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RESUMO

IMPORTANCIA DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO E DE
BIOCONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS PARA UMA AGRICULTURA
SUSTENTAVEL

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) sio residentes epifiticas ou
endofiticas, ndo patogénicas, que atuam diretamente promovendo o crescimento ou
indiretamente como agentes de controle biolégico de doengas de plantas. Os efeitos benéficos
das BPCP podem ser observados em plantas propagadas “in vitro” e “ex vitro” principalmente
pelo aumento de area foliar, altura da planta, didmetro do caule, nimero de folhas e matéria
seca, reducdo do tempo de aclimatizacio, maior sobrevivéncia de mudas, controle de doengas
e aumento de produtividade. As BPCP endofiticas tém grande potencialidade e praticabilidade
de uso. As principais BPCP empregadas na agricultura siao espécies de Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Streptomyces, Rhizobinm, Bradyrbizobium, Acetobacter e Herbaspirilum, Agrobacterinm
radiobacter e Enterobacter cloacae, entre outras. Nesta revisio sao discutidos os problemas e solucoes
relacionadas a pesquisa deste importante grupo de bactérias visando a maximizacio da produgio
de alimentos com manutengio do equilibrio ecoldgico.

Termos para indexagdo: BPCP, controle bioldgico, bactérias endofiticas, micropropagacio.

ABSTRACT

IMPORTANCE OF PLANT GROWTH-PROMOTING RHIZOBACTERIA FOR A
SUSTAINABLE AGRICULTURE

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are epiphytic or endophytic resident, non
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pathogenic bacteria that act directly promoting plant growth or indirectly as disease biocontrol
agents. Their beneficial effects may be observed in “in vitro” propagated plants and also “ex
vitro” mainly through the increase of foliar area, plant height, stem diameter, leaf number and
dry matter, reduction of the acclimation time, higher plant survival, disease biocontrol and
higher yield. The endophytic PGPR has great potential and practical use. The main PGPR
utilized in agriculture are species of Pseudononas, Bacillus, Burkholderia, Streptomyces, Rhizobium,
Bradyrhizobinm, Acetobacterand Herbaspiritum, Agrobacterium radiobacter and Enterobacter cloacae, among
others. This review discusses problems and solutions related to research on this important
group of bacteria aiming to maximize food production maintaining the ecological balance.
Index terms: PGPR, biocontrol, endophytic bacteria, micropropagation.

1. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de 6rgaos de plantas e
podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte da populacio
residente das plantas como epifiticas ou endofiticas e ndo sdo fitopatogenicas. Podem ser
utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas, incorporadas
ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulverizacGes na parte
aérea incluindo folhagem e frutos, e em pés-colheita. Ja existem diversos produtos biolégicos
a base de BPCP sendo comercializados no mundo e nos Estados Unidos (Tabela 1) embora

no Brasil ainda nio exista registro para nenhum deles.

Tabela 1. — Produtos biolégicos a base de bactérias registrados para uso nos Estados Unidos (APS
Biological Control Committee, 2003)

Produto Organismo Organismo-alvo Fabricante

. . . Doencas causadas por patégenos
Actinovate Streptomyces hydicus habitantes do solo Natural Ind., Inc. (USA)
BioJect . . . . EcoSoil Systems,Inc
Spot-Less Pseudomonas anreofaciens — Colletotrichum sp., Pythiym aphanidermatum (USA)

Bio-Save 10LP
Bio-Save 110

BlightBan A506  P. fluorescens, A506 de gelo (INAY) NuFarm Inc. (USA)
Cedomon Psendomonas chlororaphis ~ Manchas foliares de cereais, Fusarinm sp.  BioAgri AB (Suécia)
. Bacillus subtilis GBO3,  Rhizoctonia, Pythinm, Fusarium e
Companion Bacillus spp. Phylophthora Growth Products (USA)
D Burkholderia Rhbizoctonia spp., Pythinm spp. e Fusarium Stine Microbial Products
eny e " . g h (USA)
cepacia Tipo Wisconsin  spp. E alguns nematdides
EcoGuard B. licheniformis SB 3086 Sclerotinia homeocarpa em gramados EZ‘T?[ZJ}S“[{;S Biologicals,
Galltrol Agrobacterinm radiobacter — Agrobacterinm tumefaciens AgBiochem, USA
o B. subtilis MBI600 + o . . ., Becker Underwood
HiStick N/T Rbizobinm Fusarinm spp., Rhizoctonia spp. e Aspergillus (USA)
I Burkholderia Rhizoctonia solani., Pythium spp. e Fusarium Soil Technologies Corp.
ntercept . -
cepacia spp. (USA)
Kodiak (\Zérias B. subtilis GBO3 ha'z.ammizz' J.a/{mz', Fusarium spp., Alternaria Gustafson. Inc. USA
formulagoes) spp. € Penicillium spp. T
g L Alternaria brassicicola, Phomopsis spp., .
Mycostop iﬂ(fgé%fﬂlﬂ] ces griseoviride Botrytis spp., Pythium spp., Phytophthora Kemira Agro Oy

P. syringae

Botrytis cinerea, Penicillium spp., Mucor
pyriformis, Geotrichum candidum
Erwinia amylovora e bactérias nucleadoras

spp. e Fusarium spp.

EcoScience Corp. (USA)

(Finlandia)
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Tabela 1. — Continuacio...

Bio-care technology,
Australia

R. solani, Fusarium spp., Alternaria spp., KFZB Biotechnik GmbH

Nogall A. radiobacter A. tumefaciens

Rhizo-Plus Bacillus subtilis FZB24 Sclerotinia, 1V erticillinm, Streptomyces scabies  (Alemanha)
B. subtilis Mildio, oidio, mancha de Cercospora,
Serenade QWT713 queima da macieira e outros Agra Quest, Inc. (USA)
Subtilex B. subtilis Rhizoctonia spp., Pythinm spp. e Fusarium  Becker Underwood
Spp (USA)
YieldShield B. pumilins GB34 Doengas causadas por patégenos Gustafson Inc. (USA)

habitantes do solo

As BPCP atuam promovendo diretamente o crescimento pela producdo de acido
cianidrico, fitohormonios, enzimas como a ACC-deaminase, mineralizacio de nutrientes,
solubilizacao de fosfatos, fixacdo do nitrogénio e aumento da absor¢ao pelas raizes, entre
outros (Conn ez al, 1997; Lazarovits & Nowak, 1997). A promoc¢io de crescimento ¢é
considerada indireta quando a planta esta sendo infectada por um patégeno e as BPCP
atuam como agentes de controle biolégico através da producio de acido cianidrico,
bacteriocinas e antibi6ticos, competi¢do por espaco, Fe™ e outros nutrientes, parasitismo,
indug@o de resisténcia e protecao cruzada. As principais BPCP sio encontradas entre as
Psendomonas spp. nao fluorescentes e fluorescentes; espécies de Bacillus, Streptomyces, Rbizobinm,
Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirilu;, Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae e
Burkholderia cepacia, entre outras.

Na China, as BPCP sdo conhecidas e comercializadas como bactérias que aumentam a
produtividade (YIB) (Kloepper, 1997) e em 1987 ja eram aplicadas em larga escala, em 48
diferentes culturas, atingindo 3,35 milhdes de hectares (Wenhua & Hetong, 1997). Nesse
pais, aumentos de produtividade tao significativos como 23,1 e 22,5 % tém sido obtidos pela
aplicacdo dessas bactérias respectivamente em batata doce e batata (Zhang ez a/.,1996).

O controle biolégico no Brasil iniciou na década de 40 mas o biocontrole com bactérias
¢ mais recente. Existem varias revisdes sobre o assunto embora sem especificar agentes
bacterianos de biocontrole (Bettiol, 1996, 1997; Luz, 1993b; Mariano, 1993; Michereff &
Mariano, 1993). O livro organizado por Bettiol publicado em 1991 (Bettiol, 1991) foi muito
importante na histéria do biocontrole de doengas de plantas no Brasil, e incluiu um capitulo
sobre bactérias como antagonistas (Robbs, 1991). O interesse em BPCP no Brasil foi
posteriormente estimulado pela apresentacdo de palestra no XXVIIT Congtresso Brasileiro
de Fitopatologia em 1995 pelo Prof. J. W. Kloepper e publicacao de uma revisao sobre este
assunto na RAPP-Revisio Anual de Patologia de Plantas (LLuz, 1996). Os primeiros trabalhos
realizados em BPCP no Brasil (Stein, 1988; Freitas, 1989) testaram Psexdononas fluorescentes
para aumentar o crescimento de plantulas de tomateiro e cafeeiro em condicoes de casa de
vegetagdo. Desde entdo, varios estudos tém avaliado o efeito benéfico da utilizagao dessas

bactérias.

