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RESUMO GERAL
Selecéo de bactérias endofiticas de bananeira para o biocontrole da murcha de fusarium

A murcha de fusarium causada pelo fitopatdgeno habitante de solo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (foc) é uma das principais doencas que afetam a cultura da bananeira. Em bananais
oriundos de materiais suscetiveis as medidas de controle disponiveis sdo ineficientes. A
adocdo de novas tecnologias na agricultura é essencial e, nesse contexto, o controle bioldgico
de doencas é uma excelente alternativa. Diante disso, dois ensaios foram estabelecidos com o
objetivo de avaliar in vitro (1) e em casa de vegetacao (2) a acdo de 40 isolados endofiticos
sobre foc e no crescimento de mudas de bananeira “Prata Catarina”. Os experimentos foram
estabelecidos em delineamento inteiramente casualizado com 41 tratamentos e trés repeticdes
e 42 tratamentos e cinco repeticdes para o primeiro e segundo ensaios, respectivamente. No
ensaio in vitro (1) quarenta isolados endofiticos dos géneros Bacillus, Klebsiella,
Paenibacillus, Stenotrophomonas, Lysinibacillus, Sporolactobacillus, foram desafiados com
foc. Os experimentos foram em sistema de pareamento ou na presenca de compostos volateis.
Os isolados endofiticos reduziram significativamente o crescimento micelial de foc em ambos
0s testes, porém menos pronunciado na presenca de volateis. As reducGes maximas de area da
colénia no pareamento chegaram a 76,40% e 54,62% na presenca de volateis,
respectivamente. Aproximadamente, 87,5% os isolados bacterianos afetaram negativamente a
esporulagcdo. A andlise de componentes principais indicou que a variavel germinacdo de
esporos na presenca de células bacterianas melhor explica a variacdo dos dados. O segundo
ensaio, em casa de vegetagédo, o experimento foi montado em blocos casualizados com de 42
tratamentos (40 isolados endofiticos e duas testemunhas (foc e controle) e cinco repetigdes.
Foram avaliadas a incidéncia e severidade de foc bem como a promocéo de crescimento das
plantas. Todos os isolados endofiticos utilizados reduziram a severidade da murcha de
fusarium, esses valores chegaram a 91,33%. Independente da presenca ou auséncia de foc, 0s
isolados endofiticos foram capazes de promover incremento para todas as caracteristicas
morfologicas avaliadas. Os valores de incremento de massa seca de raiz chegaram a 1015%
para o isolado EB37.

Palavras-chave: Sustentabilidade, Fusarium oxysporum f. sp. Cubense, Musa sp.



GENERAL ABSTRACT
Selection of banana endophytic bacteria for the biocontrol of fusarium wilt

The fusarium wilt caused by soil-dwelling phytopathogen Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(foc) is one of the main diseases affecting banana crop. In banana plants from susceptible
materials the available control measures are inefficient. The adoption of new technologies in
agriculture is essential, and in this context, biological disease control is an excellent
alternative. Thus, two trials were established with the objective of evaluating in vitro (1) and
in a greenhouse (2) the action of 40 endophytic isolates on foc and plant growth of “Prata
Catarina” banana. The experiments were established in a completely randomized design with
41 treatments and three replications and 42 treatments and five replications for the first and
second trials, respectively. In the in vitro assay (1) forty endophytic isolates of the genera
Bacillus, Klebsiella, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Lysinibacillus, Sporolactobacillus
were challenged with foc. The experiments were in pairing system or in the presence of
volatile compounds. Endophytic isolates significantly reduced foc mycelial growth in both
tests, but less pronounced in the presence of volatiles. The maximum reductions in colony
area in the pairing reached 76.40% and 54.62% in the presence of volatiles, respectively.
Approximately 87.5% of bacterial isolates negatively affected sporulation. The principal
component analysis indicated that the spore germination variable in the presence of bacterial
cells better explains the data variation. The second experiment, in a greenhouse, was a
randomized block design with 42 treatments (40 endophytic isolates and two controls (foc and
control) and 5 replications. The incidence and severity of foc as well as the promotion of plant
growth were evaluated. All endophytic isolates used reduced the severity of fusarium wilt,
these values reached 91.33%. Regardless of the presence or absence of foc, endophytic
isolates were able to promote increment for all morphological characteristics evaluated. Root
dry matter increment values reached 1015% for the EB37 isolate.

