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MODOS DE ACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS OBTIDAS DE CANA-DE-ACUCAR
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RESUMO - As bactérias endofiticas, que vivem no interior de tecidos vegetais, atuam como
agentes de biocontrole e promotores de crescimento da planta, por mecanismos diretos e indiretos.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar alguns isolados de bactérias endofiticas, isoladas de
cana de agucar cultivada nas condi¢des do Estado de S&o Paulo, quanto a capacidade de produzir
substéancias relacionadas a promocao de crescimento de plantas e, ou antagbnicas a patégenos, e
avaliar o efeito dos isolados no crescimento de plantulas micropropagadas de cana de agucar.
Foram utilizados dez isolados, previamente selecionados como promotores de crescimento de
cana, caracterizados quanto a morfologia da colénia, producdo de substancias promotoras de
crescimento e antagbnicas a Bipolaris sacchari. Instalou-se um experimento para avaliar a
eficiéncia dos isolados em promover crescimento da cana (producdo de matéria seca de parte
aérea), com ou sem adicdo de N ao solo. Dos isolados empregados nos testes in vitro, o
IAC/BECA-101 e IAC/BECA-152 mostraram-se 0S mais promissores por apresentarem capacidade
de produzir substancias inddlicas, siderdforo, quitinase, susbstancias antagbnicas volateis e
solubilizar fosfato. Varios isolados foram eficientes em promover o crescimento das mudas
micropropagadas de cana, destacando-se o IAC/BECA-140 e IAC/BECA-141, principalmente com
adicéo de N ao solo.

Palavras-chaves: bactérias promotoras de crescimento de planta, controle bioldgico, antagonismo
a patégenos
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ABSTRACT- Endophytic bacteria, which live inside plant tissues, act as biocontrol agents and plant
growth promoters, by direct and indirect mechanisms. This study aimed to characterize some
endophytic bacteria, isolated from sugar cane cultivated under S&o Paulo state management
conditions, for their ability to produce substances related to plant-growth promotion or to
antagonism to pathogens, and evaluate the effect of the isolates on sugarcane plantlets growth. Ten
isolates, previously selected as cane growth promoters, were characterized for colony morphology,
production of growth-promoting substances and antagonistic substances to Bipolaris sacchari. An
experiment was conducted to evaluate the efficiency of the isolates in promoting plant growth (shoot
dry matter production), with or without N addition to soil. The most promising isolates- IAC/BECA-
101 and IAC/BECA-152, were able to produce indolic substances, siderophore, quitinase, volatile
antagonistic substances and solubilize phosphate. Some isolates were effective to promote
sugarcane plantlets growth, especially IAC/BECA-140 and IAC/BECA-141, with N addition to soil.

Key-words: plant-growth promoting substances, biologic control, antagonism to pathogen
1 INTRODUCAO

Durante sua evolugdo, as plantas desenvolveram mecanismos de adaptacdo complexos,
sendo que a maioria deles envolveu interagdo com microrganismos, que normalmente
desempenham papel importante na restauragdo e sustentabilidade de diferentes ecossistemas
(NERONI e CARDOSO, 2007).

Em funcéo dos efeitos positivos no controle de doengas e pela producdo de crescimento de
plantas, que podem ocorrer por mecanismos diretos ou indiretos, muitos microrganismos sao
estudados. Entre eles encontram-se os microrganismos endofiticos, que vivem no interior de
tecidos vegetais, colonizando e competindo com os fitopatégenos, sem, aparentemente, causarem
dano ao vegetal. Atuam como agente de biocontrole, competindo pela coloniza¢cdo dos espagos,
producdo de diversos compostos quimicos, antibiéticos e enzimas, também inducao, na planta
hospedeira, de resisténcias estimuladas por varios mecanismos (HALLMAN et al., 1997; AZEVEDO
et al, 2000; AIT BARKA et al., 2002; STURZ et al, 2000; COMPANT, 2005). Esses
microrganismos podem ser favorecidos por estarem dentro da planta, em um ambiente protegido,
estando em contato direto para troca de nutrientes e metabdlitos (GYANESHWAR et al. 2001;
BALDANI e BALDANI, 2005).