2. UtLizagAo DE BPCP NA PROPAGAGAO POR SEMENTES E ORGAOS DE PROPAGAGAO
VEGETATIVA “EX-VITRO”

Serao aqui abordadas, principalmente, pesquisas realizadas em casa de vegetacao
e campo, no Brasil.
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2.1. Biocontrole de doengas do trigo e milho

Em experimento de campo, no ano de 1990, nove microrganismos, incluindo bactérias e
leveduras foram avaliados como tratamento biolégico de sementes. Todos os antagonistas
reduziram o mal-do-pé do trigo (Gauemannonzyces graminis var. tritici) avaliado pela percentagem
de espigas brancas e sintomas nas raizes comparado a plantas nao tratadas. Bacillus subtilis
apresentou controle da doenga significativamente maior que os outros antagonistas com 98
% de protecao (Luz, 1993a). Outros experimentos em 1988 and 1989 demonstraram que a
microbioliza¢io das sementes protegeu significativamente contra os principais fungos
transmitidos pelas sementes (Bipolaris sorokiniana, Stagonospora nodorum e Drechslera tritici-repentis).
Certos tratamentos foram semelhantes ao controle quimico com thiran + iprodione (50 +
150g/100 Kg de sementes) (Luz, 1994). A giberela do trigo (Giberella seae - Fusarium
graminearuni) fol reduzida no campo pot B. subtilis (64/88.2 ¢ 178/86.1), Bacillus sp. (66/86.2)
e a levedura Sporobolomyces rosens (58/88.2) na faixa de 67 a 87 % (Perondi e a/,1996). Ja Luz
(1996) telatou P. putida (63/88.4B) controlando a podridio da raiz do trigo no campo.

BPCP podem ser utilizadas no manejo integrado juntamente com fungicidas. Luz (20032)
verificou que o tratamento de sementes de trigo com diferentes combinagoes de Paenibacillus
macerans e difenoconazole, reduziram significativamente a incidéncia de Fusarium graminearum,
Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis e Aspergillus spp. nas sementes. Em campo todos
os tratamentos promoveram aumentos significativos na germinacio e no rendimento de
grios, com exceciao do difenoconazole, que isoladamente, aumentou apenas o rendimento.
Os efeitos na germinagao foram maiores quando houve integracao do controle biolégico
com o quimico, mesmo quando as doses foram reduzidas a metade, portanto, o uso das
misturas pode promover uma diminui¢ao substancial do uso de pesticidas na cultura do
trigo. Resultados similares foram obtidos por Luz (2003b) no tratamento de sementes de
milho com o mesmo bioprotetor P. macerans e fungicidas fludioxonil + metalaxyl M.

2.2. Biocontrole do tombamento ou damping-off causado por Rhizoctonia solani

Um total de 112 isolados bacterianos incluindo Pseudomonas spp. fluorescentes (67) e
Bacillus spp. (45) foram testados contra Rhigoctonia solani (grupo de anastomose 4) através de
tratamento de sementes de feijdo em condicoes de casa de vegetacdo e campo. Na casa de
vgetacdo B. subtilis (AP323, AP3, AP183) e trés Pseudomonas fluorescentes (FR38, CR26,
TR48) protegeram mais efetivamente plantulas de feijao contra o tombamento causado por
R. solani. Quando isolados de B. subtilis foram testados contra diferentes niveis de in6culo e
diferentes isolados de R. solani, AP183 mostrou maior eficiéncia que o tratamento quimico
com quintozene. Por outro lado os trés isolados de Psexdomonas fluorescentes apresentaram
menor eficiéncia que o quintozene em ambos experimentos (Andrade ef /., 1994). No campo,
AP183 confirmou sua alta performance, atingindo uma média de 49 % de reducio da
severidade da doenca (RSD) (Andrade ¢/, 1994), e FR-38 também mostrou maior eficiéncia
(>35 % RSD) do que quintozene (Gomes ez al., 1996).

O efeito do tratamento de sementes de caupi com B. subtilis (40 isolates) e Pseudomonas
spp. fluorescentes (50 isolados) foi também avaliado para controle de R. solani.. Depois da
primeira selecdo, os melhores antagonistas foram testados contra diferentes isolados e
concentracoes do patégeno. Os isolados AP-183 (B. subtilis) e CR-20 (P. fluorescens) os quais
demonstraram maior eficiéncia em ambas as situagdes foram testados no campo onde
significativamente reduziram a intensidade da doenca (AP183>45 % e CR-20>30 % RDS)
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e foram superiores ao quintozene (2.250 ppm) (Noronha ez al., 1995; Barbosa ez al., 1995).
Sementes de algodao foram tratadas com 40 isolados bacterianos e 67 Pseudomonas spp.
fluorescentes também para controle R. solani. Os melhores antagonistas foram testados
contra diferentes isolados e concentracoes do patégeno. O isolado BA-20 (B. subtilis) foi o
mais eficiente em todas as situagoes, exceto quando comparado ao quintozene em condi¢des
controladas. Quando testado em campo com diferentes niveis de indculo do patégeno BA-
20 nao reduziu significativamente a intensidade da doencga, o que foi obtido pelo uso do
Quintozene nos dois primeiros niveis de inéculo (Silva e# al, 1996). Houve grande variacdo
na performance dos isolados de Psexudomonas spp. Para o controle de R. solani em todos os
experimentos. No entanto, eles apresentaram maior eficiéncia que o quintozene em todos os

ensaios em condicbes controladas (Andrade e /,1996).

2.3. Biocontrole da podridio-negra das cruciferas

Assis et al. (1995) estudaram o potential de rizobactérias para o controle da podridao-
negra das cruciferas e antracnose do rabanete causadas, respectivamente por Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xec) e Colletotrichum gloeosporioides, em condi¢oes de campo. Os isolados
SDR2 (P. fluorescens) e BS (B. subtilis) reduziram a severidade da doenga em, respectivamente,
48,1 % e42,0 %, comparadas com 44,8 % de controle obtido pelo antibiético kasugamicina.
Reducoes da severidade da antracnose do rabanete foram ainda maiores, tendo JA2 (P.
fluorescens) apresentado 60,4 % e BS 51,6 %. Este ultimo valor foi similar ao controle com
o fungicida benomil. Quarenta bactérias epifiticas e endofiticas foram também testadas
contra Xe em couve (Assis ez al., 1996a). O isolado R14 (B. subtilis), originalmente epifitico
em repolho, induziu 100 % de controle da doen¢a quando avaliado contra trés isolados de
Xee e em trés periodos de aplicacio diferentes (72 h antes, simultaneamente e 72 h apds
inoculacdo do patégeno). No campo, este antagonista sobreviveu epifiticamente em folhas
de couve até 45 dias, quando apresentou média de populagio de 15 x 10* UFC/mm? e nivel
de redistribuicio de 6.6 x 10* UFC/mm? (Assis ¢f al., 1996b). Os mesmos autotes avaliaram
20 isolados de Bacillus spp. contra Xe no campo em plantas de repolho ‘Midori’ (Assis ¢z al.,
1997). Os isolados C210 (B. cerens), C116 (B. megaterinm), R14 (B. subtilis) e C240 (B. cerens)
promoveram, respectivamente 78, 74, 73 ¢ 71 % de RSD. Quando testados em diferentes
periodos de aplicacio em relagdao a inoculagio com o patégeno, os melhores resultados
foram obtidos por R14 (72 %) aplicado 4 dias antes + simultaneamente + 4 dias depois e
por C116 (70 %) aplicado 4 dias antes + simultaneamente. Nao houve diferenca significativa
de controle quando diferentes cultivares de repolho foram testados (Assis ez al,, 1997).

