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RESUMO - Este trabalho objetivou selecionar bactérias diazotroficas isoladas de bananeira (Musa spp.)
¢ avaliar sua influéncia no crescimento de mudas micropropagadas. Bactérias do tipo Herbaspirillum e
relacionadas a Burkholderia cepacia foram inoculadas em plantulas de banana cv. Prata And e cv. Caipira.
As bananeiras cv. Prata And, cultivadas in vitro com substrato pobre em N, apresentaram maior cresci-
mento na presenga de bactérias do tipo Herbaspirillum, ao passo que as bananeiras cv. Caipira cresce-
ram melhor com o indculo contendo bactérias do género Burkholderia. Em casa de vegetagio, as bana-
neiras cv. Caipira crescidas em sacolas de plastico contendo areia e vermiculita (1:2), suplementada
com a solugdo de Hoagland contendo 5 mg L' de N, apresentaram maior crescimento quando da
inoculacdo simultanea dos dois géneros de bactérias, em comparacdo a inoculagdo individual.
A inoculagio simultdnea proporcionou um crescimento nas bananeiras equivalente ao observado nas
plantas-controles adubadas com 50 mg L' de N no substrato, porém o teor ¢ 0 acumulo de N na parte
aérea das bananeiras foram menores. A contribuigdo de bactérias diazotroficas no crescimento de ba-
naneiras ¢ demonstrada pela primeira vez.

Termos para indexagio: Herbaspirillum, Burkholderia, microrganismos, inoculagdo, Musa, plantulas,
micropropagacdo, ecologia microbiana.

DIAZOTROPHIC BACTERIA IN BANANA PLANTS

ABSTRACT - The objective of this work was to select strains of diazotrophic bacteria associated with
banana plants and to determine micropropagated plantlet-growth-promotion by their inoculation with
diazotrophs. Isolates of Herbaspirillum-like and Burkholderia cepacia related bacteria were inocu-
lated in plantlets of banana cv. Prata And and the cultivar Caipira. Plantlets of banana cv. Prata Ani
grown in vitro on a poor nitrogen substrate presented higher fresh weight when Herbaspirillum-like
bacteria were used as inoculum, while the banana cv. Caipira grew better with the inoculation of
Burkholderia cepacia related bacteria. Nevertheless, plants of the cultivar Caipira cultivated in plastic
bags filled with sand and vermiculite (1:2) and supplied with Hoagland’s solution containing 5 mg !
of N grew faster with the inoculation of Herbaspirillum-like and Burkholderia cepacia related bacte-
ria. This effect was similar to 50 mg L! of N fertilizer added to the positive control. However, the
control plants showed higher N content in their shoots when compared to bacterial inoculated plants.
This work constitutes the first announcement of banana plant-growth-promotion by diazotrophic bac-
teria.

Index terms: Herbaspirillum, Burkholderia, microorganisms, inoculation methods, Musa, seedlings,
micropropagation, microbial ecology.
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As bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre
¢ associadas as plantas nio leguminosas tém sido am-
plamente estudadas nas tltimas décadas, desde o iso-
lamento de Beijerinckia fluminense da rizosfera de
cana-de-acucar (Dobereiner & Ruschel, 1958) e com
a reidentificagdo de Azospirillum lipoferum isolado
de raizes de diversas gramineas forrageiras e cereais
(Débereiner & Day, 1976). Varias novas espécies das
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bactérias diazotroficas tém sido isoladas de raizes ¢
de partes aéreas de gramineas (Dobereiner, 1992;
Baldani et al., 1997), de plantas de tubérculo, como
batata-doce (Paula, 1992) e mandioca (Balota, 1994),
de cafeeiros (Jiménez-Salgado et al., 1998), bananci-
ras ¢ abacaxizeiros (Weber et al., 1999). Bactérias
do género Azospirillum também foram observadas
na rizosfera de varias outras fruteiras tropicais (Rao,
1983; Ghai & Thomas, 1989).

