro (PAULITZ, 1990). A
competicdo por nutrientes fornecidos por raizes e exsudados de sementes ocorre
na maior parte das interacdes entre bactérias e patdgenos nas raizes, sendo
responsavel, pelo menos, por um pequeno coeficiente no biocontrole, observado
pela introducdo de bactérias (WELLER, 1988).

Em experimento realizado por Weber et al. (2007) utilizando mudas de
bananeira ‘Macéd’ tratadas com bactérias endofiticas houve redugéo consideravel
da severidade de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

No biocontrole do mal-do-Panama, os resultados demonstram que a
dispensa dos antagonistas foi eficiente. Segundo Romeiro e Garcia (2009),
bactérias benéficas, quando dispensadas em plantas sao capazes de promover o
controle biologico de enfermidades por antagonismo direto, por inducdo de
resisténcia ou por ambos 0s mecanismos. Entre as mais comuns e que atuam de
forma efetiva, estdo as bactérias do género Bacillus e Pseudomonas (SILVEIRA
et al., 2004).

Neste estudo a endofita APC 51, se destacou no teste em disco de rizoma
e também no ensaio em casa de vagetacdo, demonstrando ser um potencial
agente de controle bioldgico. Este isolado, conforme Ramos et al.,, (2011) é
pertencente ao género Bacillus, corroborando com que 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
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controle biolégico uma vez que produzem endosporos, o que facilita a formulacéo
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, sdo registrados para uso agricola nos Estados
Unidos (MARIANO et al., 2004).

Bactérias antagbnicas, 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 acdo, de forma que na inibicdo dos fungos a producéo 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 biol6gicos 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).

Os isolados BF19, PA29, BPC2, 116A, AF9, PC08, APC5 e 262C
selecionados in vitro por apresentarem potencial de controle do fungo Foc nao
controlaram a doenca em mudas de bananeira ‘Prata Ana’. E os isolados PA40,
PA28, PC50, BF31, BRZ09, BF18 é PC23 ndo foram capazes de controlar na
cultivar Maca.

Apesar desses isolados ndo terem apresentado resultados satisfatorios de
controle do mal-do-Panamd, no ensaio in vivo, ndo podemos desconsiderar a
eficiéncia desses isolados no controle desta doenca da bananeira, considerando
que foi avaliada apenas uma condi¢ao de temperatura, umidade, concentragao de
inoculo, forma de inoculacdo e um tipo de solo. Nas condicbes em que o
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, o patdégeno foi aplicado numa
concentracdo de indculo muito elevada, o que ndo permitiu que alguns isolados

bacterianos demonstrassem seu potencial antagonico.
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Diversos trabalhos tém demonstrado que agentes de controle biolégico de
doencas de plantas ndo respondem de maneira semelhante aos resultados
obtidos em laboratorio, devido as grandes varia¢cdes nas condi¢des ambientais. O
uso combinado de micro-organismos para o controle biolégico pode se constituir
numa boa estratégia para amenizar os efeitos do ambiente. Isso devido a
diferentes condicbes ambientais em que cada micro-organismo sobrevive e atua,
diminuindo assim os efeitos das caracteristicas do ambiente no inoculante,
aumentando sua eficiéncia com a compensagao de um micro-organismo na
auséncia de acao do outro, além também de relacéo sinérgicas que podem torna-
los mais eficientes (GUETSKY et al. 2001).

Mafia et al., (2007), também observaram que os isolados Cllb e C2 mesmo
qualificado como compativel para o teste de antibiograma, ndo promoverem
incrementos quando comparados a testemunha, provavelmente pela falta de
capacidade de estabelecimento na rizosfera. Este resultado pode ter sido afetado
pela disponibilidade de nutrientes, o que de acordo com Romeiro (2007) interfere
na capacidade de sobrevivéncia e competitividade dos micro-organismos,
prejudicando o desenvolvimento de atividade dos isolados tanto para promocao
de crescimento como para biocontrole do fungo.

O tratamento T3 que corresponde a combinacdo dos isolados BF31 +
BRZ09 + BF18 + PC23, apesar de ter reduzido o ID apenas com uma aplicagéo,
fez com que a planta ficasse mais sensivel a doenca e elevou o nivel de
severidade do mal-do-Panaméa quando as mudas receberam duas aplicacdes, na
cultivar Prata And. Weller (1988) e Rosenblueth & Martinez-Romero (2006) citam
como fatores responséaveis pelo desempenho inconsistente de um biocontrolador
a perda da competitividade ecoldgica devido a alteracdo de alguma caracteristica
da bactéria, a variagdo 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 bactérias, prejudicando a
acao biocontroladora destas bactérias.