De acordo com Luna et al. (2002) entre nove isolados epifiticos de Bacillus, apenas B.
subtilis R14, B. pumilus C116, B. megaterinm pv. cerealis RAB7 e B. cereus C210 apresentaram
antibiose contra Xanthomonas campestris pv. campestris LFR-3. Em bioreator, o ctescimento
rapido de B. subtilis R14 foi obtido em meio contendo melaco e extrato de levedura como
fontes de C e N, respectivamente. Durante a fase exponencial a taxa de crescimento especifico
foi de 1.2 h''. Rapida esporulacio foi observada no meio balanceado para C/N. Apos a fase
de esporulacio obteve-se o miximo de concentragio de esporos viaveis, cerca de 10° UFC/
ml. Melhor separacdo de biomassa foi obtida em pH baixo.

Segundo Monteiro (2003), o antagonismo de oito isolados de Bacillus contra nove isolados
de X campestris pv. campestris foi avaliado para acessar o papel dos lipopeptideos neste processo.
Testes de atividade antimicrobiana e hemolitica (surfactante) foram realizados in vitro usando
o método de difusao em agar. Antibiose e hemolise foram positivas para quatro isolados de
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Bacillus. A correlagdo observada entre essas atividades indicou que os lipopeptideos estio
envolvidos no mecanismo de antibiose dos antagonistas. Estudos de fermentagdo com os
isolados que apresentaram atividades antimicrobianas e hemoliticas mais acentuadas foram
realizados para acompanhar o crescimento e producdo de compostos bioativos e surfactantes,
observada durante o final da fase de crescimento.

2.4. Biocontrole da Murcha-bacteriana

Actinomicetos foram testados contra isolados de Ralstonia solanacearnm, “in vitro” (Moura
& Romeiro, 1999), sob condi¢bes controladas (Moura ez al, 1998) e no campo (Moura,
1996). O melhor método para aplicagdo do tratamento foi a imersao de sementes. O controle
da doenca variou de 50 a 100 % dependendo do antagonista e local do experimento (casa
de vegetacdo, micro parcelas, campo). A autora explicou a variacao de controle pelas diferencas
na populagio do patégeno, condi¢des ambientais e microflora (Moura, 1996).

2.5. Biocontrole em p6s-colheita

A podridido mole do pimentdo foi reduzida em mais 85 % por P. marginalis (P-5) aplicada
simultaneamente ou 2 h antes do patégeno, mas o calcio reduziu o efeito antagbnico para
73,3 % . Nio foi detectada antibiose “in vitro” (Melo et al., 1995).

A podridao de frutos de maca (Penicillium expansum, tesistente a benomil) foi reduzida
port B. subtilis em condic¢Ges de laboratorio (22°C) e camara fria (0-1°C) avaliando-se o didmetro
da lesdo. A reducio do numero de lesGes por fruto, o fator mais importante pois impede a
comercializacdo, foi obtida a 22°C mas nio em camara fria (Valdebenito-Sanhueza e# a/,
1992).

A podridao radicular (Roselinia necatrix) foi controlada em 100% nas mudas de macieiras
tratadas por imersio de raizes com as suspensoes dos antagonistas 10.2 CLBB e 8.3, em
telado e estufins mantidos em condi¢oes de campo. Na comparacio de isolados com ou sem
aditivos, o maior controle da doenca foi obtido pelo tratamento de raizes das mudas com o
isolado 10.2 CLBB (Pantoea agglomerans) aplicado conjuntamente com 0,1% de carboxi-metil-
celulose (Valdebenito-Sanhueza, 2001)

2.6. Promogio de crescimento

Luz (1993a) relatou aumento de 105 % na producio de trigo no campo, em 1990 causado
por B. subtilis. Experimentos realizados em 1988 e 1989 testando oito microrganismos
evidenciaram B. subtilis e os isolados bacterianos 155/86.4 ¢ 4/88.4AA como os melhores
para aumentar a emergéncia de plantulas no campo. O isolado 4/88.4AA foi o melhor para
aumentar a producao de graos no campo (Luz, 1994). Em condi¢bes de campo, o tratamento
das sementes com B. subtilis (64/88.2 ¢ 178/86.1), Bacillus sp. (66/86.2) e a levedura
Sporobolomyces rosens (58/88.2) aumentou a producio de 18 a 31 % (Perondi ¢7 a/., 1996). Luz
(1996) relatou aumentos significativos no crescimento de plantulas tratadas com P. putida
biétipo B (63/88.4B), ¢ isolados bactetianos 21/91.11.2A e 47/91.5.2C. No campo, P.
putida bidtipo B aumentou significativamente (9,4 %) a produgao de trigo considerando a
média de experimentos de quatro anos, sendo maior do que o aumento obtido usando
iprodione + thiran (6,5 %).

Stein (1988) relatou que Pseudomonas fluorescens, utilizada em tratamento de sementes,
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promoveu aumentos de germinacio e peso fresco de até 60,3 e 78 %, respectivamente em
plantulas de tomateiro. Ja Mantovanello & Mello (1994) utilizando rizobactérias do género
Psendomonas obtiveram aumentos no peso seco da parte aérea (até 44 %) e raizes (36,8 %) de
plantulas de tomateiro, em solo nao autoclavado. Em solo autoclavado, os aumentos foram
respectivamente de até 138,5 e 119 %. Peixoto e a/. (1995) assinalaram também a promogao
de crescimento de plantulas de tomateiro por isolados de Psexdomonas fluorescentes
antagonistas a R. solanacearum (biovar I1T). FR48, TR33 e FR44 induziram os maiores aumentos
de emergéncia com valores médios de respectivamente, 52,5, 45,7 e 40,5 %. R4 promoveu
os maiores aumentos de altura e peso seco com valores médios de 30,9 % e 61,1 %,
respectivamente. O tratamento do substrato associado a bacterizacao da semente demonstrou
ser, em geral, o método mais eficiente. O tratamento de sementes de tomateiro com bactérias
isoladas do rizoplano promoveu o crescimento de plantulas avaliado pelo numero de folhas
e altura de plantulas (Bentes e a/, 1998).

De acordo com Silveira ez al. (1995), Pseudomonas spp. fluorescentes aplicadas a plantulas
de feijdo juntamente com micorrizas e Rbigobinm tropici promoveram aumentos de peso
seco de caules e nodulos, conteudo de fésforo e nitrogénio, bem como maior colonizagao
por micorrizas. Freqiientemente, o melhor crescimento da planta e absor¢ao de nutrientes
foram observados pela inoculagio em conjunto com Glomus etunicatum.

Assis ez al. (1995) relataram que Pseudomonas fluorescentes e B. subtilis ndo aumentaram a
germinacido de rabanete ou peso seco de plantulas e que P. marginalis causou reducgao de
germinacdo. No entanto, a altura foi elevada significativamente por quatro isolados de P.
fluorescens.

Os isolados Ps-2 e Ps-3 de Pseudomonas sp fluorescentes induziram os maiores pesos
secos e o Ps-2 aumentou o numero de bactérias fluorescentes na rizosfera, quando plantas
de café foram inoculadas e avaliadas apds seis meses. Nao houve diferencas significativas na
altura das plantas e conteudo de Fe, Mn, Cu e Zn (Preitas, 1989).

Quando P. fluorescens (BR5) foi inoculada em sementes de milho nenhum impacto foi
observado nas populacoes residentes de bactérias dos grupos Pseudomonas, heterotroficas,
celuloliticas e nitrificantes bem como na atividade de desidrogenase durante 90 dias. O peso
seco foliar foi aumentado aos 60 e 90 dias apds o plantio. Microscopia eletronica e 6tica
mostraram a colonizagdo bacteriana de pelos radiculares e epiderme (Botelho e a/, 1995).

Campello (1992) relatou que P. fluorescens, P. marginalis e B. subtilis aumentaram a
germinacio do eucalipto e promoveram o peso seco e a altura das plantulas. Estes efeitos
foram mais evidentes em solo esterilizado e quando as sementes foram tratadas, comparando-
se com a bacteriza¢ao do solo.