O potencial de fixagdo bioldgica de nitro-
génio (FBN) tem sido destacado nas bactérias
diazotroficas de carater microaerofilico, incluindo
espécies dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum,
Acetobacter (Dobereiner, 1992) ¢ Azoarcus
(Reinhold-Hurek et al., 1993) e que colonizam par-
tes internas das raizes ¢ partes aéreas de gramineas
(Baldani et al., 1997). Bactérias microaerofilas, como
as do género Burkholderia, t€m sido isoladas de te-
cidos de gramineas (Baldani, 1996), de plantas de
mandioca (Balota, 1994) e de fruteiras (Weber et al.,
1999), porém pouco se conhece sobre a sua contri-
buigao ao crescimento das plantas.

A produgao de substancias reguladoras de cresci-
mento de plantas tem sido observada em bactérias
do género Azospirillum (Bashan & Levanony, 1990;
Okon & Landera-Gonzalez, 1994; Bashan &
Holguin, 1997) e em outras bactérias diazotroficas,
como as do género Burkholderia (Balota, 1994;
Bevivino et al., 1994; Malik et al., 1997). Ainda, de
acordo com Bevivino et al. (1994), isolados de
Burkholderia cepacia sdo capazes de reduzir o cres-
cimento de fungos fitopatogénicos em meio artificial.

A inoculagao de bactérias diazotrdficas serd bas-
tante facilitada em fruteiras, uma vez que a propaga-
¢do dessas plantas ¢ convencionalmente feita com
mudas no viveiro. A micropropagagio tem sido re-
comendada para fruteiras (Giacometti, 1990), prin-
cipalmente para abacaxizeiros (Fitchet, 1990) e ba-
naneiras (Mendes et al., 1996; Oliveira & Silva, 1997,
Souza et al., 1997) e poderia também facilitar a
inoculagdo de bactérias diazotroficas nas plantas.
A propagacdo em meio artificial in vifro visa elimi-
nar os fitopatogenos das mudas (Cassells, 1991) e,
assim, permite que as bactérias colonizem as plantas
sem competi¢do com outras bactérias.

O presente trabalho teve como objetivo selecio-
nar estirpes de bactérias diazotroficas do tipo
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Herbaspirillum e Burkholderia cepacia associadas
com bananeiras, ¢ avaliar sua influéncia no cresci-
mento de mudas micropropagadas dessa fruteira.

MATERIAL E METODOS

O crescimento de mudas de bananeira (Musa spp.) co-
lonizadas pelas bactérias diazotroficas do tipo
Herbaspirillum e Burkholderia cepacia foi avaliado em
laboratorio ¢ em casa de vegetagdo na Embrapa-Centro
Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, em Seropédica, RJ.
As bactérias diazotroficas utilizadas nos experimentos fo-
ram originalmente isoladas de bananeiras (BA) ¢
abacaxizeiros (AB) adultos (Weber et al., 1999). As mudas
das cultivares de banana Prata Ani (grupo AAB) e Caipi-
ra, anteriormente denominada Yangambi (grupo AAA),
foram obtidas de meristemas de apices caulinares, prove-
nientes da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Man-
dioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia.

O estabelecimento e a adaptagdo dos explantes dos di-
ferentes genodtipos foram realizados em meio nutritivo MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g 1!
de sacarose € 7 g L'! de agar, ajustando-se o pH para 5.8.
A sua multiplicagdo ocorreu no mesmo meio de cultura,
suplementado com 2,5 mg L'! de benzilaminopurina
(BAP), e o enraizamento das plantulas da fruteira, no mes-
mo meio de adaptagéo.

Ao final da fase de enraizamento, cinco plantulas de
cada gendtipo de banana foram utilizadas para avaliar a
presenga de bactérias diazotroficas endofiticas, seguindo-
se a metodologia descrita por Débereiner et al. (1995).
As demais plantulas foram utilizadas nos experimentos de
inoculagdo de bactérias diazotroficas, apos emitirem a ter-
ceira ou a quarta folha.

Foram conduzidos trés experimentos com as mudas de
bananeira: dois in vitro ¢ um em casa de vegetagdo.
Os tratamentos dos dois primeiros experimentos foram
estabelecidos em agosto de 1996, utilizando-se tubos de
vidro com capacidade de 90 a 100 mL, tampados com ro-
lhas de algoddo e contendo em seu interior um substrato
autoclavado. Esse substrato era formulado com 40 mL de
solu¢do de Hoagland sem N (Baldani, 1996) agarizado
(7 g ! de agar). Por sua vez, os tratamentos do experi-
mento de casa de vegetacdo, montado em maio de 1997,
foram aplicados em uma mistura de areia e vermiculita
(proporg¢do 1:2).

