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Resumo

VIEIRA. R.S. Aplicagao de rizobactérias e bactérias endofiticas para
promocao de crescimento de mudas micropropagadas de

bananeira.

A bananicultura no Brasil vem se destacando como a segunda fruta mais importante
em area colhida, quantidade produzida, valor da producdo e consumo. A
micropropagacao proporciona a obtengao de material propagativo com alto padrao
genético e fitossanitario, em grande quantidade e em tempo reduzido. Em
contrapartida as mudas produzidas ndo apresentam a microbiota benéfica dos
tecidos vegetais. O re-estabelecimento de micro-organismos pode auxiliar o
desenvolvimento da planta e protegé-las contra doengas. Propomos que,
rizobactérias e bactérias endofiticas podem atuar como promotores de crescimento
de mudas de bananeira micropropagadas. Sendo assim objetivou-se avaliar: a)
identificar a (s) dosagens (0, 25, 50 e 75 %) do acido naftalenoacético (ANA) no meio
de enraizamento mais eficiente; b) a concentracdo de isolados de rizobactérias
adequada que possa ser usada para o enraizamento, c) o tempo ideal para a
microbiolizagdo e d) o efeito da aplicagdo de rizobactérias e bactérias endofiticas
para inducdo do enraizamento e crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira da variedade maca in vitro e in vivo. Foram selecionados cinco isolados
eficientes na promogéo de enraizamento em meio de cultura com 25% de ANA dos
isolalados testados, onde dois desses isolados mostraram resultados significativos
para a promog¢ao de crescimento em mudas micropropagadas de bananeira in vivo,
mas nao diferenciou do controle. O presente trabalho demonstrou a possivel
utilizagéo de Rizobactérias e bactérias endofiticas como promotores do crescimento
de plantas, sendo uma importante ferramenta para ser incorporados ao processo de
produgdo de mudas micropropagadas de banana, considerando-se a relagao
custo/beneficio da aplicacgao.

Palavras- chave: banana, micropropagacao, microbiolizagao



Abstract

VIEIRA. R.S. Application of rhizobacteria and endophytic bacteria to

promote growth of banana plantlets.

The banana crop in Brazil stands out as the second most important fruit in harvested
area, yield, value of production and consumption. Micropropagation provides
obtaining propagative material with high genetic pattern and phytosanitary fields in
large quantity and in a short time. On the other hand the seedlings produced do not
present the beneficial microbiota of plant tissues. The re-establishment of micro-
organisms can assist the development of the plant and protect them against
diseases. This work had as objectives: identify (s) dosages (0, 25, 50 and 75%) of
naphthalene acetic acid (NAA) on rooting medium more efficient, the concentration of
rhizobacteria isolates that can adequate be used for rooting, the optimal time to
microbiolization and the effect of applying rhizobacteria and endophytic bacteria for
induction of rooting and growth of micropropagated banana plantlets variety of apple
in vitro and in vivo. Were selected five isolates efficient in promoting rooting in culture
medium with 25% of the isolates tested ANA, two isolates showed significant results
in promoting growth in micropropagated banana plantlets in vivo, not differentiating of
the control. This study demonstrated the potential use of endophytic bacteria and
rhizobacteria as plant growth promoters, being an important tool be incorporated to

production process of banana plantlets, considering the cost / benefit of application.

Keywords: banana, micropropagation, microbiolization.



INTRODUCAO

A produgao de banana € um dos principais produtos ligados ao agronegécio
mundial, sendo a fruta in natura mais consumida (OLIVEIRA, 2010). Tem grande
valor econdmico para o Brasil, destacando como a segunda fruta mais importante
em area colhida, quantidade produzida, valor da produc&o e consumo. E cultivada
por pequenos, médios e grandes produtores rurais, sendo que, 60% de sua
producao vém da agricultura familiar (BORGES e SOUZA, 2004).

Em alternativa aos métodos de propagacédo vegetativa tradicionais, para
bananeiras, tem-se o uso de mudas produzidas in vitro, a partir de explantes
contendo tecidos meristematicos de matrizes selecionadas, de forma asséptica e
sob condi¢des controladas. A técnica possibilita a obtengdo de material propaga-
tivo com alto padrdo genético e fitossanitario, em grande quantidade e em tempo
reduzido (SILVA NETO, 2001).

A utilizagdo de micro-organismos em cultivos agricolas tem aumentado
expressivamente nas ultimas décadas, pois tem facilitado tanto a promocgédo do
crescimento vegetal como o biocontrole de pragas e doengas. Constituem-se de
potenciais substitutos de produtos quimicos, colaborando desta forma para a
preservacao do ambiente. A partir disso, os micro-organismos expdéem importante
propriedade de atribuir protegdo as plantas, seja pela sua presenga em plantas
hospedeiras, seja pela sua aplicagdo como agentes de biocontrole que podem
resultar na eliminacao de pragas agricolas (SANTOS, VARAVALLO, 2011).

No trabalho sdo abordados os aspectos relevantes do cultivo da banana
como os efeitos positivos e negativos da micropropagacgao na cultura da banana; a
importancia dos meios de culturas e os fitoreguladores na cultura de tecidos; o
potencial biotecnolégico dos micro-organismos; o grupo das rizobactérias e
bactérias endofiticas, como possiveis promotores de crescimentos de plantas.
Discutiu - se ainda aspectos sobre a utilizagdo conjunta de micro-organismos no

incremento da produtividade de mudas da variedade Maga micropropagadas.



A hipétese em estudo fundamenta-se na idéia de que a agédo conjunta de
rizobactérias e bactérias endofiticas podem atuar como promotores do
crescimento tendo como objetivo avaliar a aplicacdo de rizobactérias e bactérias
endofiticas para indugdo do enraizamento e crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira.

Considerando-se a importancia da cultura da bananeira para o territorio
brasileiro e a expansao dos cultivos para regides nao tradicionais e 0 emprego
crescente pelos produtores de mudas micropropagadas, torna-se imprescindivel a
alocagdo de recursos para as investigagbes sobre a producdo de mudas
micropropagadas com a introdugdo de bactérias endofiticas e rizobactérias pré-
selecionados que podem contribuir na promog¢ao de crescimento e controle
integrado de doenca.

E com base nessas pesquisas, desenvolver um protocolo para obtencéo de
mudas micropropagadas de bananeira, pela aplicagdo de micro-organismos, de
modo a reduzir custos de produgado e proporcionando mudas de qualidade que
alcance o maximo em produtividade sem reflexos negativos no meio ambiente,

mas que sejam aceitaveis pela sociedade e economicamente viaveis.



REVISAO DE LITERATURA

1.0 A cultura da bananeira

A bananeira € uma fruteira cultivada em praticamente todas as partes do
planeta. Originaria do sudeste da Asia chegou ao ocidente por volta de 4000 anos
atras, trazida por comerciantes arabes, que a transportavam como um valioso
alimento para ser consumido durante as viagens de suas caravanas.
Posteriormente, foi disseminada para varias partes do mundo, com destaque para
os paises de clima tropical e subtropical, onde a cultura encontrou condi¢coes
favoraveis ao seu cultivo (NELSON et al, 2006). A bananeira de frutos
comestiveis esta na familia Musaceae, subfamilia Musoideae, género Musa,
secao Eumusa (SILVA et al., 2002).

A bananeira (Musa spp.) € uma planta herbacea, caracterizada por possuir
caule tipo rizoma, de onde partem as raizes primarias. Apresenta um sistema de
raizes fasciculadas predominantemente superficiais e, dependendo da variedade,
podem atingir horizontalmente até 5 metros (BORGES e SOUZA, 2004). Seu fruto,
a banana, destaca-se mundialmente tanto no que se refere a produgao,
comercializagdo e importancia nutricional, sendo o quarto produto alimentar mais
produzido mundialmente, permanecendo atras do arroz, trigo e milho (VIEIRA,
2010). Segundo Scot et al. (2006), os frutos da bananeira também tem uma
variacdo no tamanho, cor e forma, sao geralmente alongados-cilindricos, e
fortemente curvados. Dentro do fruto maduro, a polpa varia de amido em doce e
de cor branca, creme, amarelo ou amarelo-alaranjado.

As bananas constituem o alimento basico de milhdes de pessoas em varios
paises em desenvolvimento. E um alimento energeético, rico em carboidrato, sais
minerais, como sédio, magnésio, fosforo e, especialmente, potassio. Apresenta
predominancia de vitamina A e C, contendo também as vitaminas B1, B2 e B6,

além de pouca proteina e gordura. (COSTA et al., 2005).