Cattelan (1993) bacterizou sementes de soja com suspensoes de Psexdomonas spp. ou
sobrenadantes destas suspensoes e observou que o ultimo tratamento aumentou o
comprimento de raizes das plantulas até 76 %, o que foi atribuido a producao de substancias
de crescimento no meio de cultura.

Freitas & Pizzinatto (1991) relataram que Pseudomonas sp. fluorescente, isolado Ps-4A,
induziu aumento de peso seco em tomate, o que foi justificado pelo antagonismo da bactéria
a Fusarinm oxysporum f.sp. heopersici, raga 1.

Visando a promogao de crescimento de plantas de heliconia, Assis (2002) testou 50
bactérias isoladas de folhas e sementes de plantas de heliconia sadias em casa de vegetagao.
Para a selegao preliminar, antes do plantio foram depositados 100 mI. da suspensio bacteriana
(ASS(]
pseudocaule (DPC), matéria seca da parte superior - folhas e pseudocaule (MSS), matéria

= 0,7) por vaso. Apds quatro meses as mudas foram avaliadas quanto ao diametro do
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seca da parte inferior — rizoma e raiz (MSI) e altura do pseudocaule (AP). Os trés isolados
mais eficientes HPS6, HPF14 e HNF15 foram identificados como B. pumilus, B. thuringiensis
subvar. kurstakii e Bacillus cereus, respectivamente, testados quanto a compatibilidade e utilizados
em misturas. A mistura dos isolados compativeis HPS6 ¢ HNF15 promoveu aumentos
significativos (P=0,05) de DPC (71,4%), MSS (131,0%), MSI (84,0%), AP (74,1%) e¢ AF
(83,3%). Nao foi observada a produgao do acido indol acético, acido cianidrico ou solubilizacao
de fosfatos. O fésforo foi o Gnico macronutriente cujo teor aumentou (62,3%)
significativamente (P=0,05) entre as mudas cultivadas em substrato tratado. Os mutantes
resistentes a rifampicina e acido nalidixico obtidos apresentaram colonizagao epifitica e
endofitica em raizes de heliconia onde sobreviveram até 120 dias (Figura 1).

‘ =&~ HPS6EP == HPS6EN == HNF15EP —#r— HNFISEN |

e

Rﬁ\ﬁ\a

Log ufe/g de matéria frescs
{#]

75 a0 105 120
DAP - Dias apis plantio

Figura 1. — Colonizagio epifitica (EP), endofitica (EN) e sobrevivéncia de mutantes de Bacilus
pumilns (HPSON™NY e B. cerens (HNF158™NY em raizes de Heliconia psittacorum, 75, 90, 105 e 120 dias
ap0s o plantio de rizomas em substrato bacterizado.

Gomes ¢ al. (2003) avaliou isolados bacterianos epifiticos e endofiticos, obtidos de
plantas sadias de alface, para promogao de crescimento de mudas e plantas, respectivamente
em estufa e campo de cultivo organico (Cha Grande - PE). Nos experimentos em estufa, foi
utilizada a cultivar Veronica e em campo, as cultivares Verdinha e Veronica. Os isolados
foram aplicados por bacteriza¢do simultinea nas sementes e substrato. Em campo, foram
utilizados os isolados mais eficientes, C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) e C116 (Bacillus
pumilus), separadamente e em mistura, apos teste de compatibilidade. Em estufa, foram
avaliadas a matéria fresca de raizes (MFR), da parte aérea (MFPA) e total (MFT), 21 dias
apos a bacterizagdo. Em campo, foi determinado o peso da matéria fresca total de plantas
comercializaveis 21 e 28 dias apds o transplante, respectivamente para as cultivares Verdinha
e Veronica. Os mecanismos de a¢ao de BPCP analisados foram producio de acido indol
acético, acido cianidrico, solubilizacao de fosfatos e alteracoes dos teores foliares dos
macronutrientes, N, P, K, Ca e Mg, Em estufa, as mudas apresentaram aumento significativo
em relagdo a testemunha para MFR, MFPA e MIFT quando foi utilizado o isolado C116 e
para MFR e MFT utilizando-se o C25. No campo, nio houve promocao significativa no
crescimento nas plantas das cultivares Verdinha e Veronica, tratadas com C25 e C116
separadamente ou em mistura. Dos mecanismos de a¢do analisados verificou-se apenas
elevagio significativa (P=0,05) do teor foliar de N pelo isolado C25.
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Silveira et al. (2004) isolou bactérias epifiticas e endofiticas de plantas de pepino sadias,
coletadas em diversos municipios do Estado de Pernambuco e avaliadas na promogao de
crescimento de plantulas em casa de vegetacao. Foram realizados trés bioensaios. No primeiro
foram testados 93 isolados; no segundo, 32 isolados e; no terceiro, oito isolados de pepino e
mais 10 isolados provenientes de outras culturas. As sementes de pepino foram bacterizadas,
semeadas em substrato organico contido em bandejas de isopor e analisadas dez dias apds a
semeadura quanto as matérias secas da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST). Dos
trés bioensaios os isolados epifiticos PEP52, PEP8, PEP82, PEP91 e C22 foram selecionados
por aumentarem significativamente a MSR e MST das plantulas. Apds o teste de
compatibilidade “in vitro”, esses cinco isolados, testados separadamente e em misturas,
mostraram-se eficientes no aumento do indice de MSPA, MSR e MST das plantulas de
pepino, sem diferirem significativamente entre si. Os isolados PEP81 (Bacillus amyloliquefaciens)
e PEPI1 (Enterobacter cloacae) destacaram-se com indices de aumentos de 55,5 e 39,5% (MSPA),
42,9 e 37,2% (MSR) e 41,6 e 34,0% (MST), respectivamente. A producio do acido indol
acético, acido cianidrico, solubilizacio de fosfatos e alteracdo nos teores foliates dos
macronutrientes N, P, K, Ca e Mg, foram avaliados como possiveis mecanismos de agdo
desses dois isolados, porém com resultados negativos. A bacterizacio das sementes com B.
amyloliguefaciens PEP81 e E. cloacae PEP91 pode melhorar a qualidade das mudas de pepino

(Silveira ef al., 2004).

3. UtmLizacAo DE BPCP NA MICROPROPAGAGAO “IN-VITRO”

Apesar de bem estabelecidas como produtos biolégicos para controle biologico de doengas
e pragas, o uso de BPCP na produgao de mudas micropropagadas ainda estd em fase inicial.
Os efeitos benéficos das BPCP sobre mudas micropropagadas sio principalmente, aumento
de drea foliar, didmetro de pseudocaule, nimero de folhas e matéria seca, com conseqliente
reducdo do tempo de aclimatizagio e maior sobrevivéncia das mudas ap6s o transplante. No
campo, observa-se protecio contra doencas e aumento de produtividade.

No congresso Internacional de BPCP realizado em 1987 no Canada, Jerzy Nowak
descreveu a utilizacao de uma bactéria na micropropagacao de plantas. Enquanto a maioria
dos pesquisadores tentava eliminar inicial apés o transplante. Em experimentos de campo
(média de experimentos de 1987 a 1993 em varias localidades), evidenciou-se que a
sobrevivéncia das plantas apds o transplante direto sem aclimatizacdo foi bactérias
contaminantes de culturas de tecidos, Nowak adicionou a estas culturas o isolado PsJN de
Psendomonas sp. nao fluorescente, obtido como endofitico de raizes esterilizadas de cebola, o
qual promoveu significativo crescimento das plantas (Herman, 1987).