As bananeiras das cultivares Prata And (experimento 1)
¢ Caipira (experimento 2) foram submetidas a nove trata-
mentos, sendo oito com misturas de indculos de bactérias
diazotroficas e um controle em que as bactérias
estavam ausentes. A composi¢do dos tratamentos foi:
1) BA22 + BA23; 2) BA10 + BAI1l; 3) BA12 + BA14,
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4)BA123 +BA126;5) BA22 + BA23 + BA123 + BAI126;
6) BA10 + BA11 + BA123 + BA126;7) BA12 + BA14 +
BA123 + BA126; 8) mistura de todos os isolados anterio-
res; 9) o ultimo inoculo esterilizado em autoclave (con-
trole). Em ambos os experimentos utilizou-se o delinea-
mento inteiramente casualizado e cinco repetigdes para
cada tratamento. O crescimento das plantas no laborato-
rio foi em condi¢des de temperatura regulada para aproxi-
madamente 29+2°C, sob luz fluorescente e fotoperiodo
de 14 horas.

As bactérias foram originalmente isoladas de bananei-
ras (Tabela 1), e os inoculos foram obtidos pelo cresci-
mento de cada estirpe em meio liquido Dygs (Rodrigues
Neto et al., 1986) modificado, sob agitacdo constante a
100 rpm, durante um periodo aproximado de 24 horas, sob
temperatura de 30°C. Apos o crescimento, a densidade
otica (DO) das culturas foi ajustada para 0,7+0,05 no com-
primento de onda de 600 nm. Em seguida, as culturas fo-
ram misturadas de acordo com os tratamentos ¢ as aliquotas
de 1 mL (aproximadamente 108 células viaveis) foram
transferidas para os tubos de vidro.

Em seguida a transferéncia das plantulas e sua pesa-
gem, os tubos receberam agua esterilizada, para formar
uma fina pelicula sobre a superficie do substrato. Esse
mesmo nivel de agua foi reposto, em média, a cada quatro
dias, durante o periodo de condugdo dos experimentos.
Ademais, semanalmente os tubos sofreram um rodizio de
posi¢do nas bandejas, e aos 25 dias as mudas receberam
uma adubagdo suplementar com nitrato de amodnio
(5 mg L'l de N), para minimizar a deficiéncia do N
nas plantas.

As bananeiras foram colhidas 75 dias apos o transplan-
te. Apos a lavagem das plantas em agua, as raizes foram
separadas das partes aéreas (compostas de rizomas,
pseudocaules e folhas) e pesadas as fragdes. Em seguida,
separou-se aproximadamente 1 g de cada fracdo de duas
plantas de todos os tratamentos em cada cultivar de bana-
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na; essas fragdes foram novamente lavadas em agua este-
rilizada, maceradas e diluidas em série, nos tubos conten-
do 9 mL da solu¢do salina com Y dos sais de NFb,
até 105, Aliquotas de 0,1 mL das diluigdes (101, 103 ¢ 107)
foram transferidas em duplicata para os frascos com 5 mL
de meio JINFb e/ou IMV (Baldani et al., 1986; Baldani,
1996). Ap6s uma semana de incubagdo a temperatura de
30°C, os frascos foram avaliados pela formagdo de pelicu-
las caracteristicas do crescimento das bactérias diazo-
troficas, conforme Dobereiner et al. (1995).

No experimento em casa de vegetacdo, utilizaram-se
sacolas de plastico com 3 L da mistura de areia e
vermiculita autoclavada, ¢ as plantulas de banana
cv. Caipira foram submetidas a 11 tratamentos, sendo nove
com misturas de inoculos de bactérias diazotroficas e dois
controles, sem e com 50 mg L'! de N no substrato.
A mistura aleatoria de isolados de bactérias diazotroficas
foi: 1) BA10 + BA11;2) BA22 + BA23;3) BA83 + BASG;
4) BA123 +BA126; 5) BA10 + BA11 + BA22 + BA23 +
BA83 + BASG; 6) BA10 + BA11 + BA123 + BA126;
7)BA22 + BA23 + BA123 + BA126; 8) BAS3 + BA86 +
BA123 + BA126; 9) BA10 + BAIl + BA123 + BA126;
10) controle, contendo como inoculo a mistura de todos
os i1solados de bactérias, esterilizada em autoclave, sem
fertilizante; 11) o controle acrescido da adubagdo com
50 mg L1 de N no substrato. O experimento foi disposto
no delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se
trés repetigdes em cada tratamento.