Alem disso, a relacdo entre a bactéria e seu hospedeiro € variavel
podendo, por diversos fatores, deixar de ser simbidtica ou mutualistica, se

tornando saprofitica ou oportunistica, nesse caso fitopatogénica, conforme revela
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(STROBEL e DAIAY, 2003). Segundo Musson (1994), alguns organismos
endofiticos podem se comportar como nao 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.

A andlise da severidade da doenca mostrou os isolados combinados
APC51 + PAO5 + APC7, que compunham o tratamento 1, como os melhores para
0 biocontrole do mal-do-Panamé& em mudas de bananeira, que receberam duas
aplicacoes de tratamento, 30 dias antes e no momento da inoculacdo do Foc.
Esta combinacdo se mostrou satisfatéria tanto para cultivar Maca quanto para a
Prata ana, provavelmente devido ao melhor estabelecimento na rizosfera dos
isolados, resultando efeito benéfico. A eficiéncia in vivo destes combinados
ocorreu pela provavel capacidade destes microrganismos em sobreviver em
equilibrio dindmico na natureza. A comunidade microbiana na rizosfera é
representada por populacdes diversificadas e numerosas em estado de equilibrio
dindmico, refletindo o ambiente fisico, quimico, biol6gico e suas relacbes
(DANTAS et al., 2009).

Os resultados apresentados nesse trabalho ratificam que € possivel a
utilizacdo de agentes de biocontrole como método alternativo-complementar de
controle de doenca de plantas, constituindo uma importante ferramenta de
interesse agricola. Portanto, esforcos devem ser direcionados para ampliar a
informacdes sobre o comportamento ecoldgico desses antagonistas, de modo a

se desenvolver ferramentas de aplicacdo e manutencao destes no solo.

33



CONSIDERACOES FINAIS

A cultura da bananeira apresenta importante papel econémico e social no
pais. Na Bahia a producdo de banana envolve principalmente a agricultura
familiar, contribuindo na renda e sobrevivéncia dessas familias. Contudo sua
producdo e produtividades é afetada pela ocorréncia do mal-do-Panama, doenca
limitante ao cultivo de variedades apreciadas pelos consumidores, que causa
grandes prejuizos nas regides produtoras de banana, devido a dificuldade de
controle.

A sociedade requer a utilizacdo de estratégias que permitam o aumento da
producdo de alimentos sem acarretar prejuizos ao meio ambiente e a saude
humana. Uma alternativa para atingir esse objetivo consiste no uso de bactérias
com potencial para o controle biolégico de pragas e doencas.

Neste estudo, as bactérias rizosféricas e endofiticas selecionadas nos
testes in vitro demonstraram ter potencial para o controle do Foc, pois foram
capazes de reduzir a severidade do mal-do-Panama em mudas micropropagadas
de banana ‘Maca,” que é altamente suscetivel ao fungo e também em mudas de
banana ‘Prata and@’ (suscetivel), em condigdes de casa de vegetacgao.

Estes resultados abrem novos caminhos para pesquisas em controle
bioldgico do Foc no sentido de elucidar quais mecanismos estariam envolvidos na
supressdo do fungo nesta condicdo, intencionando um melhor entendimento das
relacdes entre as bactérias, o patégeno e a planta hospedeira, para que haja, no
futuro, a possibilidade de desenvolvimento de produtos biol6gicos capazes de
exercer o controle deste fitopatdgeno em condi¢gbes de campo.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos para identificagdo das bactérias
ao nivel de espécie.

O método de inoculacdo do patégeno em discos de rizoma de bananeira
colonizados por antagonistas, seguidos de analise digital das imagens para
quantificacdo da é&rea lesionada pelo fungo, podem ser empregados como
ferramenta auxiliar em trabalhos visando a selecdo de agentes de controle
bioldgico a Foc.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos em diferentes condi¢des
edafoclimaticas para avaliar o comportamento dos isolados bacterianos

34



selecionados, permitindo identificar com precisdo isolados promissores. Além
disso, testes no campo também devem ser conduzidos para avaliar a
sobrevivéncia do agente de biocontrole e a capacidade em diminuir a populacdo
do patdogeno no solo, com consequente diminuicdo de in6culo e do
desenvolvimento da doenca.

O fato da producéo de mudas micropropagadas ser realizada pela empresa
CAMPO, localizada dentro da Embrapa Mandioca e Fruticultura, facilitara a
continuidade deste estudo com relagédo a possibilidade do emprego de potenciais
agentes de controle biolégico nos processos de producdo de mudas de bananeira
para fins de plantios comerciais.

A utilizacdo de agentes bioldgicos constitui numa alternativa ecolégica aos
agroquimicos, além de ser uma estratégia significativa contra patégenos do solo
para os quais as medidas de controle séo restritas. Assim, os resultados destes
trabalhos demonstraram que as bactérias tem grande potencial para o biocontrole

do mal-do-Panama.
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