O isolado PsJN estimulou o crescimento in vitro de explantes nodais de batata bacterizados
com 2,8 x 10° UFC mL" por 5 a 10 segundos e cultivados em Meio MS sem hormonios.
Houve aumento significativo no nimero de raizes (24-196%), peso da matéria seca de raizes
(44-201%), peso da matéria seca total (14-151%), comprimento do caule (26-28%), formagio
de pelos foliares (55-110%), ramificagdao secundaria de raizes e contetdo total de lignina
(43%) em relacdo a testemunha (Frommel ez a/., 1991). O funcionamento dos estomatos foi
melhorado assemelhando-se aos de plantas aclimatadas em casa de vegetagdao. Assim, folhas
retiradas de plantas bacterizadas apresentaram apo6s 5 minutos 90,1% de fechamento de
estomatos enquanto apenas 8,3% ocorreu em plantas nao bacterizadas. Plantas aclimatadas
apresentaram valores de 89,3 e 88,7%, respectivamente (Frommel ¢z a/., 1991). A bacterizacio
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também melhorou o estabelecimento em casa de vegetacdo e/ou crescimento
significativamente melhor (77,6%) que na testemunha (61,7%) e similar aquela de plantas
aclimatadas previamente em casa de vegetacio (Frommel ez @/, 1991; Nowak et al. 1995;
Lazarovits & Nowak, 1997; Nowak ez al., 1999). Observou-se que os beneficios da bacterizagao
foram maiores nos anos em que baixa precipitacio seguiu o transplantio mas nio em anos
com seca severa ou chuvas pesadas. No campo, em geral, a produtividade foi maior para
plantas bacterizadas em relacdo as ndo bacterizadas, embora tenha sido inferior a plantas
aclimatadas (Nowak e7 a/., 1999).

Virios trabalhos tém demonstrado o efeito das BPCP como agentes de prote¢ao biologica
contra patégenos sendo evidenciada reducio de até 100% na severidade de algumas doengas.
O controle biolégico de doencas tem sido observado em plantas bacterizadas com Ps]N,
que foram mais resistentes a baixos niveis de Verticilium albo-atrum e Rhizoctonia solani em
relagao ao controle (Nowak ez al., 1998). A cv. Kennebec, mais suscetivel a doenca, se beneficiou
mais da bacterizacio que a cv. Desirée menos suscetivel. A bactéria no inibiu estes fungos
in vitro evidenciando uma possivel inducio de resisténcia explicada pelo aumento de lignina,
maior atividade de fenilalanina amonia liase (PAL) e maior teor de acidos fendlicos como
cafeico e clorogénico (Nowak e al., 1998).

O isolado Ps]N protegeu plantas de videira provenientes de explantes nodais (1 cm) em
meio MS contra Botrytis cinerea. Os autores sugerem indugdo de resisténcia apesar de em
cultivo pareado o patégeno ter sido inibido e as hifas apresentarem vesiculas e esvaziamento
celular. As plantas apresentaram crescimento mais rapido, maior numero de raizes secundarias,
pelos foliares e radiculares, principalmente na segunda geragao. No entanto, o peso da matéria
seca das raizes e parte aérea foram os melhores indicadores de crescimento (Barka e# a/,
2000). Barka e /. (2002) confirmaram a antibiose de PsJN contra B. cnerea quando o
antagonista foi cultivado 48 antes do patégeno, causando disrup¢io da parede celular e
morte. Apesar de ndo haver efeito sobre a atividade de poligalacturonase do patégeno, plantulas
bacterizadas ndo apresentaram sintomas quando inoculadas com B. cnerea.

Esta bactéria tem sido até agora a mais eficiente promotora de crescimento ja encontrada
(Conn ez al., 1997; Nowak ez al., 1999). O desafio é melhorar a competitividade de PsJN pois
a diversidade de endofiticas em tubérculos sementes é enorme. Misturas com organismos
bons colonizadores do sistema vascular podem melhorar a estabilidade do inoculante na
planta e garantir a predictibilidade de respostas de clones de batata a estresses ambientais
(Nowak e7 al., 1998).

Com relagao as bactérias diazotroficas, no Brasil, a aplicacdo da bactéria Asaia bogorenses
a mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Cayenne Champac durante a fase de
aclimatizacdo, reduziu a mortalidade das plantas, observando-se uma taxa média de
sobrevivencia de 98,8% e maior acimulo de matéria seca de raizes no substrato composto
por casca de arroz carbonizada, vermiculita e vermicomposto. Observou-se também uma
redugdo no tempo de aclimatizacdo de 6 a 8 meses para 120 dias (Weber ez 4/, 2003). Esses
mesmos autores relataram que bananeiras micropropagadas das cvs. Prata Ana e Caipira,
cultivadas in vitro, em substrato pobre em nitrogénio apresentaram maior crescimento na
presenca de bactérias dos géneros Herbaspirillum e Burkholderia, respectivamente. No entanto,
em casa de vegetacio, a cv. Caipira cultivada em substrato suplementado com Hoagland (5
mg nitrogénio L) desenvolveu-se melhor na presenca dos dois géneros em compara¢io
com a bacterizagido isolada e teve crescimento equivalente ao controle com Hoagland (50
mg nitrogénio L), embora o acimulo de nitrogénio na parte aérea tenha sido menor (Weber
et al., 2000).
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Virios trabalhos tém relatado resultados da inoculagao de plantas de cana-de-acicar
micropropagadas com Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae (Pereira & Baldani,
1997; Silva ez al., 1998). Um protocolo foi criado por Reis ef al. (1999) recomendando a
inoculacao de A. diazotrophicus no fim do periodo de enraizamento em meio sem hormonios
e vitaminas, com concentragiao de agucares e minerais reduzida em 10 vezes. Este processo
favorece o estabelecimento da bactéria que coloniza o tecido e se acumula nos espagos
intercelulares, na regido de emergéncia de rafzes laterais e no sistema vascular, permitindo
isolamento apds 30 dias de aclimatizagio.

No laboratério de Fitobacteriologia e casa de vegetacao da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, tem sido estudada a reducido da fase de aclimatizacio de mudas
micropropagadas de abacaxi e banana bem como o controle de doengas nessas duas
hospedeiras pela utilizacio de BPCP.

Mello et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de 19 isolados bacterianos na promogao de
crescimento de mudas micropropagadas de abacaxi cv. Pérola utilizando diferentes métodos
de bacterizagdo. As variaveis altura da planta, numero de folhas, area foliar, peso da matéria
seca da parte aérea e peso da matéria seca do sistema radicular foram avaliadas trinta dias
apos o transplantio. Dentre os métodos testados, a imersio do sistema radicular e a infestagdo
do substrato + imersao do sistema radicular foram os mais eficientes, sendo escolhido o
método da imersao do sistema radicular, pela maior praticidade. Dentre os isolados testados,
os mais eficientes foram C210, ENF16, RAB9 e ENF10. Aumentos de 163,6%, 107,7% e
87,0% foram obtidos pelo isolado RABY aplicado pela imersio do sistema radicular,
respectivamente para as variaveis peso da matéria seca da parte aérea, peso da matéria seca
do sistema radicular e area foliar. Todos os isolados selecionados foram compativeis e as
misturas entre os isolados ENF10 + RABY, ENF16 + C210 e C210 + RAB9 induziram
aumentos de 100,3%, 88,1% e 80,1%, respectivamente para a variavel peso da matéria seca
do sistema radicular (Tabela 1). Nao foi observada a produgao de AIA, HCN ou solubilizacdo
de fosfatos, nas condi¢oes experimentais utilizadas. O nitrogénio foi o unico macronutriente
cujo teor diferiu significativamente entre as mudas bacterizadas e testemunhas. Este trabalho
demonstrou que misturas dos isolados C210, ENF16, RAB9 e ENF10, aplicadas pela imersio
do sistema radicular, promoveram o aumento de biomassa de mudas de abacaxizeiro
micropropagadas, reduzindo a fase de aclimatizagao.

Tabela 2. — Promogio de crescimento de mudas de abacaxizeiro cv. Pérola micropropagadas, utilizando-
se o método de imersio do sistema radicular em suspensdes bacterianas separadamente e em
misturas.

Tratamento MSAl(g) MSR(g) AF(cm?)