Na obten¢do dos indculos das bactérias seguiu-se o
procedimento descrito anteriormente, ¢ as aliquotas de
2 mL (aproximadamente 2 x 108 células) das culturas (ajus-
tadas na DO 0,7+0,05 em 600 nm) foram aplicadas sobre
2 g de turfa esterilizada, depositada no fundo de pequenas
covas no centro de cada sacola de plastico.

Em seguida, cada sacola recebeu uma plantula de ba-
naneira micropropagada, ¢ apos a irrigagdo do substrato
com agua desmineralizada e autoclavada os vasos foram

TABELA 1. Origem dos isolados de bactérias diazotréficas usados nos experimentos de inoculacao das bananei-

ras. Seropédica, RJ, 1999.

Isolado Cultivar - amostra Local Espécie (tipo)

BA10 Banana Butuhan - pseudocaules Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 1)
BA11 Banana Butuhan - folhas Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 1)
BA12 Banana Caipira - raizes Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 2)
BA14 Banana Caipira - pseudocaules Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 2)
BA22 Banana Prata An# - folhas Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 3)
BA23 Banana Caipira - pseudocaules Cruz das Almas (BA) Herbaspirillum sp. (grupo 3)
BAS3 Banana Prata - pseudocaules Itaguai (RJ) Herbaspirillum sp. (grupo 3)
BAS86 Banana D’agua - folhas Itaguai (RJ) Herbaspirillum sp. (grupo 3)
BA123 Banana Prata Manteiga - raizes Macaé (RJ) Burkholderia cepacia (grupo 4)
BA126 Banana D’agua - raizes Itaguai (RJ) Burkholderia cepacia (grupo 4)
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cobertos com filme de plastico transparente, deixando-se
de fora as plantas. A umidade do substrato foi restabelecida
para proximo da capacidade maxima de reten¢éo de agua,
em média, a cada quatro dias durante a condugéo do expe-
rimento. Mensalmente, as plantas receberam 100 mL da
solugdo de Hoagland sem N (Baldani, 1996), ¢ aos 30 dias,
a adubagdo das plantas foi acrescida de nitrato de amdnio
(5 mg L' de N no substrato) nos dez primeiros tratamen-
tos (sem a adubagio nitrogenada inicial), para amenizar
os sintomas de deficiéncia nutricional das plantas. A cada
duas semanas, as sacolas também foram mudadas de posi-
¢do nas bancadas.

A colheita das bananeiras foi realizada 60 dias ap6s o
transplante. Apos a lavagem das plantas em agua corren-
te, as raizes foram separadas das partes aéreas, compostas
de rizomas, pseudocaules e folhas, e pesadas individual-
mente. Em seguida, fragdes de aproximadamente 1 g das
raizes foram novamente lavadas em agua esterilizada,
maceradas, diluidas em série, e estas suspensdes inocula-
das em frascos contendo os meios semi-solidos JNFb ou
JMV (Baldani et al.,1986; Baldani, 1996), conforme foi
descrito nos primeiros experimentos, para avaliar sua co-
lonizagdo pelas bactérias diazotroficas.

As partes aéreas foram secadas em estufa com ventila-
¢do forgada e ajustada na temperatura de 70°C durante o
periodo de 72 horas e, apos o resfriamento, pesadas e tri-
turadas em moinho com peneira de 40 mesh, para a dosa-
gem de N pelo método semimicro Kjeldahl (Bremner &
Mulvaney, 1982 citado por Oliveira, 1994).

Os incrementos de matéria fresca nas bananeiras cres-
cidas in vitro e de matéria seca em condigdes de casa de
vegetacdio foram determinados. Esses dados foram sub-
metidos a analise de variancia, ¢ as médias dos tratamen-
tos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As plantulas de bananeiras propagadas in vitro nio
apresentaram nenhuma associacdo com bactcrias
diazotrdficas que pudesse ser detectada pelo método
do numero mais provavel durante a fase de
enraizamento in vitro, confirmando, assim, a limpe-
za do material empregado (Tabela 2). A limpeza
fitossanitaria de plantas micropropagadas também foi
destacada por Cassells (1991).