No mundo, o cultivo da bananeira estd geograficamente situado entre
latitudes de 30° S e 30° N do Equador (SOTO BALLESTERO, 1992) sendo as
condigdes 6timas encontradas entre 15° de latitude ao Sul e ao Norte do Equador.
A india se destaca como principal produtor mundial de banana, responsavel por
31,2% do volume produzido, seguida pela China com 9,6%, Filipinas, com 8,9%,
Equador, com 7,8%, Brasil com 6,8% e Indonésia, com 6,3%. No Brasil, o cultivo
da bananeira ocorre em todos os estados da federagdo nos ecossistemas mais
variados possiveis (COELHO, 2009).

Dentre as frutiferas, a bananeira ocupa a segunda posigdo na produgao
mundial, sendo superada apenas pela melancia, com 100,7 milhdes de toneladas.
A banana apresentou em 2010 uma safra nacional de area colhida de 480,1 mil
hectares, quantidade de 6,98 milhdes de toneladas e rendimento médio de 14,4
toneladas por hectare, O seu consumo per capita tem aumentado gradativamente
nos ultimos anos, atingindo aproximadamente 31 kg/hab/ano (FAO, 2011). Em
termos gerais, ainda que as condigdes naturais permitam uma producao de alta
qualidade, é corrente afirmar que existe baixa eficiéncia na produgcédo € no manejo
pos-colheita (VIEIRA, 2010).

No Brasil, a maior parte da producao provém do Nordeste do pais, onde
séo produzidos 38% do volume total nacional, seguido das Regides Sudeste
(31,2%), Sul (14,7%), Norte (11,7%) e Centro-Oeste (3,6%) (Figura 1). Ao todo, a
area plantada € de cerca de 520.000 hectares gerando mais de 500.000
empregos, colocando o pais em quinto lugar entre os principais produtores
mundiais (IBGE, 2011).

A area cultivada com banana na Bahia é de 62,3 mil hectares e a produgao
é de 865,2 mil toneladas. A produtividade média no Estado € de 13.880 kg/ha, 3%
superior a produtividade nacional e 9,5% acima do rendimento médio do Nordeste.
Na Bahia, a banana é cultivada em todas as regides, porém tem uma
concentracdo maior no Litoral Sul e no Sudoeste. As regides do Médio Sao
Francisco e do Baixo Médio S&o Francisco, com os plantios irrigados, também tém
uma participagao expressiva (SANTOS e FERRAZ, 2006).



A producédo de banana na Bahia esta concentrada na agricultura de base
familiar, que representa 60 % dos produtores rurais que costumam expandir seus
bananais por meio de brotos laterais da planta adulta € a forma mais utilizada para
expandir os bananais e desta forma, o risco de disseminar importantes patégenos,
para areas livres de infestacdo, aumenta consideravelmente fazendo com que
ocorra a busca de novas areas de plantio e da renovagao de areas pouco
produtivas, tornando fundamental a introdugdo de mudas de bananeira com alta
qualidade genética e fitossanitaria (TRINDADE et al., 2003).

O avang¢o da bananicultura no Brasil vem requerendo, para os novos
plantios, mudas isentas de pragas e doencgas e a obtengdo de mudas por meio da
micropropagacao, que €, atualmente, a op¢ao mais confiavel para obtencédo de
plantas sadias e de maneira rapida. Entretanto, a micropropagacao também
elimina a microbiota benéfica dos tecidos vegetais. A re-introdugdo de micro-
organismos via tratamento de explantes pode promover o crescimento das futuras
plantulas e protegé-las contra doengas (BORGES e SOUZA, 2004).

1.1 Banana maga

No que diz respeito as cultivares, as mais utilizadas no Brasil sdo a Prata,
Pacovan, Prata Ana, Maca, Mysore, Terra e D’Angola do grupo AAB; Nanica,
Nanicdo e Grande Naine, do grupo AAA, estas ultimas usadas principalmente na
exportagao (SILVA et al., 1999; SILVA et al., 2004).

A maioria dos consumidores brasileiros preferem a banana ‘Mag¢a’ em razao
de seu paladar, devido a seus frutos rolicos de 10 a16 cm de comprimento, com
casca fina e polpa suave que lembram a maca. No entanto, devido a sua alta
suscetibilidade ao mal-do-Panama4, esta sendo dizimada de norte a sul do pais
(SILVA et al., 1999; GOMES, 2007; SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2004).

A cultivar maga apresenta poucas folhas, as quais sao levemente opacas e
tém o aspecto de um guarda chuva de praia aberto, sua inflorescéncia é pequena,
sendo as tépalas de cor résea, o engago mediano e fino, o cacho chega a sendo

as tépalas de cor résea, o engago mediano e fino, o cacho chega a apresentar



cerca de 12 pencas, com uma media de 6-8 frutos, chegando a pesar 8-12 Kg
(MOREIRA, 1999).

De acordo com SILVA e ALVES (1999) o ciclo vegetativo (do plantio a
colheita) de 390 dias, com um bom perfilhamento, frutos pesando em torno de 98
g, cerca de 86 frutos por cacho e um rendimento de produgéo de 10 toneladas por
hectare.

Stivari (1999), relata que a cultivar magd € mais resistente a seca
dispensando, assim o uso de equipamentos de irrigagdo, tornando a atividade
viavel para os pequenos e meédios produtores, em fungdo de apresentar menor
custo de producdo quando comparado a cultivar Nanica, embora os danos
causados pelo Mal-do-Panama.

Segundo Moreira (1999), o Mal-do-Panama tem levado os produtores a
realizar o plantio da banana mac¢a em areas livres de doencas, utilizando mudas
produzidas por cultura de tecidos, que vao para o campo sem o patégeno

causador da doencga, no entanto sem imunidade contra ele.
1.2 Propagacgao da Bananeira

A bananeira (Musa sp.) pode ser propagada de diversas maneiras. Por
sementes (provenientes da sua inflorescéncia), ou vegetativamente por meio de
mudas pelo método tradicional utilizando mudas tipo chifrdo, chifre, chifrinho,
fracionamento de rizoma ou in vitro Pelo método tradicional, mesmo o material
sendo de o6tima qualidade, o processo € lento e permite a disseminacdo de
doengas e pragas como Sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola), mal-do-
Panama (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense) Sigatoka-negra (Mycosphaerella
fijiensis), Broca-do- rizoma (Cosmopolites sordidus) e Nematdides (CORDEIRO;
MESQUITA, 2000; BORGES e SOUZA, 2004).

O emprego de técnicas modernas biotecnoldgicas como a manipulagéo
genética, a biologia molecular e a cultura de tecidos, estdo sendo usadas para o
melhoramento genético de plantas permitindo assim o desenvolvimento de novas

variedades. Entre as diferentes praticas de cultura de tecidos uma das mais



utilizadas é a micropropagacéo, a qual é responsavel pela boa parte da produgéo
de mudas de diversas espécies com fins comerciais (FLORES, 2003).

Essa técnica envolve o cultivo de apices caulinares e tem como base a
propagacao pela organogénese direta de gemas axilares e apesar de ser bastante
difundida no Brasil, nota-se que ocorre deficiéncia de trabalhos que busquem o
aumento da taxa de multiplicagdo de algumas cultivares importantes,
considerando, além das variagbes somaclonais, os custos de produgao
(PEREIRA, 2012).

A aplicacdo da micropropagacao, propagacao in vitro ou cultura de tecidos
espécies do género Musa sao relatados a partir da década de 1960. Inumeros
trabalhos como os de (BRAGA et al., 2001; LEMOS et al., 2001; DEBIASI et al.,
2002; SANTOS; RODRIGUES, 2004) confirmam o sucesso da produgao de
mudas de bananeira in vitro. Assim como (PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al.,
2010; PEREIRA et al., 2011).

1.3 Micropropagacgao na cultura da bananeira

A micropropagagao é uma técnica de cultura de tecido de material vegetal
in vitro, para a produgdo de mudas a partir de explantes contendo tecidos
meristematicos de matrizes selecionadas, de forma asséptica e sob condi¢cbes
controladas. A técnica possibilita a obtengdo de material propagativo com alto
padrdo genético e fitossanitario, em grande quantidade e tempo reduzido (SILVA
NETO, 2001).

A tecnologia de cultura de tecido certifica que o nimero pequeno de plantas
mae € necessario para se obter um grande numero de plantas descendentes,
resultando em material vegetal com alto grau de identidade genotipica e fenotipica
das plantas descendentes, segundo Singh et al., (2011). Estes mesmos autores
relatam que as plantas micropropagadas apresentam desenvolvimento constante

e amadurecimento que permitem um periodo melhor para a colheita.



Neste sentido, os protocolos de micropropagagao envolvem as seguintes etapas;
selecao de plantas matrizes e dos explantes, limpeza e assepsia do material vegetal,
estabelecimento da cultura, multiplicagéo e enraizamento in vitro (CASTRO, 2009). No
fim da fase de enraizamento as plantas que apresentarem boa formacédo de raizes
serao encaminhadas para aclimatacdo em casa de vegetacdo e apdés 90 dias
disponibilizadas ao agricultor (LINS et al., 2003).