Os microrganismos endofiticos podem promover outros beneficios para a promogédo do
crescimento das plantas, como 0s ajustes osmoticos, regulacdo de estdbmatos, aumento na
absor¢cdo de minerais e alteracdo no metabolismo da planta (BELESKY e WEST, 2009). Em
plantas de beterraba, por exemplo, a inoculacdo de bactérias endofiticas causou maior teor de
clorofila e carboidratos (SHI et al., 2010).

Esse trabalho teve como objetivo caracterizar alguns isolados de bactérias endofiticas,
isoladas de cana de agucar cultivada nas condi¢es do Estado de S&o Paulo, quanto a capacidade
de produzir substancias relacionadas a promoc¢do de crescimento de plantas e antagbnicas a
patdégenos, e avaliar o efeito dos isolados no crescimento de plantulas micropropagadas de cana
de acucar.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 isolados (IAC/BECa-101, IAC/BECa-112, IAC/BECa-117, IAC/BECa-
128, IAC/BECa-135, IAC/BECa-140, IAC/BECa-141, IAC/BECa-146, |IAC/BECa-147, |AC/BECa-
152) selecionados por FREITAS (2011), que promoveram o0 crescimento de mudas
micropropagadas de cana de agUcar em casa de vegetacdo. Foram realizadas as seguintes
analises:

2.1. Morfologia da coldnia - Os isolados foram cultivados em meio BDA e avaliados em 24
e 48 horas quanto a coloracado, consisténcia, diametro da colbnia, producdo de goma, elevacéo,
forma, borda e superficie. A morfologia celular foi analisada sob microscépio 6ptico (VIDEIRA et al.,
2007).

2.2. Presenca de cépsulas - Foi analisado em microscépio Optico para visualizacdo de
capsula pela coloragédo negativa com tinta da china por via humida.

2.3. Coloracéo de Gram - De acordo com o protocolo de YANO et al. (1991) foi realizada a
coloracdo de Gram, para diferenciar os isolados com base na composi¢éo quimica e integridade da
parede celular.

2.4. Teste de oxidase - O teste de presenca da enzima oxidase nos isolados foi realizado
pelo uso de solucédo de TEMED (KOVACS, 1956).

2.5. Teste da catalase - A detecgdo de catalase nos isolados foi obtida pela reagéo da
cultura com peréxido de hidrogénio a 3% (MARINGONI, 2010).

2.6. Hidrdlise de tween-80 - Ao meio foi adicionado Tween-80 em uma concentracao final
de 1% (v/v). A presenca de halo transparente ao redor da col6nia indicou resultado positivo
(MARINGONI, 2010).

2.7. Teste da gelatinase - Os isolados foram crescidos em meio descrito por YANO et al.
(1991), incubados por 24 horas, posteriormente transferidos para geladeira por 2 horas, seguido de
nova incubacgéo; o processo foi repetido por 5 dias. O resultado positivo foi indicado pela liquefacdo
do meio de cultura apos a refrigeragéo.

2.8. Producéo de citocininas e giberelinas - Para observar a producdo de citocininas e
giberelinas foi utilizado o método adaptado do bioensaio do cotilédone de rabanete (LETHAM,
1971).

2.9. Capacidade de solubilizacdo de fosfato - A analise da capacidade de solubilizagdo
de fosfato foi realizada segundo KATNELSON e BOSE (1959).

2.10. Producdo de sider6foros - Foi utilizado o método adaptado por SCHWYN e
NEILANDS (1987).

2.11. Producéo de quitinase - Foi utilizado um meio de cultura cuja Unica fonte de carbono
foi a quitina, seguindo método de CATELLAN (1999).

2.12. . Producgao de B-1,3-glucanase - Foi utilizado método adaptado de RENWICK et al.
(1991), que se baseia na deteccéo da hidrélise do B -1,3-glucano pela reacdo colorimétrica com o
corante vermelho Congo.
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2.13. Producdo de acido cianidrico - Foi realizada segundo BAKKER e SCHIPPERS
(1987) e observada a mudanca de cor dos isolados que mostrou resultado positivo.

2.14. Antagonismo a fitopatdégenos - Os isolados foram submetidos a teste de atividade
antifingica pela técnica do pareamento, empregando o patdégeno Bipolaris sacchari. Os isolados
gue apresentarem inibicdo do crescimento do fungo foram submetidos a testes quanto a producao
de substancias volateis (DICK e HUTCHINSON, 1966) e nao volateis pelo método do papel de
celofane (GIBBS et al., 1967), modificado para a utilizacdo da cultura do antagonista crescida em
meio liquido.