As bananeiras apresentaram crescimento diferen-
ciado em resposta a inoculagdo de bactérias
diazotroficas (Tabela 3). As plantas da cultivar Pra-
ta And que apresentaram massa fresca inicial de
0,591+0,175 g, cujas diferencas nao foram signifi-
cativas pelo teste F a 1% de probabilidade, tiveram
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maior crescimento quando da inoculacdo com os
isolados BA12 + BA14 de bactérias do tipo
Herbaspirillum (tratamento 3), superando em
106,9% as plantas do tratamento controle. Por sua
vez, a massa fresca total foi superior na presenca de
bactérias do tipo Herbaspirillum (tratamento 3), bac-
térias relacionadas a Burkholderia cepacia (tratamen-
to 4) ¢ misturas de ambos os géneros de bactérias
(tratamento 5) em relagio ao controle ¢ o tratamento
contendo os isolados BA22 + BA23. As variacoes
entre os dados de crescimento apos a inoculagio ¢ 0s
de matéria fresca total acumulada nas plantas podem
ser atribuidas as pequenas diferengas ndo significati-
vas na massa inicial das plantas. As variagdes no in-
cremento da massa fresca das raizes também nao fo-
ram significativas apds a aplicagao dos tratamentos,
bem como a relagdo entre o peso da matéria fresca
das raizes ¢ a parte acrea das plantas. Modificagdes
na morfologia de raizes e aumento da relagao
raiz/parte aérea tém sido observadas em plantas as-
sociadas com bactérias produtoras de fito-hormonios,
a exemplo de Azospirillum (Bashan & Levanony,
1990; Arshad & Frankenberger Junior, 1991).

A colonizacao de raizes ¢ partes aéreas das bana-
neiras, conseqiiente da presenca de isolados em
meios semi-solidos JNFb ou JMV, foi confirmada nos
tratamentos que receberam inoculos contendo bac-
térias diazotroficas (Tabela 2). Foi observado o cres-
cimento de bactérias em meios semi-soélidos nas di-
luigdes de 10 a 10° de amostras provenientes de
tratamentos inoculadas, ao passo que nenhum cres-
cimento foi detectado nas plantas-controles. Niveis
similares de detec¢do foram observados em plantas
de arroz quando da inoculacdo com bactérias dos
géneros Herbaspirillum ¢ Burkholderia (Baldani,
1996). Plantas adultas de banana também suportam
altas populagoes de bactérias (Weber et al., 1999).

Embora o nivel maximo de detecgio das bacté-
rias diazotroficas tenha sido bastante uniforme entre
os diferentes tratamentos, o crescimento das plantas
foi diferente. Isto sugere que os grupos de bactérias
diazotrdficas diferem no grau de eficiéncia. Aqui, o
grupo BA12 + BA14 de bactérias do tipo
Herbaspirillum foi mais eficiente na promocao do
crescimento de bananeiras cv. Prata Ana.

As bananeiras da cultivar Caipira apresentaram,
na ocasido do estabelecimento dos tratamentos,
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0,757+0.341 g de matéria fresca, ¢ as diferencas fo-
ram nao-significativas no teste F a 1% de probabili-
dade. Com a inoculagdo dos isolados BA123 +
BA126 de bactérias relacionadas a Burkholderia
cepacia (tratamento 4), as plantas apresentaram o
maior crescimento, superando em 112,7% as plan-
tas-controles. Destaca-se que esse grupo de bacté-
rias tem afiliacdo gencética com a espécic nova de
bactérias diazotroficas (Weber et al., 1999), sendo
nomeada Burkholderia brasilensis (Baldani, 1996).
O incremento de matéria fresca das raizes foi supe-
rior na presenga dessas bactérias e dos isolados
BA123 + BA126 + BA23 + BA23 (tratamento 5),
comparado ao controle. Esses incrementos relativos
na matéria fresca das bananeiras cv. Caipira diver-
gem dos dados obtidos da cultivar Prata Ana, o que
da indicagdo de uma relacio diferenciada do efeito
das bactérias diazotroficas sobre o crescimento de
gendtipos de bananeira.