Keywords: Sustainability, Fusarium oxysporum f. sp. Cubense, Musa sp.



INTRODUCAO GERAL

A murcha de fusarium é uma doenca causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (foc) (E.F. Smith) Snyder & Hansen, e amplamente difundida pelo mundo. E
conhecida historicamente como uma das doengas mais destrutivas de plantas (DITA et al.,
2018). O patdgeno é um fungo gque habita o solo e, possui ampla variabilidade com registro no
mundo das racas 1, 2 e 4 que infectam a bananeira. Destas, a raca 4 € a mais agressiva e
ocorre em variedades do grupo Gross Michel (AAA), Maca (AAB), Prata (AAB), Pisang
(ABB), Bluggoe (ABB) e Cavendish (AAA), (RODRIGUEZ et al., 2018) e, € considerada
praga quarentenaria Al para o Brasil (BRASIL, 2018, p.9). A raca 1 ocorre de forma
endémica no Brasil e, constitui-se num problema sério principalmente em regides onde se
planta as variedades do subgrupo Prata e Maga.

Os esporos do patégeno uma vez presentes no solo germinam e respondem ao
estimulo de exsudados radiculares, as hifas aderem e penetram diretamente a epiderme de
raizes mais finas na regido de ramificacdo das raizes. A colonizacao ocorre intercelularmente
atraves do cortex até atingir os vasos do xilema, produzindo ali conidios e toxinas que se
movem através da seiva da planta, fazendo com que novos vasos sejam colonizados e, novas
estruturas fungicas sejam produzidas (PEREZ-VICENTE et al., 2014). Internamente verifica-
se descoloracdo dos vasos condutores, externamente nota-se o amarelecimento das margens
das folhas mais antigas, rachaduras na base do pseudocaule e murcha (PLOETZ, 2015). A
medida que as plantas doentes morrem, o fungo coloniza os tecidos externos do xilema
(VILJOEN et al., 2017) e, na auséncia de tecidos hospedeiros vivos, o fungo € capaz de
sobreviver na forma de clamiddsporos, permanecendo nos solos por longos periodos na forma
latente (PEREZ-VICENTE et al., 2014).

Apo6s a manifestacdo dos sintomas externos da doenca, que ocorre frequentemente na
fase de florescimento da bananeira, o fungo ja se estabeleceu na planta (LE et al., 2017)
causando danos muitas vezes irreversiveis em cultivares muito suscetiveis. Assim, a medida
mais eficiente é o cultivo de variedades resistentes, entretanto, ha poucas variedades
disponiveis no mercado com boa aceitacdo pelo consumidor. As variedades de banana do
grupo Prata sdo suscetiveis a raca 1 e, 70% dos 20 mil hectares plantados no Norte de Minas
sdo cultivados com variedade deste grupo (SEAPA, 2020) o que torna a murcha de fusarium
uma doenca muito importante para a bananicultura regional. Em locais onde o patdgeno
ocorre diferentes medidas de convivéncia com a doenga devem ser utilizadas para que se

possa reduzir os prejuizos causados pela mesma. Existem apenas dois produtos ndo biol6gicos
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registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2019) para
controle deste patdgeno, porém, ha pouca efetividade de sua aplicacdo em estagios avancados
da doenga (SYED et al., 2015).

A utilizacdo de produtos de origem biologica tem sido utilizada como uma alternativa
para reduzir o efeito desse patdgeno e, atualmente, existem no mercado dois produtos
registrados no MAPA para o controle de Fusarium oxysporum, todos a base de
Trichodermaspp. (MAPA, 2019). Por outro lado, pesquisas com bactérias também tém
mostrado potencial para controle deste fungo (ERLACHER et al., 2014; BUBICI et al., 2019;
KAVINO e MANORANIJITHAM, 2018; SHEN et al., 2019) e os géneros mais estudados
para o controle bioldgico sdo Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia (CIANCIO et al., 2016).