Cabe ressaltar que o cultivo da bananeira convencional apresenta uma lenta
taxa de multiplicacdo no campo, que varia de 10 a 30 mudas/matriz/ano, na
micropropagacgao as mudas variam de 150-300 mudas/planta em menor tempo (Tabela
1) Castro (2009). Dessa maneira se obtém quantidade suficiente para o plantio de
novas mudas. Assim, a micropropagacgao in vitro oferece melhores condi¢cées para a
ampliagdo de mudas e o estabelecimento de novos plantios. Além dessa
particularidade, as mudas micropropagadas oferecem as vantagens de serem
repartidas em qualquer periodo do ano, em um espacgo fisico menor e livres de
patdbgenos e pragas, com uniformidade genética; e por promoverem aumento na
producéo (OLIVEIRA, SILVEIRA e SILVA, 2001).

Em estudos realizados por Sacarpare Filho et al. (1998) comparando mudas de
bananeira tradicionais com mudas provenientes de cultura de meristema foi observado
que as mudas micropropagadas sao mais produtivas, assim como foi mostrado no
trabalho de Leonel et al. (2004) ao relatarem que as mudas de bananeiras obtidas por
meio da micropropagacgao crescem mais vigorosas, mais altas, com maiores periodos
de producédo e mais uniformemente, além de se estabelecerem mais rapidamente e

proporcionarem maior produtividade com relagdo as propagadas convencionalmente.

Tabela 1- Numero de mudas e periodo necessario para produc¢ao a partir de diferentes
meétodos de propagacéo da bananeira.

Métodos Micropropagacao Fracionamento de Processo
Propagativos Rizomas convencional
Numero de 150 a 300 4a12 10a 30
plantas’ Mudas/ plantas Mudas/ plantas Mudas/ plantas
Periodo (meses) 6—8 6—8 12

"Wariavel de acordo com o genotipo utilizado (CASTRO, 2009).



As mudas micropropagadas sao asseguradas quanto a sua fitossanidade, o que
Ihe atribui prerrogativa sobre a muda tradicional, determinando plantas com aumento
da homogeneidade, promovendo a manipulagdo do bananal e derivando em maior
fecundidade e menor custo no plantio, chegando a ser 30% mais produtiva que a muda
convencional, desde que as técnicas culturais e os tratos fitossanitarios sejam
realizados adequadamente (OLIVEIRA et al., 2011).

Em contra partida, embora as mudas de bananeira que saem da etapa in vitro
estdo livres de fitopatdogenos o estdo também de microbiota natural benéfica, estando
mais sensiveis as doencas, a estresses de adaptacao e, durante o processo in vitro,
podem sofrer variagado somaclonal (BORGES e SOUZA, 2004).

A introdugédo de micro-organismos benéficos n&o representa problemas reais a
cultura, e ainda podem constituir um ganho ao manté-los na planta, pois se configuram
como possiveis agentes de controle biolégico e fonte de metabdlitos secundarios,
dentre outros que podem promover crescimento da planta (ALMEIDA et al., 2005;
DONATO et al., 2005; LONDE et al., 2007).

1.4 Meios de cultura e os fitoreguladores na micropropagagao

Na micropropagacao, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados explantes,
sdo isolados de uma planta, desinfetados e cultivados assepticamente por periodos
indefinidos em um meio de cultura apropriado. O objetivo € obter uma nova planta
idéntica a original, ou seja, realizar uma clonagem vegetal. Para que variedades sejam
micropropagadas eficientemente faz-se necessario, primeiramente, o estabelecimento
de protocolos de desinfestacdo dos explantes, a elaboracdo de meios nutritivos
especificos e demais condigdes ideais de cultivo in vitro (FARIA, 1997). A aplicagao de
reguladores vegetais, como as auxinas e as citocininas, € fundamental para promover
maior taxa de multiplicagdo (MACEDO et al., 2003).

Meios de cultura consistem da associagdo qualitativa e quantitativa de
substancias que fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento (cultivo) de
micro-organismos e/ou tecidos vegetais fora do seu meio natural. Tendo em vista a

ampla diversidade metabdlica dos micro-organismos e/ou tecidos vegetais, existem
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varios tipos de meios de cultura para satisfazerem as variadas exigéncias nutricionais.
Além dos nutrientes € preciso fornecer condicbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento dos micro-organismos, tais como pH, pressdao osmotica, umidade,
temperatura, atmosfera (aerdbia, microaerdbia ou anaerdbia), dentre outras
(HORIQUINI, 2009).

A composigao dos meios nutritivos deve abranger todos 0s minerais essenciais a
nutricdo vegetal, além de fornecer uma fonte de carbono, em geral um carboidrato,
tendo em vista a reduzida capacidade, ou mesmo a total incapacidade fotossintética
dos explantes. Algumas vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento,
principalmente auxinas e citocininas, também podem ser incorporados ao meio nutritivo
pois, sdo uteis como indutores do desenvolvimento dos explantes, mas devem ser
utilizados com o devido critério (WILLADINO ; CAMARA, 2011).

Dentre os reguladores de crescimento vegetal a auxina é a classe responsavel
pelo aumento consistente da formacdo de primérdios radiciais em tecidos que
naturalmente apresentam certa predisposigcdo ao enraizamento (HAISSIG, 1972). O
acido naftalenoacético (ANA) faz parte do grupo de auxinas sintéticas que apresentam
grande importancia agricola, sendo utilizada em diversas técnicas para o enraizamento
de culturas, principalmente por meio dos processos de estaquia e alporquia. Além
disso, possui papel importante em varios protocolos de cultivo in vitro ( MERCIER,
2004).

As auxinas, quanto sintetizadas pelas plantas ou aplicadas exogenamente,
podem provocar uma gama variada de efeitos, como crescimento do caule, folhas, raiz,
flor e fruta. De um modo geral, a aplicagao de auxinas promove efeito benéfico até uma
determinada concentracdo, variavel com uma série de fatores, a partir dai, o efeito
passa a ser prejudicial.

Algumas hipoteses tém sido sugeridas para explicar o efeito inibitério das
auxinas, principalmente no que se refere ao processo de formacédo de raizes entre
elas estdo a de que, em altas concentragdes, as auxinas induzem a biossintese de
etileno, que pode inibir o crescimento, e que a auxina tem efeito sobre a polarizagao da
membrana plasmatica, que, em baixas concentragdes, ocorre uma hiperpolarizagao da

membrana associada ao transporte de H* do citoplasma para a parede, ja, em altas
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concentragbes, a hiperpolarizagdo diminui. Plantas cultivadas in vitro perdem agua
rapidamente pela transpiracédo, quando transferidas para a condi¢ao ex vitro (GROUT,
1988; SUTTER, 1988).

Além disso, a taxa fotossintética das plantas in vitro é inferior a de plantas
cultivadas no ambiente natural. O processo de aclimatacdo auxilia as plantas
provenientes do cultivo in vitro a atingirem sua taxa fotossintética normal (WETZSTEIN
e SOMMER, 1982). A eficiéncia no processo de aclimatagdo poderia ser aumentada
com a estimulagcao da formacao de maior quantidade de raizes em plantas crescidas in
vitro, que possibilitaria 0 aumento da absorg¢ao de agua, compensando a perda de agua
devido a pequena espessura da cuticula no inicio do processo de aclimatagcao (DEWIR
et al. 2005).

A etapa de aclimatacdo vem a ser a fase final da micropropagagéo e sua
importancia é tal que pode significar a limitacdo de todo o processo de multiplicagao in
vitro de plantas. A adaptagdo das plantas produzidas in vitro as novas condi¢des in
vivo deve ser gradual e cercada de cuidados especiais, de maneira a reduzir os

estresses que podem culminar na sua morte (SOUZA, 2006).

2.0 Potencial biotecnologico dos micro-organismos

A utilizagdo de micro-organismos com agado de biocontrole e/ou promogéo de
crescimento vem sendo apontada como alternativa em sistemas de produgao agricola
ecologica e economicamente sustentaveis (COMPANT et al., 2005; SOUSA et al.,
2009). A interagdo entre plantas e micro-organismos pode estimular o crescimento
vegetal, além da producédo de compostos que diminuem a herbivoria sobre os tecidos
vegetais ou conferem resisténcia a fitopatdgenos, ocasionando beneficio as plantas
(LONDE et al., 2007).

Em geral, tal grupo desses micro-organismos € composto por fungos e bactérias,
que desempenham funcdes importantes no processo de adaptacao da planta com o
meio ambiente (MENDES e AZEVEDO, 2007). Por essa razdo, sd0 necessarios 0s
estudos com uma abordagem positiva da presenga de micro-organismos, dentre eles

os rizosféricos e endodfitos naturais no cultivo in vitro de bananeira. Sendo assim, a
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presenca de tais micro-organismos pode nao representar problemas reais a cultura, e
ainda constituir um ganho ao manté-los na planta, pois, além de n&do apresentarem
caracteristicas patogénicas, também se configuram como, agentes de controle
biolégico e fonte de metabdlitos secundarios, dentre outros (ALMEIDA et al., 2005;
DONATO et al., 2005; LONDE et al., 2007).