C210 (Bacillus cereus) 193,72bc 53,7ab 9,0b

ENF16 (B. pumilus) 212,5abc 51,2ab 12,3ab

RABY (Bacillus sp.) 167,5bc 38,7ab 8,2b

ENF10 (B. thuringiensis subvar. kurstakii) 191,2bc 46,2ab 11,4ab

ENF10+ RAB9 187,5bc 62,52 9,0b

ENF16+C210 180.0bc 58.7a 13,0ab

C210+RABY 192,5bc 56.2a 8,7b

ENF16+RABY 216,2ab 53,7ab 9,0b

ENF10+C210 226.2ab 53 7ab 17,92

C210+RAB9+ENF10+ENF16 268,7a 53,7ab 14,7ab

ENF10+ENF16 223,7ab 50,0ab 11.1ab

Testemunha 153,7¢ 31,2b 9,8b

IMSA = peso da matéria seca da parte aérea, MSR = peso da matéria seca do sistema radicular, AF = drea foliar;
2Média de oito repetigdes, representadas por uma planta. Valores seguidos pela mesma letra na coluna, nio diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Mello e al. (2001) bacterizaram mudas de abacaxi cv. Pérola micropropagadas, nao
aclimatadas, com 19 isolados endofiticos e epifiticos através de imersdo de rafzes ou
pulverizagao de folhas destacadas e nao destacadas. O patdgeno foi inoculado apds quatro
dias através de ferimentos nas raizes e deposicio de 40 ml de in6culo (10° conidios ml') ou
ferimentos com pulverizagdao do inéculo na base das folhas, para os métodos de imersao de
raizes e pulverizagdo das folhas, respectivamente. Ap6s 60 dias, foram avaliados o numero
de folhas infectadas e a severidade da doenca com base nos sintomas internos ¢ nas lesdes
foliares de escala de notas. Foram ainda calculados os indices de doenca para sintomas
internos e lesdes foliares, e a reducdo da severidade da doenca em relacido a testemunha. A
producio de HCN, celulase, pectinase, antibiose e competi¢ao por ferro foram analisadas
como mecanismos de biocontrole. No primeiro experimento, utilizando a imersio de raizes,
os isolados ENF12 (nio identificado), C21 (Bacillus sp.), C11 (Bacillus sp.), ENF14 (Enterobacter
cloacae), C210 (B. cerens) e IN93TA (Pseudomonas chlororaphis) diferiram significativamente da
testemunha com relacdo as notas atribuidas para cada planta, embora nio diferissem do
controle com benomil. ENF12, C21 ¢ benomil reduziram a severidade da doenca em 85,2;
79,1 e 88,0% respectivamente, em relagdo a testemunha. No segundo experimento, utilizando
a pulverizagao de folhas destacadas com os biocontroladores, EN5 (Alaligenes piechaudii)
diferiu significativamente da testemunha quanto ao indice de doenca com uma RSD de
90,2%. No terceiro experimento (Tabela 3), utilizando a pulverizagao dos biocontroladores
em plantas, apenas ENF14 diferiu significativamente da testemunha para todos os indices,
reduzindo a severidade da doenga em 55,6; 39,4 e 68,4 considerando, respectivamente, indice
de doenca para lesdes foliares, nimero de folhas infectadas e indice de doenga para sintomas
internos. Nenhum isolado produziu celulase, pectinase ou HCN. No entanto, C210, R14,
ENF19, ENF14, C11 e C21 inibiram o crescimento do patégeno “in vitro” por antibiose.
Na competicio por ferro foi demonstrado que os isolados C210 e C11 apresentaram reversao
da inibigao do crescimento micelial do patégeno apenas no nivel de 50 ppm de FeCl, enquanto
que EN5 apresentou reversao ja no nivel de 20 ppm. Os outros isolados ndo apresentaram
diferencas significativas entre os niveis de ferro, embora todos tenham diferido da testemunha
em todos os niveis. Os resultados apontam o isolado E. ¢lacae ENF14 como potencial
biocontrolador para a fusariose do abacaxizeiro. No entanto, recomendam-se testes com
misturas dos isolados ENF14, EN5, C210 e C21 que agem por mecanismos distintos,
utilizando-se a bacterizacdo por pulverizagiao das folhas.

Tabela 3. — Efeito de bactérias aplicadas por pulverizagio da base de folhas de mudas de abacaxi
micropropagadas cv. Pérola sobre a fusatiose causada por Fusarium subglntinans em casa de

vegetagao.

Tratamento IDF2 RSD3 (%) NFI RSD (%) IDI RSD (%)
ENF19 (N.L) 50,2a* - 4,1a - 43,72 -
C11 (Bacillus sp.) 47,6a - 3,8a - 32,5ab -
R14 (B. subtilis) 41,2ab - 3,8ab - 32,5ab -
ENS (Alkaligenes piechandii) 39,3ab - 3,6abc - 25,0bc -
Testemunha 38,0ab - 3,3abc - 23,7bc -
C21 (Bacillus sp.) 37,9ab 0,2 3,4abc - 32,5ab -
RABY (Bacillus sp.) 34,0abc 10,4 3,2abc 3,0 27,5bc -
Benomil 33,6abc 11,5 2,8bcd 15,1 21,2bc 10,5
C210 (B. cerens) 29,1bc 23,5 2,6cd 19,7 18,7¢d 21,0
ENF14 (Enterobacter cloacae) 16,9¢ 55,6 2,0d 39,4 7,5d 68,4

IN.L = nio identificado;

2IDF = indice de doencga calculado com base em escala de notas para lesdes foliares, NFI = nimero de folhas
infectadas, IDI = indice de doenga calculado com base em escala de notas para sintomas internos;

3RSD (%) - Redugio da severidade da doenga calculada pela formula de EDINGTON ez al. (9);

4Médias de quatro repeti¢bes com 5 plantas. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente entre si pelo teste

de Tukey (P=0,05).
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Albuquerque ¢z /. (2003) avaliaram o efeito de BPCP na promogao de crescimento e no
biocontrole da murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) (Foc) em mudas
micropropagadas de bananeira. As BPCP foram aplicadas por imersao de raizes + infestagao
do solo. A promogao de crescimento foi avaliada pelas variaveis: didmetro do pseudocaule
(PC), nimero de folhas (NF), peso da matéria seca da parte subterranea (MSS), peso da
matéria seca da parte aérea (MSA), taxa de crescimento (T'C) e area foliar (AF).

No primeiro experimento avaliado trinta dias ap6s a bacterizagdo, os isolados E2, RABY,
ENF24 e C210 aumentaram significativamente (P=0,05) o DP, NI e MSS. No entanto,
sessenta dias apds a bacterizagao, apenas o isolado RABY continuou aumentando os valores
de MSS (52%). As misturas testadas 1 (E2+RAB9+C210+ ENF24), 2 (E2+RAB9 +C210)
e 3 (E2+RAB9+ ENF24) elevaram significativamente a AF, MSA. Apenas a mistura 1 elevou
significativamente o NIF em 41,7% enaquanto as misturas 1 e 3 aumentaram significativamente
MSR respectivamente em 52,4 e 47,4%. Para o biocontrole o Foc foi inoculado 5 dias apos
a bacterizacado com RABY9, E2 ¢ ENF24.

Na avalia¢io, além da variavel peso da matéria seca (MS), foram determinados a severidade
da doenca (SE) no experimento avaliado aos sessenta dias e o indice de doenga (IDO) no
experimento avaliado aos trinta dias. A SE foi avaliada com base nos sintomas internos do
pseudocaule, de acordo com escala de notas. Todos os isolados significativamente promoveram
o crescimento e exerceram o biocontrole (Tabela 4). RAB9 elevou a matéria seca total em
995,6% e reduziu a severidade da doenga em 100% aos 60 dias ap6s a inoculacao. Nao foi
detectada solubilizagao de fosfatos, produgao de HCN ou antibiose contra o patégeno.

Tabela 4. — Efeito de isolados de bactérias promotoras de crescimento de plantas no controle
biolégico de Fusarium oxysporum f.sp. cubense, avaliado com 60 dias (Experimento 1) e 30
dias apés a inoculagio (Experimento 2).