Estudos de bioprospeccdo de bactérias endofiticas de bananeira, principalmente do
género Bacillus sp., tém sido desenvolvido pelo grupo de pesquisa da Universidade Estadual
de Montes Claros ha véarios anos e, alguns isolados foram selecionados com capacidade de
producdo de hormdnios (GOMES et al., 2017), solubilizacdo de fésforo (MATOS et al.,
2017), fixacdo biologica de nitrogénio (PEREIRA et al., 2018), promocéo de crescimento de
mudas (SOUZA et al., 2017) e reducdo de populacdo de Meloidogyne sp. (SOUZA, 2017). A
literatura relata a capacidade de Bacillus sp. para producdo de toxinas, antibioticos,
metabolitos secundarios como, iturinas que agem na inibicdo da germinagdo de fitopatdgenos
(CHEN et al.,, 2018) surfactina que atuam na formacdo de biofilmes e impendem o
reconhecimento do hospedeiro pelo fitopatogeno (CARRER-FILHO et al., 2015).

Além disto, ha inimeros registros de inducdo de resisténcia a estresse bidtico e
abiodtico em diversas plantas (HARDOIM et al., 2015; LIU et al., 2019; ANJUM et al., 2019).
Alguns géneros de bactérias endofiticas sdo produtoras de compostos volateis, que sao
compostos liquidos a base de carbono que entram na fase gasosa vaporizando a 0,01kPa a
uma temperatura de aproximadamente 20°C (ROY e BANERJEE, 2019). A maioria é
lipossoluvel e, portanto, tem alta solubilidade em membranas fungicas (KADDES et al.,
2019). Estes compostos sdo derivados primarios e secundarios do metabolismo microbiano e
sdo capazes de difundir tanto na atmosfera quanto no solo, por isso sdo considerados ideais
infoquimicos (GARNICA-VERGARA et al., 2016; KADDES et al., 2016). Diversos autores
ja relataram propriedades fungicidas e fungistaticas dos compostos volateis produzidos por
espécies de Bacillus (SOLANKI et al., 2015; TORRES et al., 2016).

Uma compreensdo dos mecanismos de acdo destas bactérias endofiticas é essencial
para selecdo de microrganismos multicompetentes e de efeitos maiores para as plantas e para

alcancar avancos biotecnoldgicos e utilizagdo em campo. A exploracdo da relagdo entre
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endofiticos x planta x patdogeno pode resultar na promocdo da fitossanidade e
concomitantemente na promocgdo de crescimento, e pode contribuir de forma significativa
sustentavel para a agricultura (SUMAN et al., 2016). Fundamentando-se nos relatos este
trabalho testara a hipdtese de que os isolados selecionados com caracteristicas metabolicas de
interesse para promocao de crescimento também sejam eficientes para o controle de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.
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ACTION OF ENDOPHYTIC BACTERIA OF BANANA ON Fusarium oxysporum f. sp.
cubense IN VITRO

ACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS DE BANANEIRA SOBRE Fusarium oxysporum
f. sp. cubense IN VITRO

ABSTRACT

The fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc) is one of the main
diseases affecting banana crop. Biological control emerges as an alternative technology for
disease. Therefore, the objective of this work was to evaluate in vitro the action of endophytic
isolates obtained from banana "Prata-And" at different phases of the foc life cycle. The
experiments were established in a completely randomized design with 41 treatments (40
bacteria and control without bacteria application) and three replications. Forty endophytic
isolates of the genera Bacillus, Klebsiella, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Lysinibacillus,
and Sporolactobacillus were challenged with foc. The assays were mounted in pairing system
or in the presence of volatile compounds. Principal component analysis showed that the spore
germination variable in the presence of bacterial cells better explains the data variation. Spore
germination in the presence of volatiles, pairing sporulation and in the presence of volatiles
and colony area in the presence of bacterial cells explained about 86.10% of the observed
total variance. The isolates of the genera Bacillus, Lysinibacillus, Stenotrophomonas,
Sporolactobacillus and Paenibacillus showed promising results in both pairing and volatile
presence in in vitro foc control.