Essa capacidade de estimular o crescimento vegetal apresentada pelos micro-
organismos endofiticos e rizosféricos tem sido atribuida a mecanismos diretos tais
como a fixacdo do nitrogénio atmosférico, mineralizagdo da matéria organica,
disponibilizagao de fésforo e ferro, e a producéo de reguladores de crescimento vegetal
ou analogos a estes; e indiretos como antagonismo a fitopatdégenos (PEIXOTO NETO
et al., 2002; LUZ et al., 2006).

Neste sentido dentro dos efeitos satisfatorios dos endofiticos estdo relacionados
a barreira de herbivoria, protegdo contra nematdides e resisténcia contra patdgenos
podendo inibir diretamente a infecgdo e proliferacdo do patdégeno dentro da planta
hospedeira, ou indiretamente desviando respostas de resisténcia intrinseca a planta.
Os microrganismos endofiticos podem produzir toxinas, antibioticos e outros farmacos,
fatores de desenvolvimento e muitos outros produtos de possivel importancia
biotecnolégica (SANTOS; VARAVALHO, 2011)).

Estudos utilizando micro-organismos endofiticos na promogao de crescimento de
plantas no Brasil ja foram desenvolvidos com milho (Zea mays) e fumo (Nicotiana
tabacum) (VARMA et al., 1999), hortela pimenta (Mentha piperita) (MUCCIARELLI et
al., 2003), maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis) (LUZ et al., 2006), pinha (Annona
squamosa) (SILVA et al., 2006), tomateiro (Solanum lycopersicum) (BARRETTI et al.,
2008; BARRETTI; SOUZA; 2008) e abacaxizeiro (Ananas comosus) (BALDOTTO et al.,
2010), apresentando respostas promissoras.

As rizobactérias tém sido estudadas nas ultimas décadas como inoculantes para
o incremento da produgao agicola, para o controle biolégico de patégenos de solo e
ainda como indutores de resisténcia sistémica (CHEN et al., 1996; LIU et al., 1995 a,
1995 b; VAN LOON et al., 1998).

A promocédo de crescimento de varias culturas em casa de vegetagcdo e em

experimentos de campo em resposta a utilizagdo de rizobactérias foi observada
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(HOFLICH et al., 1992; FREITAS e GERMIDE, 1992; BASHAN et al., 1998; PAN et al.,
1999). A introducao de algumas bactérias endofiticas, como isolados de Acinetobacter
Johnsonii e Bacillus pumilis promoveram incremento na altura das plantas de tomateiro
em 9,5,% e 20,2,%, respectivamente, o que evidencia a promocido do crescimento

vegetal por essas bactérias (SILVA, 2004).

2.1 Rizobactérias na promogao de crescimento vegetal

A rizosfera € uma fracdo do solo que sofre influéncia da liberagao de exsudatos
das raizes, € habitada por bactérias, presentes no solo as quais sao atraidas por estes
exsudatos, aumentando assim, suas respectivas populagdes e interagindo de maneira
mais intensa com a espécie vegetal em desenvolvimento (OLIVEIRA; 2010).

As rizobactérias colonizam as raizes de plantas favorecendo o desenvolvimento
das plantas e o cultivo de varias culturas hospedeiras. Essas bactérias com capacidade
de promocdo no crescimento de plantas sdo conhecidas mundialmente como
Rizobactérias Promotoras do Crescimento e Plantas (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria - PGPR). As rizobactérias multiplicam-se e colonizam ligeiramente o
sistema radicular, produzem metabdlitos secundarios que impedem a colonizagéo de
patogenos (KLOEPPER et al., 2004).

Segundo Silva et al., (2009) as rizobactérias atuam de forma benéfica as plantas por
diversos organismos de agao, diretos ou indiretos, como, por exemplo, a antibiose, o
parasitismo, a competicdo, a produgao de sideréforos e a inducdo da resisténcia. As
rizobactérias multiplicam-se e disseminam-se ligeiramente no sistema radicular,
inibindo a colonizagcdo de patdégenos pela produgdo de metabdlitos secundarios
(KLOEPPER et al., 2004).

Uma das formas de beneficiar as plantas , além da promocgao direta do
crescimento, €, indiretamente, o controle biologico de fitopatdbgenos, onde essas
bactérias também podem atuar com mecanismos variados (FREITAS e PIZZINATTO,
1991). Barka et al., (2000) observaram o aumento da resisténcia de videiras a Botrytis
cinerea, possivelmente associada ao aumento da producéao de citocininas na rizosfera.

Os mecanismos de promocgdo do crescimento por rizobactérias ndo séao
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completamente conhecidos, dentre os citados nas literaturas esta o fornecimento de
fitohormonios de crescimento como auxinas, varias giberelinas e citocininas (EL-
KHAWAS et al., 1999). A presenca desses compostos auxilia o crescimento da raiz e
da parte aérea do vegetal aumentando a captacédo de nutrientes pela planta (ANTOUN
et al., 1998; ASGHAR et al., 2002).

A promocéao do crescimento € desejavel, considerando a maioria dos pontos de
vista. Em plantas anuais o beneficio se consiste em aumento de matéria seca,
resultando em encurtamento do ciclo ou em aumento na producéo, dependendo da
espécie (FREITAS et al., 2003). Em plantas perenes, uma forma de beneficio seria
ocorrer diminuigdo do periodo em que a muda passa em viveiro. Para plantas citricas,
especificamente, que passam por uma fase em viveiro de mudas, em substrato com
possibilidade de manipulagdo, seria altamente desejavel obter-se um isolado
bacteriano benéfico que seria acrescentado ao substrato, onde poderia desenvolver-se
com vantagem, ja que enfrentaria menor numero de competidores.

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, tém sido citadas numa
série de trabalhos como beneficiadoras de uma gama de espécies de vegetais. Dentre
essas espécies sao mais freqientemente citadas as anuais, de pequeno porte, como
abobora (CHEN et al., 2000), alface (FREITAS et al., 2003), feijao (SILVEIR et al.,
1995a), trigo (LUZ, 2001), etc.; todavia, ha alguns relatos de promog¢ao de crescimento
em plantas perenes, como café (FREITAS, 1989) e abeto, uma esséncia florestal
(CHANWAY et al., 2000).

2.2 Bactérias Endofiticas como promotoras de crescimento de plantas

As plantas hospedam uma diversidade de microrganismos, dentre eles as
bactérias endofiticas, defindas como microrganimos que habitam o interior das plantas,
sendo encontradas em orgaos e tecidos vegetais como folhas, ramos, raizes
(AZEVEDO et al., 2000). O grupo endofitico & organizado principalmente por fungos e
bactérias que, ao oposto dos microrganismos patogénicos, ndo causam prejuizo a
planta hospedeira (PEIXOTO NETO et al., 2002).

A maneira de penetracdo se da por aberturas naturais como estbmatos,
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lenticelas, hidatédios, ou por injurias causadas por insetos e maquinario agricola. Além
disso, essas bactérias sdo capazes de degradar a parede celular das plantas pela
liberagdo de enzimas hidroliticas como celulases e pectinases, sendo essa uma
possivel forma de penetragdo. Embora observacbes demonstrem a possibilidade de
mecanismos de penetragdo ativa de algumas bactérias endofiticas, muito pouco se
sabe sobre a origem e regulacao dessas enzimas (LODEWYCKX et al., 2002).

Os diferentes mecanismos de distribuicdo das bactérias endofiticas podem estar
relacionados com interagdes com outras bactérias ou com os diferentes mecanismos
de cada microrganismo, que Ihes permitem habitar varios nichos, representado pelos
tecidos e, mais especificamente, pelos espacos intercelulares no interior de cada tecido
(DI FIORI e DEL GALLO, 1995).

Os principais mecanismos pelos quais as bactérias endofiticas promovem o
crescimento de plantas sdo a fixagdo de nitrogénio, producdo de reguladores de
crescimento, disponibilizacdo de nutrientes (BODDEY e DOBEREINER, 1995;
ARSHAD e FRANKENBERGER, 1991), e o controle biolégico de fitopatdgenos, seja
este pelo antagonismo direto da microflora deletéria ou pela indugdo de resisténcia
sistémica (HALLMANN et al., 1997).

Pesquisas nas ultimas décadas demonstraram que bactérias endofiticas podem
promover o crescimento das plantas e reduzir os sintomas de doengas causadas por
diversos patogenos (HALLMANN et al., 1997). Os efeitos na promogao de crescimento
incluem aumentos na altura, na biomassa da parte aérea, do caule e da raiz € na
formacgao de pélos radiculares e foliares da planta, na lignificacdo de vasos do xilema e
na producédo de tubérculos em batata (PILLAY et al., 1997; STURTZ, 1995).