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento
MSTY(mg) SE MSTY(mg) ID
RABY (Bacillus sp.) 2,52 a 0,00 b 190,00 a 20,00 b
E2(N.I) 2322 0,50 b 217,50 a 15,00 b
ENFE24 (B. pumilins) 227 a 0,75 b 192,50 a 17,00 b
Testemunha 0,23 b 4,25 a 120,00 b 52,00 a

IMST = matéria seca; SE = severidade; ID = indice de doenga; N.I. = nio identificado
2Médias com 4 repeti¢des. Médias seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

4. UTtIL1zAGAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS

4.1. Conceitos e importincia

Bactérias endofiticas (BE) sdo aquelas que podem ser isoladas de tecidos vegetais
desinfestados ou extraidas do interior da planta e ndo causam prejuizo visivel 2 mesma.
Desde 1940 foram publicados varios relatos sobre BE nativas em sementes, 6vulos, tubérculos,
raizes, caules, folhas e frutos (Hallmann ez 4/, 1997). Nos dltimos anos tem havido um
crescente interesse no estudo da ocorréncia, do potencial de colonizagao e da utilizacdo
dessas bactérias para promocio de crescimento e controle biolégico de doencas de plantas.
As BE nio estdo sujeitas a competi¢do por nutrientes que normalmente ocorre no solo da
rizosfera e tém maior eficiéncia uma vez que, ao contrario das colonizadoras de rizosfera, ja
estdo internamente no sistema radicular, onde os compostos bioativos por elas sintetizados
encontram-se prontamente disponiveis as plantas. A associacio BE-planta consiste numa
interagdo intima, na qual a planta fornece os nutrientes e habitat, enquanto a bactéria ird
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promover o crescimento e sanidade da planta.

4.2. Promogio de crescimento por BE

Na maioria dos géneros de BE, a produgao de auxinas, etileno e citocininas, o aumento
da absor¢ao de 4gua e nutrientes bem como a supressao de microrganismos deletérios sao
responsaveis pelo crescimento da planta. Este efeito benéfico tem sido verificado em plantas
micropropagadas, conforme ja discutido.

BE tém sido associadas a promogcao de crescimento de diversas espécies entre as quais
tomate, alface, batata, milho, pepino, arroz e algodao (Hallmann e/ 2/,1997; Hallmann, 2001).
No entanto, uma dificuldade encontrada no levantamento destes trabalhos foi a auséncia de
comprovagiao da colonizagdo endofitica dos tecidos apos a introdugao dessas bactérias no
sistema solo-hospedeiro. Na tabela 5 observam-se exemplos de aumentos de biomassa
induzidos por bactérias endofiticas em algumas culturas.

Nos ecossistemas florestais, BE podem aumentar efetivamente a plasticidade fenotipica
de arvores de longa vida sob condi¢des desfavoraveis tais como perfodos de seca, redugao
de nutrientes ou ataque de patégenos. Segundo Chanway (1998) os isolados N1 actinomiceto
e N4 Bacillus estimularam o crescimento de plantulas de abeto apenas em presenca de solo
de floresta contendo patégenos o que sugere que esses isolados tenham agido por biocontrole
e possivelmente inducao de resisténcia no hospedeiro. Ja as bactérias endofiticas B. polymyxa
Pw2-R e P. fluorescens Sm3-RN podem colonizar internamente tecidos de raizes e caules de
pinheiro “lodgepole” e abeto hibrido promovendo crescimento. Além disso, Pw2 possui
atividade de nitrogenase e coloniza plantulas de pinheiro sistemicamente, o que explica o
crescimento do seu hospedeiro em condi¢oes de deficiéncia de N e auséncia de fixagdo

significativa de N rizosférico (Chanway, 2001).

4.3. Promogio de crescimento por diazotréficas endofiticas

A biofertilizagdo ¢ responsavel por cerca de 65% do nitrogénio utilizado por plantas
cultivadas no mundo. Leguminosas sdo geralmente utilizadas como adubacio verde. Os
organismos mais eficientes na fixacdo de Nitrogénio sio as bactérias diazotréficas Rbizobinm,
Sinorhizobinm, Mesorhizobinm, Bradyrhizobium,

Azorbizobium e Allorhizobinm, sobre as quais muito se tem estudado. Essas bactérias formam
uma simbiose especifica com leguminosas hospedeiras. A simbiose ¢ iniciada pela formagao
de noédulos nas raizes ou no caule em resposta a presenca das bactérias. A secrecio de
moléculas sinais, os lipooligosacarideos, tém papel crucial neste processo. As bactérias
penetram no cértex multiplicam-se e se diferenciam em bacteréides, os quais produzem o
complexo enzimatico da nitrogenase. Dentro dos nédulos, a planta cria um ambiente com
baixa concentracdo de nitrogénio, que permite a nitrogenase bacteriana converter o N
atmosférico em amonia. Como contrapartida, as plantas fornecem as bactérias as fontes de
carbono (Bloemberg & Lugtenberg, 2001).
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Tabela 5. — Exemplos de aumentos de biomassa induzidos por bactérias endofiticas em algumas culturas
Cultufa-local Isolado endofitico Aumento (%)! Referéncia
experimento

Pseudomonas fluorescens SM3-
Abeto-campo RN Até 57,0 ABT Chanway ez al., 2000
Bacillus polynyxa Pw2-R

Batata ‘Norchip™“in vitro”  Pseudomonas sp. Ps]N 600 a 1000 ABR Lazarovitz & Nowak, 1997

Batata ‘Kennebec-“in vitro”  Pseudomonas sp. Ps]N 200 a 400 ABR Lazarovitz & Nowak, 1997

Batata-campo Pseudomonas sp. Ps]N Zgzg gg};’ Frommel e al., 1993

Heliconia—casa de vegetacdo  Bacillus cerens HNF15 Zzzgffﬁl’: 49,5 ABR; Assis et al., 2002

Tomateiro-casa de vegetacio Actinomiceto BF22 423,0 ABT; 171,4 AA  Moura & Romeiro, 2000

TAumentos (%) de biomassa da parte aérea (ABA), biomassa do sistema radicular (ABR), biomassa total (ABT), area foliar (AAF),
niamero de tubéreulos (ANT), altura de plantas (AA).

As rizobactérias diazotréficas nao simbidticas tais como Azospirilium, Azotobacter, Azoarcus,
Herbaspirillum e Acetobacter também sao capazes de fixar o N atmosférico. Elas usam um
complexo de nitrogenase que funciona sob baixa concentracio de oxigénio, sendo menos
especifico na sua interacao com plantas do que no caso dos rizébios (Bloemberg & Lugtenberg,
2001). A maioria desses géneros é encontrada endofiticamente em raizes, caules e folhas. O
Agospirillum coloniza principalmente a rizosfera, podendo, entretanto manter uma populagiao
endofitica constante como observado para o isolado SP245 em trigo. Esse género, além de
ser diazotrofico, secreta fitohormoénios principalmente auxinas, e promove o aumento da
absor¢ao de nutrientes e 4gua com conseqiiente crescimento da planta (Schloter & Hartmann
(1998).

Em algumas partes do Brasil, a cana-de-agicar tem sido cultivada continuamente por
mais de 100 anos sem adicao de fertilizantes nitrogenados (Neyra & Dobereiner, 1977).
Certas variedades de cana podem obter 50-80% do seu nitrogénio a partir da fixagao bioldgica
(Lima ez al., 1987). Cavalcante & Débereiner (1988) descobriram uma bactéria endofitica em
rafzes e caules, Gram negativa, fixadora de N, posteriormente denominada Acetobacter
diazotrophicus (Gillis et al., 1989). Esta bactéria consegue tolerar altas concentragdes de sacarose
(10-30%) sendo insensivel a0 N mineral enquanto fixando N, Como ela nio possui a enzima
nitrato redutase, a nitrogenase ¢ ativa mesmo na presenga de 80 mM de NO,~ (Li & MacRae,
1991). Além disso, a atividade da nitrogenase ¢ apenas parcialmente inibida em presenca de
NH," e aminoicidos, especialmente quando em presenga de 10% de sacarose (Boddey ¢z 4/,
1991). Esta bactéria é endofitica obrigatéria incapaz de persistir na auséncia de sua hospedeira
(Baldani e# al., 1997). No entanto, pode sobreviver na rizosfera da cana e infectar plantas
pela extremidade das raizes jovens, onde o tecido vascular nao esta ainda diferenciado ou
nos pontos de emergéncia de raizes laterais (James ¢# a/, 1994). Este autor observou a bactéria
dentro de células da epiderme aumentadas e intactas, 15 dias apos a inoculagao, de onde
passou ao xilema com colonizagao sistémica. Esta bactéria pode infectar outros hospedeiros
ricos em agucares como capim elefante var. Cameroon, batata-doce e café (Chanway, 1998).
Ja Herbaspirillum spp. coloniza endofiticamente a cana-de-agtcar com populagdes 10 vezes
maiotes que as de A. diazotrophicns (10" a 10° células ¢ de matéria fresca). No entanto, nio
utiliza sacarose e possui nitrato redutase, significando que a fixacdo do N, ¢ inibida pela
presenga de N, fixado (Chanway, 1998).