Keywords: Fusarium wilt, biological control, Bacillus spp.
RESUMO

A murcha de fusarium causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc) € uma das
principais doencas que afetam a cultura da bananeira. O controle biol6gico é uma tecnologia
que tem sido utilizada dentro do manejo da doenca no campo, entretanto existem poucos
microrganismos registrados para o controle desta espécie de Fusarium. As bactérias possuem
um metabolismo bastante versatil e com potencial biotecnoldgico controlar este fungo. Assim,
objetivou-se avaliar in vitro a acdo de isolados endofiticos de bananeira “Prata-Ana” em
diferentes fases do ciclo de vida de foc. Os experimentos foram estabelecidos em
delineamento inteiramente casualizado com 41 tratamentos (40 bactérias e testemunha sem
aplicacdo da bactéria) e trés repeticGes. Quarenta isolados endofiticos dos géneros Bacillus,
Klebsiella, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Lysinibacillus, Sporolactobacillus, foram
desafiados com foc. Os ensaios foram montados em sistema de pareamento ou na presenca de
compostos volateis. A analise de componentes principais mostrou que a variavel germinacao
de esporos na presenca de células bacterianas melhor explica a variacdo dos dados. A
germinacdo de esporos na presenca de volateis, esporulacdo no pareamento e na presenca de
volateis e area da colbnia na presenca de células bacterianas explicaram cerca de 86,10% da
variancia total observada. Os isolados dos géneros Bacillus, Lysinibacillus,
Stenotrophomonas, Sporolactobacillus e Paenibacillus apresentaram resultados promissores
tanto no pareamento quanto na presenca de volateis no controle in vitro de foc.

Palavras-chave: Murcha de fusarium, controle biolégico, Bacillus spp.
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INTRODUCAO

A murcha de fusarium, causada por foc, € uma das principais doencas que ocorre na
bananicultura mundial e causa inimeros prejuizos econémicos aos produtores (Fu et al.,
2017). O fungo penetra pelas raizes das bananeiras invade o tecido vascular, causando
sintomas de murcha gradual, amarelecimento progressivo e diviséo longitudinal das bainhas
das folhas no pseudocaule e, em estagios mais avancados morte da planta (Yin et al., 2011).

Medidas integradas de controle tém possibilitado a convivéncia com a doenga no
campo e a minimizar perdas. Dentro destas medidas, a utilizacdo de agentes de biocontrole é
uma préatica adotada e, nos Gltimos anos tem se intensificado. Atualmente no Brasil, ha
registrado no Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o fungo
Trichoderma spp., para controle de fitopatégenos do género Fusarium spp., e ndo ha nenhum
registro de bactérias. Entretanto, varios trabalhos de investigacdo tém demonstrado que o
microbioma de bananeira é bastante diversificado e rico em espécies de bactérias (Souza et
al., 2013; Souza et al., 2014; Pereira et al., 2018). Esta diversificacdo pode ser explorada na
prospeccao de biofuncdes de interesse agricola, como o controle biologico.

O estudo de microbioma de plantas sadias e doentes de bananeira demonstrou maior
diversidade no microbioma de plantas sadias comparativamente a diversidade observada em
plantas doentes sugerindo uma acdo na supressao de patdgenos radiculares (Korbel et al.,
2017). Assim, acredita-se que a selecdo de microrganismos autdctones seja mais eficiente
para utilizacdo em ambiente com as mesmas caracteristicas bioecoldgicas de sua selecdo. Em
bananeira da variedade Prata-Ana varias espécies de Bacillus spp. foram isoladas e o
potencial biotecnoldgico foi avaliado e confirmado (Andrade et al., 2014; Matos et al., 2017;
Gomes et al., 2017; Souza et al., 2017).