Em varios estudos realizados mostraram que as bactérias endofiticas podem
também acelerar a emergéncia das plantulas, promover o estabelecimento de plantas
em condi¢des adversas (CHANWAY, 1997) e auxiliar no crescimento do vegetal (BENT
e CHANWAY, 1998), em tomateiro (BARRETTI, 2008 e 2009), bananeira (GANEM,
2008), abacaxi (MELLO et al., 2002) com resultados promissores. 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”.
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A utilizacdo dos microrganismos endofiticos tem apresentado resultados
satisfatérios. Assim, dentro do controle biolégico a efetividade dos endofiticos esta
acoplada a diversos fatores tais como: especificidade da planta hospedeira, a dinamica
de populagdes e o padrdo da colonizagédo da planta, a agilidade para mover-se dentro
dos tecidos e a desenvoltura para induzir resisténcia sistémica (ESPOSITO — POLESI,
2011).
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MATERIAL E METODOS

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

1. Indugdo do enraizamento de explantes de bananeira pela aplicagdo de
bactérias em meios contendo diferentes concentragcbes de acido

naftalenoacético (ANA).

Doze isolados de bactérias rizosféricas e endofiticas selecionados por Ramos
(2011) e Cardoso (2010) como produtores de acido indolacético, provenientes da
colegcdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Solo e Residuos
Orgéanicos (Tabela 2), foram crescidos em meio Agar nutriente (AN) por 24 h a 28 °C, e
decorrido este intervalo as colénias foram ressuspendidas em agua destilada e
esterilizada com o auxilio da alga de Drigalsky por meio da raspagem das coldnias. A

concentragéo de cada suspenséo foi ajustada para 10° ufc mL™.

TABELA 2- Isolados bacterianos selecionados in vitro como potenciais promotores de

crescimento.



Isolado Cultivar Origem Tipo de bactérias
IB1 Prata Comum Pseudocaule Endofitica
IB 2 Prata Comum Folha Endofitica
IB 8 Prata Comum Folha Endofitica
IB9 Prata Comum Folha Endofitica
IB 10 Prata Ana Folha Endofitica
B3 Prata Ana Raiz Endofitica
IB7 Prata Ana Raiz Endofitica
1B11 Prata Ana Raiz Endofitica
IB 4 Prata Comum Solo rizosférico Rizobactéria
IB5 Prata Comum Solo rizosférico Rizobactéria
IB 6 Prata Comum Solo rizosférico Rizobactéria
IB 12 Prata Comum Solo rizosférico Rizobactéria

18

Os isolados foram usados na microbiolizagdo dos explantes. A aplicagdo das

rizobactérias e das enddfitas foi realizada na etapa de enraizamento, por imersao dos

explantes em suspens&o aquosa (50 mL) dos doze isolados (IB1, IB2, IB3, IB4, IB5,
IB6, IB7, IB8, IB9, IB10, IB11 € IB12) por 5 minutos.

Os explantes foram transferidos para frascos de cultura de 263 mL, contendo 60
mL de meio de cultivo, composto de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
suplementado com (0, 25, 50 e 75 %) de 1,35 pM do acido naftalenoacético (ANA); 10

g.L" de sacarose, e adicionado de 4,7 g.L"' de Agar esterilizado a 120°c por 20 min. O

ensaio foi montado com trés repeticées por tratamento e cinco explantes por repeticéo,

sendo o controle composto por explantes nao tratados. Os frascos foram mantidos em

estufas tipo PAD & FAN, com controle de temperatura 25°c - 30°c e umidade 80%,
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tendo como fonte de luz a irradiagdo solar, por 20 dias (Figura 1). Ao final desse
periodo avaliou-se a inducdo do enraizamento dos explantes pelas bactérias,
observando se houve formacdo de raizes ou nado Isolados que proporcionaram a

formacgao de explantes enraizados foram selecionados.

Figura 1 — Etapas da microbiolizagdo de explantes de bananeira da variedade Maca.

2. Indugdao do enraizamento de explantes de bananeira pela aplicagao de
bactérias em diferentes concentragées e em meios de cultivo contendo

diferentes concentragoes de acido naftalenoacético (ANA).

Os isolados de bactérias rizosféricas e enddfitas selecionados do ensaio anterior
foram multiplicados em meio solido AN incubados por 24 h a 28 °C, e decorrido este
intervalo as colbnias foram ressuspendidas em agua destilada e esterilizada com o
auxilio da alga de Drigalsky por meio da raspagem das col6nias, procedendo assim o

ajuste da concentragdo de cada suspens3o de isolado para 108, 10" e 10° ufc mL™".
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Procedeu-se entdo a microbiolizagdo por imersao dos explantes em suspensao
aquosa (50 mL) dos isolados IB3, I1B4, IB5, IB6, IB7 nas concentragdes de 108, 107 e
10° ufc / mL" por 5 minutos. Em seguida os explantes foram transferidos para frascos
de cultura de 263 mL, contendo 60 mL de meio de cultivo, composto de meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com (0, 25, 50 e 75 %) de 1,35 pM do
acido naftalenoacético (NAA); 10 g.L' de sacarose, e adicionado de 4,7 g.L'"de Agar
esterilizado a 120°c por 20 min.

O ensaio foi montando com cinco explantes por frascos e trés repeticdes por
isolados, sendo o controle composto por explantes ndo tratados imersos em agua. Os
frascos foram mantidos em estufas tipo PAD & FAN, com controle de temperatura 25°c
- 30°c e umidade 80%, tendo como fonte de luz a irradiagao solar, por 20 dias. Ao final
desse periodo avaliou-se a inducdo do enraizamento dos explantes pelas bactérias,

observando se houve formacao de raizes ou nao.

3. Tempo de microbiolizacao na indugao do enraizamento de explantes de

bananeira pela aplicagao de bactérias

Os mesmos isolados (IB3, 1B4, IB5, IB6, IB7) foram testados quando a
capacidade de inducdo do enraizamento de explantes de bananeira, sob diferentes
intervalos de microbiolizacdo. Para isso, foram multiplicados em meio sélido AN e
incubados a 28°c por 24 h.

Decorrido este intervalo as colénias foram ressuspendidas em agua destilada e
esterilizada com o auxilio da alga de Drigalsky por meio da raspagem das colbnias,
procedendo assim o ajuste da concentragdo de cada suspensio de isolado para 10°
ufc / mL". Realizando-se entdo a microbiolizacdo dos explantes por imersdo dos
explantes em suspenséo aquosa (50 mL) dos cinco isolados por 1, 3 e 5 minutos.

Os explantes foram transferidos para frascos de cultura de 263 mL, contendo 60
mL de meio de cultivo, composto de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
acrescido de 25% de acido naftalenoacético (ANA); 10 g.L" de sacarose, e adicionado

de 4,7 g.L" de Agar esterilizado a 120°c por 20 min.
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O experimento foi montado com trés repeticdes por tratamento e cinco explantes
por repeticdo, sendo o controle composto por explantes nao tratados. Os frascos foram
mantidos em estufas tipo PAD & FAN, com controle de temperatura 25°c - 30°c e
umidade 80%, tendo como fonte de luz a irradiagdo solar, por 20 dias. Ao final desse

periodo avaliou-se a indugao do enraizamento dos explantes pelas bactérias.

4. Inducao do enraizamento de explantes de bananeira pela aplicagcao de

combinagoes de bactérias

Vislumbrando a possibilidade do uso da aplicagdo conjunta de isolados
selecionados, realizou-se 0 um ensaio de antibiose reciproca pelo método da dupla
camada, de acordo com metodologia de Romeiro (2007 b). Os isolados foram
crescidos em placas de Petri contendo meio TSA, utilizando alca de platina para
depositar uma col6nia de cada isolado em pontos equidistantes na superficie do meio.
As placas foram entdo incubadas a 28 °C por 24 h.

Em seguida adicionou-se, sob condi¢gbes asséptica, 1 mL de cloroférmio na
tampa de cada placa fechando-as e deixando as mesmas em posigao invertida (fundo
da placa com meio na superficie superior e a tampa com o cloroférmio na superficie
inferior) por 20 minutos para matar as bactérias. As placas foram entreabertas em
ambiente asséptico durante 30 minutos para que os residuos de cloroférmio fossem
eliminados.

Realizou se a adigao de 0,1 mL de suspensdo aquosa de células do isolado a
5,0 mL de meio TSA semi-solido homogeneizando em seguida. Com as placas na
posicdo normal, o meio foi vertido sobre a superficie das placas com as colbnias ja
mortas por cloroféormio. Estas placas foram incubadas a 28 °C e examinadas apos 1, 2
e 5 dias para verificar a presencga de halos de inibigao.