Os niveis de deteccio de bactérias diazotroficas
foram bastante similares entre os tratamentos de
inoculagao, o que concorda com as observagdes fei-
tas em relagdo a cultivar Prata Ana (Tabela 2).
Os niveis de colonizagdo das plantas sugerem que
ndo ha incompatibilidade na relacdo das bactérias do
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tipo Herbaspirillum e Burkholderia cepacia com as
bananciras. A falta de especificidade entre bactérias
diazotrdficas e plantas, como as bactérias do género
Azospirillum e gramineas, tem sido apontada como
uma vantagem na obtengao de beneficios da associa-
¢do (Bashan & Holguin, 1997).

Da mesma forma que nos experimentos in vitro, a
colonizagdo das bananciras peclas bactérias
diazotréficas foi confirmada em casa de vegetagao
(Tabela 4). Nos tratamentos com inoculagao, as bac-
térias foram detectadas nas diluigdes 10 e 10°
quando amostras foram inoculadas em meios semi-
solidos JNFb ou JMV. Foi observada a presenca de
bactérias diazotrdficas no tratamento-controle até a
diluicdo 10-3 (meio JNFb) e 102 (meio JMV), mas
isso ndo invalidou os resultados obtidos. O nivel de
detecgio das bactérias nos controles ocorreu numa
diluigdo mais baixa que nos tratamentos com
inoculacdo. A proximidade das plantas do tratamen-
to-controle com as plantas submetidas a inoculagio
pode ter favorecido a contaminacgio durante a con-
dugio do experimento, uma vez que a morfologia
das células ¢ a fisiologia de crescimento das bacté-
rias contaminantes nos meios semi-sélidos
JNFb e JMV eram similares as das bactérias

TABELA 2. Diluicoes maximas com crescimento de bactérias diazotréficas em meios semi-solidos JNFb e JMV
de amostras de raizes e partes aéreas de bananeiras das cultivares Prata Ana (experimento 1) e
Caipira (experimento 2) subordinadas aos tratamentos com indculos de bactérias diazotroficas do
tipo Herbaspirillum e Burkholderia cepacia. Médias de duas plantas. Seropédica, RJ, 1999.

Tratamento' N° Bananeira cv. Prata And Bananeira cv. Caipira
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
INFb MV INFb MV INFb MV INFb MV
Herbaspirillum 1 10 NA? 10° NA 107 NA 10 NA
2 107 NA 10°° NA 104 NA 10°° NA
3 1073 NA 10°¢ NA 107 NA 10°¢ NA
Burkholderia 4 NA 10°¢ NA 10°° NA 107 NA 10
Misturas 5 10° 107 107 10°° 107 107 10° 104
6 10° 107 10°° 10°° 104 107 107 104
7 10° 107 10* 10* 107 107 10°° 107
8 104 10°¢ 10°¢ 10°¢ 10 1073 10°¢ 10
Controle 9 ND? ND ND ND ND ND ND ND

I Tratamentos com in6culos de bactérias do tipo Herbaspirillum (1 = BA22 + BA23; 2 = BA10 + BA11; 3 = BA12 + BA14), bactérias relacionadas a
Burkholderia cepacia (4 = BA123 + BA126), misturas de ambos os géneros de bactérias (5 = BA22 + BA23 + BA123 + BA126; 6 = BA10 + BA1l +
BA123 + BA126; 7 =BA12 + BA14 + BA123 + BA126,; 8 = mistura de todos os 1solados anteriores) e o controle (9).

2 N3o avaliado.
3 Nio detectado.
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como inoculantes. A contaminagio de

diazotroficas do tipo Herbaspirillum ¢
Burkholderia sp. que foram utilizadas
plantas micropropagadas livres, pelo ar,

¢ bastante comum em experimentos em
casa de vegetacdo, sendo também obser-
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No experimento em casa de vegeta-

tilizando-se o substrato de areia ¢

vermiculita, as bananeiras cv. Caipira

¢ao u

apresentaram igualmente um crescimen-

to diferenciado em resposta a inoculagao
de bactérias diazotroficas (Tabela 5).