2.15.- Producédo de substancias indodlicas — Os isolados foram transferidos para meio
TSA 10% e a membrana de nitrocelulose foi posta em cima, incubando - se por 2 dias na BOD. A
membrana foi removida e transferida para placa com solucdo de Salkowski; ap6s 30 minutos foi
observado um halo avermelhado na membrana, indicando o resultado positivo.

Teste de eficiéncia em casa de vegetacdo empregando mudas micropropagadas -
Foram utilizadas mudas micropropagadas obtidas do meristema apical (SREENIVASAN e
SREENIVASAN, 1984) da variedade IACSP 95-5000 e os isolados bacterianos. As mudas foram
separadas e inoculadas (100 uL), colocadas em sala de crescimento e depois de uma semana
foram transferidas para substrato autoclavado (vasos de 500 mL). Depois de 2 meses, foram
separadas mais uma vez, deixando um colmo por vaso. Receberam 5 ml do indculo,
permanecendo um més sob sombrite 60% e outro sem sombrite. Posteriormente, foram
transplantadas para vasos de 5 L de solo ndo autoclavado e foi feita a adubagéao, mantendo-se 0s
tratamentos com e sem adubacédo de N; nova aplicagéo do in6culo (10ml) foi realizada e as plantas
permaneceram por mais um més, sendo entdo coletada a parte aérea, que foi seca para obtencao
da massa de matéria seca da parte aérea.

3. RESULTADOS

Quanto a morfologia das células e das colbnias, foi possivel observar que todos os isolados
apresentaram forma de cocos e a maioria das coldnias apresentou coloragdo branca, consisténcia
gomosa e elevagdo convexa. Nenhum dos isolados apresentou capsula. Somente o isolado
IAC/BECa-141 apresentou coloracdo de Gram positiva (Tabela 1). A maioria dos isolados
apresentou os padrdes das bactérias diazotroficas (ANTONIO, 2010).

Nenhum dos isolados produziu a enzima oxidase, mas todos apresentaram a enzima
catalase. Somente os isolados IAC/BECa-135, IAC/BECa-140 e IAC/BECa-141 exibiram hidrélise
do Tween-80 e IAC/BECa-112, IAC/BECa-140 e IAC/BECa-141foram produtores de gelatinase
(Tabela 1). Apenas o isolado IAC/BECa-101 apresentou producédo de substancias indélicas, o que
indica possivel capacidade de produzir auxina, horménio que promove o crescimento da planta
(BASHAN et al., 2004).

Os isolados IAC/BECa-101, IAC/BECa-140 e IAC/BECa-152 apresentaram capacidade de
solubilizar fosfato, podendo contribuir na disponibilidade e absorcdo desse nutriente pela planta,
caracteristica que auxilia na promocao do crescimento das plantas (SILVA, 2010). Os isolados
IAC/BECa-101, IAC/BECa-146, IAC/BECa-147 e IAC/BECa-152 produziram sideroforos (Tabela 1),
0 que pode estar relacionado a absorcdo de Fe pela planta, assim como supressdao do
desenvolvimento de alguns fitopatégenos (DASTAGER et al., 2009). Observou-se que apenas o

4
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isolado IAC/BECa-146 apresentou aumento significativo no peso dos cotilédones e o IAC/BECa-
152, no comprimento dos hipocaétilos. As citocininas sdo responsaveis pelo aumento do peso dos
cotilédones, ja as giberelinas pelo aumento do comprimento (CATTELAN et al, 1999).

Tabela 1. Andlise in vitro dos isolados bacterianos quanto a coloracao de Gram, presenca de capsula, teste
da oxidase, teste da catalase, hidrolise de Tween-80, teste da gelatinase, produgdo de substancias Inddlicas,
capacidade de solubilizacéo de fosfato e produgédo de sideroforos.