A seguir, os isolados foram multiplicados em meio sélido NA (Nutriente Agar)
incubados por 24 h a 28 °C, e decorrido este intervalo as colbnias foram
ressuspendidas em agua destilada e esterilizada com o auxilio da alga de Drigalsky por
meio da raspagem das coldnias, procedendo assim o ajuste da concentracdo de cada

suspenséo de isolado para 10° ufc / mL™".
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Em seguida foi realizada a mistura de isolados adicionando em um Becker 10 ml
da suspensao bacteriana de cada isolado ndo antagdnicos. Procedeu-se a imersao dos
explantes em suspensdo aquosa (50 mL) da combinagao dos isolados negativos para
antibiose, de acordo com duas combina¢des de isolados CB1 (IB3 + IB4 + IB5+ IB7) e
CB2 (IB3 + IB5 + IB6+ IB7) por 1 minuto.

Os explantes foram transferidos para frascos de cultura de 263 mL, contendo 60
mL de meio de cultivo, composto de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
suplementado com 25% de &cido naftalenoacético (NAA); 10 g.L' de sacarose, e
adicionado de 4,7 g.L" de Agar esterilizado a 120°c por 20 minutos. O experimento
teve trés repeti¢cdes por tratamento e cinco explantes por repeticdo, sendo o controle
composto por explantes ndo tratados. Os frascos foram mantidos em estufas tipo PAD
& FAN, com controle de temperatura 25°c - 30°c e umidade 80%, tendo como fonte de
luz a irradiacao solar, por 20 dias. Ao final desse periodo avaliou-se a inducdo do
enraizamento dos explantes pelas bactérias, observando se houve formacgao de raizes

Oou nao.

5. Aplicagao isolada ou em combinagées de rizobactérias e/ou bactérias
endofiticas para a promogao de crescimento de mudas micropropagadas

de bananeira em casa de vegetagao.

Foi realizado ensaio utilizando mudas da variedade Maca selecionadas do
primeiro ensaio realizado na fase de enraizamento, sendo priorizados os isolados que
proporcionaram a sobrevivéncia dos explantes microbiolizados no prazo de 20 dias.
Este ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos, cinco isolados e cinco repeticdes por tratamento com uma muda por
repeticdo. Mudas nao tratadas constituiram o controle, compondo os seguintes
tratamentos: IB, explantes tratados com bactérias aplicadas isoladamente, (IB3, 1B4,
IBS, 1B6, IB7) e IB + CB explantes tratados com bactérias aplicadas isoladamente
provenientes do primeiro ensaio mais a combinagdo das outras bactérias (CB),

conforme a Tabela 3.
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TABELA 3 - Delineamento dos tratamentos utilizados no experimento em casa de

vegetacao.

Tratamentos
Isolados

Bacterianos

APLICADOS ISOLADOS APLICADOS COMBINADOS

IB3 IB3 IB3 + CB (IB4+ IB5 + IB6 + IB7)

IB4 IB4 IB4 + CB (IB3+ IB5 + IB7)

IB5 IB5 IB5 + CB (IB3+ IB4 + IB6 + IB7)

IB6 IB6 IB6 + CB (IB3+ IB5 + IB7)

IB7 IB7 IB7 + CB (IB3+ IB4 + IB5 + IB6)
CONTROLE CONTROLE CONTROLE

A aplicagao isolada ou da combinagdo das rizobactérias e endofitas, foram
realizados na etapa de aclimatacdo. As mudas enraizadas foram transplantadas em
potes plasticos de 10,5 cm de altura por 12 cm de largura, contendo solo autoclavado.
Durante o transplantio, procedeu-se a aplicagdo das combinagdes entre as
rizobactérias e endofiticas por imersao das mudas na suspensao aquosa contendo as
bactérias, na concentragédo de 10° ufc / mL™", por 1 minuto. Os potes foram mantidos
casa de vegetacao, irrigados diariamente, para o desenvolvimento das mudas.

Decorridos 30 dias as mudas foram avaliadas quanto a altura, comprimento
radicular total e crescimento das raizes fasciculadas, peso fresco e seco da parte aérea
e do sistema radicular. Quanto a altura as mudas foram medidas utilizando fita métrica
da base do pseudocaule até a ultima intersecgao foliar. Em seguida, foram separadas a
parte aérea do sistema radicular, medidos os seus comprimentos, colocadas em sacos
de papel e encaminhados para a estufa a 60 °C por 3 dias. Apos este periodo, foi
realizada a pesagem do material.

Para a avaliagcao do indice de crescimento, a média das cinco repeti¢cdes, para
cada parametro de crescimento do controle foi considerada como valor 100, somados
os sete valores atribuidos, apresentando assim um indice de crescimento igual a 700, a

partir da qual foram feitas as devidas comparagdes em relacdo aos outros tratamentos
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por regra de trés. A comparacgao entre os tratamentos foi realizada pelo teste de Scott-

Knott, ao nivel de 5 % de probabilidade analisados pelo programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS

1. Indugdao do enraizamento de explantes de bananeira pela aplicagao de
bactérias em meios contendo diferentes concentragoes de acido naftalenoacético
(ANA).

Dos doze isolados testados como indutores do enraizamento de explantes de
bananeira da variedade Maca diferentes dosagens do acido naftalenoacético, cinco

isolados (IB 3, IB 4, IB5, IB6, IB 7) proporcionaram explantes enraizados (Figura 2).
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Figura 2 — Ensaio de Inducdo do enraizamento de explantes de bananeira pela
aplicacédo de bactérias em meios contendo diferentes concentragbes de acido
naftalenoacético. A, B, C e D mostram enraizamento de explantes de banana maca
cultivados em meios com diferentes dosagens do ANA e com concentragdo de 10°
U.F.C/mL dos isolados.

As dosagens do acido naftalenoacético (ANA) utilizados variaram de 0 a 75%,
onde a dosagem de 0 % do acido naftalenoacético (ANA) teve em média 36,6% de
explantes enraizados com quatro isolados, ja a 25, 50 e 75 % do acido naftalenoacético
(ANA) resultou em média 74,6%, 50,6% e 33,3% de explantes enraizados,
respectivamente em cinco isolados. Sendo assim, a dosagem de 25% do &cido

naftalenoacético (ANA) foi o0 que mais induziu enraizamento de explantes.

2. Inducao do enraizamento de explantes de bananeira pela aplicacao de
bactérias em diferentes concentragcbes e em meios de cultivo contendo

diferentes concentragdes de acido naftalenoacético (ANA).
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Nesta avaliacdo para averiguar qual a concentragdo 6tima do isolado para a
microbiolizagdo das mudas de bananeira, verificou-se que apenas os isolados IB5 e I1B6
foram positivos para enraizamento nas concentragdes de 108 10° e 10’ nas dosagens

25%, 75% e 50% respectivamente, ndo superando o controle (Figura 3).

Neste ensaio obteve-se que o maior numero de explantes enraizados foi no IB6 na
concentragdo 10° ufc mL™" e na dosagem de 75% do acido naftalenoacético (ANA), que
ainda induziu enraizamento na concentragdo 10’ ufc mL" e na dosagem de 50% do
acido naftalenoacético (ANA). Ja o IB5 induziu enraizamento de explantes na
concentragdo10® ufc mL' e nas dosagens de 25%, 50% e 75% do Aacido

naftalenoacético (ANA).
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Figura 3 — Enraizamento de explantes de banana magéa cultivados em meios com
diferentes dosagens do ANA A, B, C e D respectivamente e concentragdes

diferenciadas de isolados bacterianos.
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3. Tempo de microbiolizagdao na indugdao do enraizamento de explantes de
bananeira pela aplicagao de bactérias

Neste ensaio observou-se que o tempo de 1 minuto é o suficiente pra a
microbiolizagdo dos explantes (Tabela 4).

Pbode-se observar que no isolado IB3 os tempos utilizados foram favoraveis para
a microbiolizacdo e o enraizamento dos explantes, onde os tempos avaliados
obtiveram a mesma quantidade de explantes enraizados, ja nos isolados I1B4, IB5 e
IB7, houve enraizamento, mais os explantes enraizaram em uma quantidade menor
com o aumento do tempo e em IB6 o melhor tempo para o enraizamento dos explantes

foi o primeiro minuto.

TABELA 4 - Enraizamento de explantes de banana maga em diferentes intervalos de

microbiolizagao.

Isolados 1min* 3min 5min
IB3 12** 12 12
IB4 7 5 0
IB5 5 8 5
IB6 10 0 0
IB7 11 8 5
CONTROLE 15 15 15

*Tempo testados para a microbiolizagao.
**Quantidade de explantes enraizados.