Observou-se que o tratamento 6 conten-

do a mistura de bactérias do tipo
Herbaspirillum e Burkholderia cepacia
(BA10 + BA11 + BA123 + BA126) foi
mais eficiente na promocdo do cresci-

bananeiras

com as
cv. Caipira. Deve ser considerado que,

de que nao houve competi¢do entre os
associacio

mento das plantas. Isto ¢ uma indicagio
isolados dos dois géneros de bactérias na

do estabelecimento desse ex-

perimento, as plantas tiveram suas raizes

na ocasiao
podadas. Uma amostra dessas plantulas

indicou 1,414+0,421 g de matéria fresca.

tratamento 6, em

’

O maior incremento da matéria seca
as raizes ocorreu no

que sc inoculou a mistura das bactérias
do tipo Herbaspirillum e Burkholderia

d

lo

inocu

esse
bacteriano nio diferiu da inoculagio dos

cepacia (BA10 + BA1l + BA123 +
Contudo,

BA126).

isolados BA123 + BA126 (tratamen-
to 4), BA10 + BA11 + BA22 + BA23 +
BAS83 + BAS86 (tratamento 5), BA22 +

BA23 + BA123 + BA126 (tratamento 7)
¢BA83 + BA86 + BA123 + BA126 (tra-
tamento 8), nem das plantas-controles
que receberam a adubagao de 50 mg L-!
de N no substrato. Uma tendéncia simi-
lar foi observada com a matéria seca a¢-
rea ¢ total das plantas, a excegao do tra-
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TABELA 4. Diluicoes maximas com crescimento de
bactérias diazotréficas em meios JNFb e
JMYV de amostras de raizes de bananeiras
da cultivar Caipira subordinadas a trata-
mentos com inoculos de bactérias
diazotroficas do tipo Herbaspirillum e
Burkholderia cepacia. Médias de duas
plantas. Seropédica, RJ, 1999.

Tratamento! Ne JNFb MV
Herbaspirillum 1 10°¢ NA?
2 107 NA
3 107 NA
Burkholderia 4 NA 107
Misturas 5 107 NA
6 107 10°¢
7 107 1073
8 10 1073
9 104 107
Controle 10 1072 1072
Controle + N 11 107 107

! Tratamentos com in6culos de bactérias do tipo Herbaspirillum
(1 =BAI0+ BAIll, 2 =BA22 + BA23; 3 = BA83 + BASG6), bactérias
relacionadas a Burkholderia cepacia (4 = BA123 + BA126), misturas
de ambos os géneros de bactérias (5 = BA10 + BA1l + BA22 + BA23 +
BA83 + BA86, 6 = BA10 + BAIl + BA123 + BA126, 7=BA22 +
BA23 + BA123 + BA126; 8 = BA83 + BA86 + BA123 + BA126,
9=BA10+ BAIl + BA123 + BA126) e os controles sem (10) e com
adubagio inicial de 50 mg L' de N (11)

2 N3o avaliado.
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tamento 7, que ndo diferiu do controle sem aduba-
¢do nitrogenada inicial. Esses dados sugerem que as
bananeiras da cultivar Caipira podem ser substanci-
almente beneficiadas pela inoculagdo conjunta de
bactérias do tipo Burkholderia cepacia e do tipo
Herbaspirillum, a exemplo de isolados BA10 +
BA11 + BA123 + BA126.

O teor de N na parte aérea das plantas variou com
a inoculacdo e a adubagdo nitrogenada (50 mg L-!
de N no substrato) (Tabela 5). O contetido de N foi
maior nas plantas adubadas, indicando que a contri-
buigao da fixacdo bioldgica do N durante o periodo
de crescimento das bananeiras foi bem menor. Aos
30 dias da inoculacdo, as plantas dos demais trata-
mentos ja exibiam sintomas de deficiéncia do ele-
mento. Teores menores de N também foram obser-
vados em plantas de batata-doce submetidas a
inoculacdo de Acefobacter diazotrophicus, quando
comparadas com as plantas-controles que receberam
adubagio nitrogenada (Paula, 1992). Olivares (1997)
observou ainda menor quantidade de massa na parte
aérea de plantas de cana-de-agucar, quando da
inoculagao de estirpes de Herbaspirillum, compara-
das ao controle adubado, com dose equivalente a
160 kg ha"! de N.