Tanto A. diazotrophicus como Herbaspirillum spp. permanecem endofiticamente, até mesmo
em plantulas de cana-de-agtcar obtidas por cultivo de apice caulinar e propagulos, nao sendo
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erradicadas pelo cultivo em meio contendo antibiéticos tais como amoxicilina a 1000 ppm e
cefatoxina sédica a 300 ppm (Donato ef al, 2001).

4.4. Biocontrole de doengas

No biocontrole de doengas, as BE podem atuar através de diversos mecanismos, entre os
quais antibiose, competi¢io e inducdo de resisténcia sistémica. Na tabela 6 observam-se
exemplos de biocontrole de doengas através de bactérias endofiticas.

Tabela 6. — Exemplos de biocontrole de doengas exercidos por bactérias endofiticas em diversas
culturas
. . . Mecanismo de .
Patogeno/Vetor Hospedeiro Agente de biocontrole agdo Referéncia
Bacillus pumillus
MV pepino-campo g: f:%?;j?””f””””‘ IRS Yao et al.,1997

Kiuyvera cryocrescens
Emnvinia tracheiphila
/ Diabrotica undecimpunctata . Psendomonas putida IRS Zehnder et al.,1997a,
howardi peptno Serratia marcescens 1997b
Acalymma vittatum

Fusarium oxysporum £. sp. IRS/antige-no O

beopersici tomate P fluorescens da 1.PS Duijff et al, 1997
Z/‘m;fi ;‘Z}[ ?mm £ sp. tomate B. pumillus IRS Benhamou ez al,, 1998
‘ Aureobacterium saperdae
F. oxyspornm £. sp. ~ B, pumilius . . o

wsinfootn algodio Phyllobacterium rubiacearnm Antibiose Chen et al, 1995
vasinfectu P. putida

Burkholderia solanacearnm

Globodera pallida batata Rbizobinm etli IRS/LPS Reitz et al, 2000
P. syringae pv. lachrymans;
F. oxcysporum {. sp. pepino Liu ez al, 1995a,
cncumerinum; P. fluorescens e S. marcescens  IRS 1995b 1995¢
Colletotrichum orbiculare
P. syringae pv. lachrymans; . D. puida, .

: pepino-campo  B. pumilus e IRS Wei ez al., 1996

C. orbiculare .
S. marcescens

Pseudomonas sp.

Ralstonia solanacearum tomate-campo Antibiose Aino et al., 1997
. fluorescens
Rhizoctonia solani algodio Bacillus sp. Antibiose Pleban ¢t a/.,1995
Sclerotinum rolfsii feijao Bacillus sp. Antibiose Pleban ¢t al., 1995
Veerticillium albo-atrum; R. o oc
solani batata Psendomonas sp. Antibiose Nowak ez al., 1995
Cevada, aveia APS Biological
Fusarium sp. e outros Pseudomonas* chlororaphis - Control Committee,
cereais 2003

*Produto bioldgico disponivel nos Estados Unidos, denominado Cedomon.

Com relagao a inducdo de resisténcia sistémica (IRS) a qual tem sido dada muita énfase
no controle biolégico atual, o primeiro relato de bactérias endofiticas mediando esta resisténcia
foi feito em 1991. Psendomonas fluorescens WCS417r foi aplicado em raizes de cravo onde
houve colonizacio endofitica e ap6s uma semana o patoégeno Fusarium oxysporum £. sp. dianthi
foi inoculado no caule. As plantas tratadas apresentarem menor incidéncia e severidade de
sintomas que as testemunhas. Foi considerada ISR porque WCS417r ndo pode ser isolado
dos tecidos do caule Van Peer ¢z al.,, (1991). Segundo Benhamou ¢7 a/. (1998) a eficacia da ISR
pode ser elevada quando as bactérias endofiticas sio associadas a indutores quimicos como
quitosana, recomendando-se que a concentraciao deste nao seja deletéria a célula bacteriana
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(1 mg ml' foi in6cuo a B. pumillus SE 34). A quitosana juntamente com a BE induz altera¢oes
celulares caracterizadas por aumento de aposi¢oes ricas em calose sobre o interior da parede
celular, na epiderme e cortex exterior.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora diversos sucessos tenham sido relatados no Brasil com o controle biolégico
através do uso de fungos, incluindo leveduras e estirpes fracas do virus da tristeza dos citros,
bactérias tém sido menos freqientemente estudadas. Os estudos com BPCP no Brasil
devem ser direcionados para as areas de controle biolégico e promogio de crescimento
sendo integrados num sistema de manejo sustentavel. Aos poucos, os problemas identificados
nas pesquisas com o controle biolégico vem sendo solucionados. Apesar de ainda haver
necessidade de mais pesquisadores trabalhando no tema, algumas pesquisas tem tido
continuidade até fermentagoes, colecdo de culturas de antagonistas vem sendo criadas e
bons resultados em campo foram obtidos. No entanto, resultados erraticos com relagao a
bacterizacao de culturas frustram os pesquisadores e resultam da falta de entendimento da
dinamica das intera¢oes planta-microrganismo sob diversas condi¢des ambientais.

BPCP podem ser introduzidas em cultura de tecidos em estadios iniciais de multiplicacdo
e propagadas por sucessivas geragdes como epifiticas ou endofiticas multiplicando-se por
explantes nodais sem precisar reinocular, influenciando a resposta a estresses bidticos e
abioticos. Esses organismos podem agir também por competigao, ocupando sitios e tornando-
os indisponiveis aos patéogenos. No ambito da agricultura sustentavel, certos grupos de
organismos podem beneficiar mais de uma cultura num sistema de rotagdo no campo e
misturas rizobactérias-micorrizas podem, além da a¢do direta, atuar indiretamente melhorando
a agregacdo do solo. Todo este potencial existente precisa ser melhor estudado para que a
escolha de estratégias adequadas resulte no sucesso da utilizacdo desta nova alternativa em
biotecnologia.

Entre as bactérias promotoras de crescimento de plantas, a utilizagao do subgrupo das
endofiticas constitui uma alternativa ecologicamente correta aos fertilizantes quimicos e
pesticidas. Esta perspectiva é estimulante ndo s6 com relacio aos isolados endofiticos selvagens
como aqueles que poderao ser otimizados pela identificacio de genes envolvidos na habilidade
de penetracio no hospedeiro, promogio do crescimento e controle de patégenos. A expansdo
do mercado de bioinoculantes leva a conclusdo que, futuramente, as BE poderdo ser
comercializadas isoladamente ou em misturas, para promoc¢ao de crescimento de varias
espécies de plantas, micropropagadas ou nao, herbaceas ou arboreas, terrestres ou aquaticas;
para obtencdo de suprimento adicional de N pelas endofiticas diazotréficas e ainda para
indugdo de resisténcia sistémica contra multiplos patégenos de tecidos radiculares e foliares.

Uma agricultura sustentavel requer a utilizagao de estratégias que permitam o aumento
da producdo de alimentos sem prejuizo ao meio ambiente e saude, dentro do contexto
economico, social e politico de cada regiao. Uma das alternativas potenciais para atingir este
objetivo ¢ o uso das BPCP, considerando sua facil aplicacio em tratamento de sementes,
raizes e também da parte aérea. Por outro lado, estas bactérias sao nativas nos solos ou
plantas, ndo interferindo no equilibrio ecolégico e portanto enquadrando-se plenamente na

realidade da agricultura organica e sustentavel.
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