4. Aplicacao conjunta de rizobactérias e endofiticas e para a promocao de

crescimento de mudas micropropagadas de bananeira in vitro

Com a realizagao do teste de antibiose reciproca verificou-se as possibilidades
de combinagdes entre os isolados ao observar a formacdo de halo de inibicdo
evidenciando a presenca de mecanismos de antibiose reciproca entre os isolados IB4 e

IB6. De posse desse resultado foi realizado um ensaio in vitro combinando os isolados
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entre si exceto os que apresentaram halo de inibicdo, avaliando-se a formacao de
raizes e sobrevivéncia dos explantes. Em um periodo de 20 dias, foi possivel verificar

as combinacdes feitas ocasionaram a morte da totalidade dos explantes (Figura 4).
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Figura 4 — Ensaio da aplicagdo conjunta de rizobactérias e endofiticas e para a

promogao de enraizamento e crescimento de mudas micropropagadas de bananeira da
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variedade maga in vitro. A controle (explantes imersos em agua por 1min); B explantes
microbiolizados com a combinacdo 2 dos isolados bacterianos, CB2 (IB3 + IB5 + IB6+
IB7 por 1 minuto e C explantes microbiolizados com a combinagdo 1 dos isolados
bacterianos CB1 (IB3 + IB4 + IB5+ |IB7).

5. Aplicagdo isolada ou em combinagdes de rizobactérias e/ou bactérias
endofiticas para a promogao de crescimento de mudas micropropagadas de

bananeira em casa de vegetagao.

Ao compararmos os isolados bacterianos estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, pode-se observar que os isolados IB3 IB4, IB5,
IB6 e IB7 nado diferiram estatisticamente do controle. Quando analisamos os isolados
que receberam a combinag¢ao das demais bactérias temos que o IB3, foi melhor que os
IB4, IB5, IB6 e IB7 para a promog¢ao de crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira, mas sem diferencga significativa quando comparado ao controle. No entanto
ao comparamos os tratamentos entre si obtemos que o isolado IB4 proporcionou o
melhor resultado quando aplicado isolado do que quando adicionado a combinagao de

bactérias (Tabela 5).

TABELA 5 - indice de crescimento de mudas de bananeira da variedade macéa

micropropagadas utilizando bactérias isoladamente ou em combinagdes, em casa de

vegetacao.
TRATAMENTO INDICE DE CRESCIMENTO (IC)

SEM CB* COM CB**

CONTROLE 700.00 Aa 700.00 Aa

IB3 555.76 Ba 792.32 Aa

IB4 686.87 Aa 523.56 Ba

IB5 735.33 Ba 670.82 Ba

IB6 706.49 Ba 575.99 Ba

IB7 740.80 Ba 668.79 Ba

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade. As letras minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas representam as
comparagdes entre isolados e combinacdes, respectivamente.
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*Bactérias aplicadas isoladamente.

**Bactérias aplicadas isoladamente adicionadas da combinagao das outras bactérias (CB).

DISCUSSAO

Estudos tém sido realizados devido a preocupagao da sociedade com o impacto
da agricultura no ambiente e a contaminag¢ao da cadeia alimentar com pesticidas e vem
alterando o cenario agricola, demandando novas tecnologias, dentre as quais se insere
a agricultura sustentavel.

A micropropagacao, tem se apresentado como uma ferramenta util para o
melhoramento genético desta cultura através de propagacdo de clones que
apresentem melhores caracteristicas agrondmicas, por serem cultivados de forma
asseéptica em meio de cultivo e em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade,
explantes apresentam vantagens por estarem livres de micro-organismos patogénicos
que possam reduzir a produtividade da cultura.

Porém existe a desvantagem da auséncia da microbiota benéfica que possa
atuar no crescimento das mudas e protegé-las de possiveis patdégenos quando no
campo. A re-introdugao de certos micro-organismos via tratamento de explantes pode
promover o crescimento das futuras plantulas e protegé-las contra doencas.

Considerando-se a importancia da cultura da bananeira para o territorio
brasileiro, a expansao dos cultivos para regides n&o tradicionais, e o emprego
crescente pelos produtores de mudas micropropagadas, fazem-se necessarias
investigacdes neste campo.

Assim, no presente estudo foram utilizados 12 isolados bacterianos produtores
de acido indolacético para a avaliacdo da promocido de crescimento de mudas de
bananeira da variedade maca, por meio da técnica de cultura in vitro envolvendo a
microbiolizagdo de explantes. De acordo com Oliveira (2011) € importante a utilizagao
das diferentes estratégias de cultivo, pois aumenta o seu significado para a propagagéo
da bananeira in vitro, além de evitar prejuizos econdmicos e o desenvolvimento de
matérias fora do padréao.

No ensaio para indugdo de enraizamento com diferentes dosagens do acido

naftalenoacético (ANA) que variaram de 0 a 75%, sendo que a dosagem de 25 % foi
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quem apresentou maior numero de explantes enraizados. Como os isolados de
bactérias endofiticas e rizosféricas utilizados sao produtores de acido indolacético (AlA)
que, assim como o ANA é uma auxina regulador vegetal de crescimento, nos levou a
deduzir que no meio com 0% apenas com sua producgao de AlA foi pouco pra ter efeito
de enraizamento, enquanto que no meio com 25% de ANA foi suficiente para houvesse
0 enraizamento dos explantes e a medida que aumentou a dose do ANA tanto para
50% quanto para 75 % houve diminuicao do enraizamento.

Domingues et al. (1995) verificou que, a medida que aumentaram as
concentracdes do IBA e ANA no meio de cultura, houve uma tendéncia a diminuicédo do
comprimento de raizes de banana maca cultivadas in vitro. 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.

No trabalho realizado por Baldotto et al. (2010) em busca de reduzir o tempo de
aclimatacao tratando mudas de abacaxi propagadas in vitro com bactérias endofiticas
produtoras de AlA, observou que estes micro-organismos foram capazes de promover
o crescimento das mudas além de favorecer a adaptacdo em campo.

Para Oliveira (2011) a utilizacdo de meio Y2 MS foi eficaz no enraizamento dos
brotos, e confirmam com os resultados relatados por Braga et al. (2001), uma vez que
os explantes com boa formacdo de raizes na fase de enraizamento apresentaram
aumento o seu tamanho na fase de multiplicagcdo. Isto era esperado, pois uma vez
enraizados, os explantes tém maior eficiéncia na absor¢ao dos nutrientes. Até mesmo,
Souza e Gongalves (1996) aconselharam que o melhor ajustamento dos nutrientes
beneficiasse a rizogénese das plantas. Ainda que em alguns trabalhos, como os de
Paz (2009); Silva et al. (2004), na presenca de niveis muito reduzidos de auxina, ou,
simplesmente, em meio basico sem hormdnio ha enraizamento.

Na fase de avaliagdo para analisar a melhor concentragdo de isolados para a
microbiolizagdo das mudas de bananeiras da variedade Maca, as concentracdes
utilizadas nado foram tao satisfatorias, pois apenas os isolados IB5 e o IB6 promoveram
algum enraizamento dos explantes nas concentragdes de 108, 10°e 107 nas dosagens

do acido naftalenoacético de 25, 75 e 50%. No entanto, estudos recentes como de
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Mafia et al. (2009) e Luz (2001) relatam resultados positivos para promogéo de
enraizamento nestas concentracgdes.

Gagné et al. (1993) introduziu rizobactérias (108 ufc / mL) em substrato a base
de turfa (75 mL de in6culo / L de substrato) ratificou a manutengéo da viabilidade de
células usadas no tratamento e o sucesso na colonizacdo do sistema radicular sob
condi¢gdes normais de producgao.

Assim, as concentragbes das auxinas microbianas podem inibir o crescimento
das plantas e, entretanto o quantitativo do inéculo também influencia a promog¢ao do
crescimento, sendo um fator critico no enraizamento. Com a utilizacdo individual dos
isolados produtores de auxinas, foi possivel observar uma maior mortalidade, esse alto
indice aconteceu provavelmente pelo ndo conhecimento da quantidade produzida de
auxinas por cada isolado, além da producdo de metabdlitos téxicos pelas plantulas.
Ramos (2011) ainda ressalta que os explantes em periodo de enraizamento, sdo mais
sensiveis a qualquer modificagao que o meio sofrer.

Desta forma, as informacdes obtidas podem nos indicar que existem
concentracbes o6timas a serem usadas em cada tipo de isolado, favorecendo o
desenvolvimento dos explantes.

No ensaio onde a indugdo do enraizamento de mudas micropropagadas de
bananeira foi avaliada utilizando dosagem de 25% do acido naftalenoacético,
concentragdo do isolado a 10° variando o tempo de microbiolizacdo em 1 minuto, 3
minutos e 5 minutos, obteve-se o tempo de 1 minuto é suficiente para a microbiolizagao
dos explantes. Em estudos recentes, como de Ramos (2011), Araujo et al. (2012)
foram utilizados o tempo de 5 minutos para a microbiolizacdo dos explantes, entretanto,
este estudo mostra que a utilizacdo de ANA a 25% com variagdo de tempo foi
necessaria apenas 1 minuto para que ocorra a microbiolizacao.