Presenca Teste Hidrolise Producéo Capacidade
Coloracéao ¢ Teste da de Teste da ¢ da Producéo de
Isolado de de . A . ;
de Gram . . Catalase Tween- Gelatinase 1 Solubilizagdo sideré6foros
cipsulas Oxidase Indélicas
80 deP
IAC/BECa 101 - - - + - - + + -
IAC/BECa 112 - - - + - + - - -
IAC/BECa 117 - - - + - - - - -
IAC/BECa 128 - - - + - - - - -
IAC/BECa 135 - - - + + - - - -
IAC/BECa 140 - - - + + + - + -
IAC/BECa 141 + - - + + + - - -
IAC/BECa 146 - - - + - - - - -
IAC/BECa 147 - - - + - - - - +
IAC/BECa 152 - - - + - - - + +

Todos os isolados foram positivos a quitinase, exceto IAC/BECa-135, e nenhum produziu 3-
1,3-glucanase e acido cianidrico (Tabela 2). A producdo dessas enzimas esta relacionada ao
antagonismo a fitopatégenos (BAYSAL et al.,2003).

Tabela 2. Atividade antagbnica dos isolados a Bipolaris sacchari, pelo teste do pareamento (PR), producéo
de substancias nao volateis (SNV) e substancias volateis (SV), quitinase, $-1,3-glucanase e acido cianidrico.

Antagonismo a Bipolaris sacchari
g P Producéo de

Tratamento PR SNV SV ngiltji?]iosge GluBc_;fase Pégd: gao
cm % cm % cm %
Controle 8,50d" 0,00* 8,50b" 0,00* 8,50b" 0,00*
IAC/BECa 101 7,55ab 11,18 7,18ab 15,57 5,03ab 40,78 + - -
IAC/BECa 112 8,07bcd 5,10 6,5a 23,53 3,17a 62,75 + - -
IAC/BECa 117 8,33cd 1,96 7,28ab 14,39 3,93a 53,73 + - -
IAC/BECa 128 7,580 10,78 7,85ab 7,65 4,10a 51,76 + - -
IAC/BECa 135 8,50d 0,00 8,50b 0,00 5,70ab 32,94 - - -
IAC/BECa 140 6,97b 6,86 8,50b 0,00 5,50ab 35,29 + - -
IAC/BECa 141 8,50d 0,00 7,40ab 12,94 4,12a 51,57 + - -
IAC/BECa 146 7,83bc 7,84 8,08b 4,98 5,77ab 32,77 + - -
IAC/BECa 147 7,48ab 11,96 8,50b 0,00 6,07ab 28,63 + - -
IAC/BECa 152 6,90a 18,82 7,95ab 6,47 4,43a 47,84 + - -
CV% 2,86 7,21 24,25

* letras iguais n&o diferem pelo teste de Tukey a 5%; * porcentagem de inibicéo do crescimento do patégeno
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Em relacdo ao experimento in vivo, observou-se que somente houve efeito da adicdo do N
ao solo sobre a eficiéncia dos isolados IAC/BECA -140 e IAC/BECA -141, que promoveram
significativamente maior massa de matéria seca das plantas. Maior nimero de isolados mostrou-se
mais eficiente na promoc¢ao de crescimento das plantas com a adicdo de N ao solo (Tabela3).

Tabela 3. Massa de matéria seca parte aérea (MMS - PA) de plantas de cana de aglcar micropropagadas,
com inoculacado de isolados de bactérias endofiticas, com e sem adubacao nitrogenada.

Isolados bacterianos Sem N Com N
g

Controle 4,35bA 4,94bA
IAC/BECA -101 5,35aA 5,71aA
IAC/BECA -112 4,84bA 5,82aA
IAC/BECA -117 4,49bA 6,05aA
IAC/BECA -128 5,67aA 6,00aA
IAC/BECA -135 5,51aA 5,88aA
IAC/BECA -140 5,41aB 6,89aA
IAC/BECA -141 5,48aB 6,38aA
IAC/BECA -146 4,50bA 5,41aA
IAC/BECA -147 4,27bA 5,21bA
IAC/BECA - 152 3,63bA 4,34bA

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%; letra mindscula compara entre isolados na mesma adubagéo;
letra mailscula compara entre adubagéo, no mesmo isolado.

4. CONCLUSOES

Dos isolados empregados nos testes in vitro, o IAC/BECA-101 e IAC/BECA-152 mostram-se
0S mais promissores por apresentarem diferentes modos de acao tanto em relagédo a producéo de
substancias que auxiliam no crescimento da planta quanto que causam antagonismo a
fitopatdgenos.

Varios isolados séo eficientes em promover o crescimento das mudas micropropagadas de
cana, destacando-se o IAC/BECA-140 e IAC/BECA-141, principalmente com adi¢éo de N ao solo.
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