TABELA 5. Matéria fresca total, relacao da matéria fresca de raiz e parte aérea, matéria seca de raiz, parte
aérea e total, teor e N-total na parte aérea de bananeiras cv. Caipira submetidas a tratamentos com
inoculos de bactérias diazotroficas do tipo Herbaspirillum e Burkholderia cepacia em substrato com
areia e vermiculita em sacolas de plastico. Médias de trés plantas. Seropédica, RJ, 19991.

Tratamento® N° Matéria Relagdo da  Matéria Matéria Matéria Teor N-total
fresca total matéria seca seca de secatotal deNna nap.aérea
(g/planta) fresca de de raiz p.aérea  (g/planta) p.aérea (mg/planta)
raiz/p. aérea  (g/planta)  (g/planta) (%)
Herbaspirillum 1 4,567bc 0,507a 0,100b 0,299bc 0,399b 2.,01abe 6,025b
2 4,867bc 0,640a 0,129b 0,281bc 0,410b 2,26abe 5,634b
3 3,533c¢ 0,505a 0,078b 0,214c¢ 0,293b 2,50abe 5,275b
Burkholderia 4 6,567abe 0,732a 0,187ab 0423abc  0,609ab  1,70bc 6,429
Misturas 5 9.,633abc 0,815a 0,274ab 0,568abc 0,842ab  1,74bc 9.903b
6 13,133a 0,994a 0,416a 0,763a 1,178a 1,32¢ 10,057b
7 6,400abc 0,874a 0,191ab 0,311be 0,502b 1,97abe 5,969b
8  6,933abc 0,703a 0,178ab 0,390abc  0,567ab  1,90abc 7,589b
9  3,567c 0471a 0,072b 0,226bc 0,298b 2,67ab 5,605b
Controle 10 3,967be 0,717a 0,111b 0,224bc 0,324b 2,49abce 5,581b
Controle + N 11 11,00ab 0,640a 0,280ab 0,659ab 0,939ab  3,11a 20,175a
CV (%) 36,8 33,0 46,5 37,5 38,7 20,5 37,7

1 Médias seguidas da mesma letra entre os inéculos nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2 Tratamentos com indculos de bactérias do tipo Herbaspirillum (1 = BA10 + BA1l; 2 = BA22 + BA23; 3 = BA83 + BAS86), bactérias relacionadas a
Burkholderia cepacia (4 = BA123 + BA126), misturas de ambos os géneros de bactérias (5 = BA10 + BA11 + BA22 + BA23 + BA83 + BA86;6 = BA10 +
BAI11 + BA123 + BA126; 7=BA22 + BA23 + BA123 + BA126, 8 = BA83 + BA86 + BA123 + BA126; 9 = BA10 + BA1l + BA123 + BA126) ¢ os
controles sem (10) e com adubagio inicial de 50 mg de N L de substrato (11)
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Com o nivel de adubagio nitrogenada das bana-
neiras nio houve déficit de N no substrato durante o
estabelecimento da cultura. Assim, o crescimento das
plantas proporcionado pelas bactérias diazotroficas
pode ser atribuido principalmente a producao de subs-
tancias fitorreguladoras. Segundo os pesquisadores
Bashan & Holguin (1997) e Malik et al. (1997), as
bactérias diazotroficas podem mudar a morfologia
das raizes e aumentar sua biomassa, habilitando as
plantas a explorar melhor o volume do solo e absor-
ver mais nutrientes.

A inoculagio de bactérias diazotroficas em bana-
neiras micropropagadas ¢ uma técnica a ser perse-
guida. O potencial das bactérias do tipo
Herbaspirillum e Burkholderia cepacia, que natu-
ralmente colonizam as bananeiras, esta sendo de-
monstrado pela primeira vez.

CONCLUSOES

1. A inoculagao de bactérias diazotroficas do tipo
Herbaspirillum e do tipo Burkholderia propiciam me-
Ihor crescimento de mudas micropropagadas de ba-
naneiras.

2. A colonizacao de bactérias diazotroficas do tipo
Herbaspirillum e Burkholderia ocorre em bananei-
ras das cultivares Prata Ana ¢ Caipira.

3. Evidencia-se a contribui¢do de bactérias
diazotrdficas sobre o crescimento de bananeiras.
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