Peixoto et al. (2010) avaliando bactérias diazotréficas endofiticas de raizes de
bananeiras juntamente com fungos micorrizicos no controle da fusariose em mudas da
variedade Maga, utilizou o tempo de 20 minutos na microbiolizagdo de explantes.

Ao testar a compatibilidade entre os isolados vimos que s6 nao era possivel
combinar os isolados (IB4) e (IB6), isto demonstra que um isolado bacteriano produz

substancias que possa inibir o crescimento da outra bactéria, mas ainda assim
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dispomos das combinagdes dos demais isolados. Segundo o estudo feito por Moreira e
Sequeira (2006) as densidades e as atividades das populagdes microbianas
rizosféricas sao determinadas pelas interagdes biologicas e Assumpgéao et al. (2009)
reporta que a utilizagado de bactérias endofiticas combinada pode simular um excelente
mecanismo de melhorar a agéo sinérgica dos isolados.

No teste in vitro avaliando a aplicagdo combinada de rizobactérias e bactérias
endofiticas houve morte de todos os explantes tanto na combinagéo 1 (IB3 + IB4 + IB5
+ |B7) quanto na combinacgédo 2 (IB3 + IB5 + IB6 + IB7). Isso pode ter acontecido devido
ao fato de que quando combinadas, as bactérias tenham produzido alta quantidade de
regulador de crescimento vegetal. O acido indolacético, somado ao acido
naftalenoacético que ja continha no meio de cultura, excedeu o nivel suportado pelos
explantes, levando-os a morte.

Segundo Paz (2009) uma concentragdo excessiva ou reduzida de fitohormonios
produzidos pelas bactérias podem prejudicar na diferenciagcao radicular, causando a
morte da planta e complementando essa afirmac&o. Patten e Glick (1996) dizem que
uma situacdo critica no enraizamento € a concentracdo e quantidade do AIA
microbiano produzido que chega a inibir o crescimento da planta influenciando assim
na promogao do crescimento.

De acordo com Enebak et.al. (1998) esse acontecimento € comum quando se
trabalha com bactérias para a promogao de crescimento. Patten e Glick, (2002) relatam
que ao realizar a introducéo de bactérias em mudas, muitas células transformam-se em
patogénicas ou saprofiticas, bloqueando o desenvolvimento da planta. Mesmo que seja
relatado mais resultados benéficos sobre bactérias promotoras de crescimento, existem
trabalhos que falam sobre o efeito deletério dessas bactérias como o estudo realizado
por Santos et.al. 2005 avaliando diferentes espécies de bactérias endofiticas e
epifiticas sobre o desenvolvimento de helicbnias (Heliconia psittacorum L.f.).

Ao avaliarmos a promogdo de crescimento de mudas de bananeira
micropropagadas da variedade maga microbiolizadas com os isolados IB3, I1B4, IB5,
IB6 e IB7 aplicados isoladamente ou combinados entre si in vivo, vimos que 0s

resultados obtidos in vitro ndo se correlacionaram totalmente com os observados in
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vitro. Observou-se que houve interacdo positiva entre as bactérias e as mudas nao
ocorrendo morte das mesmas.

As maiores médias obtidas no indice de crescimento (avaliacdo das variaveis
altura, massa fresca e seca da parte aérea e radicular, crescimento radicular total e
crescimento de maior volume de raiz) foram com IB3, adicionado da combinagédo das
demais bactérias, IB3 + CB (IB4+ IB5 + IB6 + IB7). Esta combinacao se mostrou
satisfatéria ao desenvolvimento da cultivar Maga, provavelmente devido ao melhor
estabelecimento na rizosfera dos isolados produtores de regulador de crescimento
resultando efeito benéfico.

Esta ocorréncia positiva verificada neste ensaio pode ser devido a pequena
quantidade de AIlA disponibilizado para a muda, pois, mesmo que pequena a continua
liberagdo de AIA pode aumentar a rizogénese. Além disso, as bactérias favorecem seu
proprio estabelecimento na rizosfera, estimulando o crescimento da planta e como
consequéncia provocam aumento da quantidade de exsudatos e da area de exsudagao
disponiveis ao microrganismo (TEIXEIRA et al. 2007).

Resultados semelhantes foram relatados por Assumpgédo et al. (2009)
trabalhando com soja, Silveira et al. (2004) pepino e Gomes et al. (2003) evidenciaram
a atuacdo de bactérias endofiticas Bacillus sp. produtoras de AIA no aumento
significativo do peso fresco e seco das plantulas em casa vegetagéao.

De acordo com Dantas et al. (2009) a eficacia in vivo destas combinagdes
ocorreu pela possivel capacidade destes micro-organismos em sobreviver em equilibrio
dindmico na natureza, uma vez que o grupo de microbiota na rizosfera é concebida por
populacdes diversificadas e numerosas em estado de equilibrio dindmico, refletindo o
ambiente fisico, quimico, biolégico e suas relagdes.

Weber et al. (2000), num experimento pioneiro, selecionaram e avaliaram a
influéncia das bactérias diazotroficas no crescimento de mudas micropropagadas de
mudas de bananeira cv. “Prata An&” e cv. “Caipira”. Foi constatando que a bactéria
diazotréfica Herbaspirillum sp. proporcionou melhor crescimento em “Prata Ana”,
enquanto a “Caipira” respondeu melhor quando tratadas com a bactéria Burkholderia

sp. Entretanto a cv. “Caipira” apresentou maior crescimento quando tratadas
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simultaneamente com as duas espécies de bactérias, em comparacdo com a
inoculacgao individual.

Alburquerque et al. (2003) em seus experimentos constataram que 70 dias apos
a bacterizagdo o isolado individual RAB9 mudas de banana apresentaram crescimento
significativo da massa seca, posteriormente, foram testadas misturas que elevaram
significativamente a area foliar e a massa seca da parte aérea. Demonstrou também
que as bactérias E2, RAB9, ENF24 e C210 atuaram na promocao de crescimento de
mudas micropropagadas de bananeira da fase de aclimatagdo aumentando a massa
seca da parte aérea e do sistema radicular apds 30 dias de tratadas.

De acordo Araujo e Guerreiro (2010) a interacao da bactéria enddfitica IB3 + CB
(combinagdo das outras bactérias) e da rizobactéria IB4 com as mudas na fase de
aclimatacao se mostrou positiva promovendo crescimento, demonstrando que plantas
cultivadas na presenga de microrganismos benéficos trazem um melhor
desenvolvimento do vegetal, ratificando que a producao de substancias reguladoras
por microrganismos promovem estimulo ao crescimento vegetal.

Os baixos indices de crescimento verificados nas mudas em presenca dos
microrganismos nos demais tratamentos, provavelmente ocorreram influenciados pela
quantidade e composicdo dos exsudatos liberados pela planta, interferindo na acéao
destes isolados. A disponibilizacdo de tais compostos em quantidade e qualidade
variada ocasiona a selegdo de grupos funcionais especificos (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel confirmar o potencial de bactérias associadas ao
sistema radicular de bananeira para a promog¢ao de crescimento aplicados isolados ou
associados. Foram selecionados cinco isolados (IB3, 1B4, IB5, IB6 e IB7) trés
rizobactérias e duas bactérias endofiticas eficientes na inducdo de enraizamento em
meio de cultura com 25% de ANA, quando aplicados isoladamente, sendo que dois
desses isolados (IB3 e IB4) uma bactéria endofitica e a outra rizobactéria mostraram
resultados significativos para a promogao de crescimento em mudas micropropagadas
de bananeira na fase de aclimatacido quando aplicadas isoladas ou associadas. Isto
sugere que o uso dos micro-organismos promotores do crescimento de plantas deve se
feito com cautela, considerando a relagao custo/beneficio da aplicacao.

Embora ocorrido essas evidéncias, € conveniente realizar, ainda, estudos
objetivando a compreenséo da ecofisiologia destes microrganismos na rizosfera das
plantas cultivadas no campo e os seus resultados na produtividade agricola.

Uma vez que ao menos na fase de aclimatagao o ambiente de cultivo beneficiou
o desenvolvimento das mudas, fazem-se necessarias mais pesquisas para ratificar a
eficiéncia da introdugao dessas bactérias benéficas, atuando na sobrevivéncia das
plantas e na promoc¢ao dos parametros de crescimentos das mudas. Devido as mudas
micropropagadas serem produzidas pela empresa CAMPO (Companhia de Promogao
Agricola), estabelecida dentro da Embrapa Mandioca e Fruticultura - Cruz das Almas,
instituicdo onde se desenvolveram estes trabalhos, facilitara sem duvidas a
continuidade destes estudos com relagdo a um maior periodo de avaliagao e sobre a
metodologia da futura aplicagcdo desses microrganismos com comprovada eficiéncia
para disponibilizagdo destas mudas as diversas regides produtoras de banana com

baixo custo.
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