O biocontrole de F. oxysporum f. sp. cubense e nematoides por bactérias associadas ao

microbioma de banana sdo descritos na literatura (Ribeiro et al., 2012; Bidabadi; Sijun, 2018).
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A bioprospeccdo de isolados candidatos ao controle bioldgico com multiplas funcdes
bioldgicas pode aumentar a chances de biocontrole, ja que poderdo atuar de forma indireta na
promogéo de crescimento. Considerando a relevancia do tema, o presente estudo objetivou
avaliar in vitro 40 isolados endofiticos oriundos de bananeira “Prata-Ana” e selecionar 0s
mais promissores para a¢ao de biocontrole sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados com o isolado 106 de (foc) da micoteca do laboratério de
Fitopatologia da Unimontes e 40 isolados bacterianos selecionados com base em funcdes
fisiologicas desejaveis para um bioinoculante (Souza et al., 2013; Andrade et al., 2014;

Gomes et al., 2017; Matos et al., 2017; Souza, 2017; Pereira et al., 2018) mantidos na

bacterioteca deste mesmo laboratério (Tabela 1).
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Tabelal. Descrigdo de 40 isolados de bactérias endofiticas utilizados, nimero de acesso do

GenBank e habilidades nos testes in vitro.

Espécie! Isolado NuUmero de Acesso no Habilidades
GenBank I, i1V, v
Bacillus amyloliquefaciens EB44 GU122948.1 SFI, AIA, LP
Bacillus amyloliguefaciens EB133 AB301022.1 FBN, SFI, LP
Bacillus axarguienses EB30 JF414764.1 SFI, AIA, LP
Bacillus cereus EB25 GU451184.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus flexus EB88 DQ870687.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus licheniformis EB49 EU366371.1 FBN, SFI, AlA, LP
Bacillus methylotrophicus EB26 HM209756.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus pumilus EB46 FJ236809.1 SFI, AlIA, SDF, LP
Bacillus pumilus EB58 JN082265.1 SFI, AIA, LP
Bacillus pumilus EB15 GQ917222.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus pumilus EB34 JN215511.1 SFI, AIA
Bacillus pumilus EB51 HQ218993.1 FBN, SFI
Bacillus pumilus EB63 GQ917222.1 SFI, AlIA, LP
Bacillus pumilus EB64 JF271873.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus pumilus EB169 FJ189791.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus safensis EB68 JN092818.1 SFI, AIA
Bacillus subtilis EB0O4 AY741264.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus subtilis EB147 EU977724.1 SFI, AIA
Bacillus subtilis EB84 HQ334981.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus subtilis EB126 HM769817.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus subtilis EB136 AB301012.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus tequilensis EB87 HM770882.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus thuringiensis EB24 JF947357.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB71 HM461161.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus sp. EB47 FJ611939.1 FBN, SFI, AlIA
Bacillus sp. EB194 FJ405377.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus sp. EB50 HM769816.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB37 JN215502.1 SFI, AIA
Bacillus sp. COD-001 GQ340516.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB81 HQO003450.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB78 EU977790.1 FBN, SFI, AlA,
Bacillus sp. EB80 EU972777.1 FBN, AIA
Klebsiella pneumoniae EB23 JN201948.1 FBN, SFI, AIA
Lysinibacillus sphaericus EB45 JN215512.1 FBN, SFI, AIA
Lysinibacillus sp. EB53 JN215512.1 SFI, AIA, LP
Lysinibacillus sp. EB60 JF906500.1 SFI, AIA, LP
Paenibacillus sp. EB28 EF178460.1 FBN, SFI, AIA
Paenibacillus sp. EB144 EF178460.1 FBN, SFI, AIA
Stenotrophomonas sp. EB38 EU931559.1 FBN, SFI, AIA
Sporolactobacillus sp. EB127 D16282.1 FBN, SFI, AlA, LP

" Fonte: 'Souza et al. (2013); "Andrade et al., 2014 (FBN: Fixadores biolégicos de nitrogénio),
"Matos et al., 2017 (SFI: Solubilizadores de fosfato inorgénico), 'V Gomes et al., 2017 (AIA:
Produtores de &cido indol acético), VSouza, 2017 (LP: Produtores de lipase).

Multiplicagé@o dos microrganismos
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O isolado 106 de foc foi multiplicado em placa de Petri contendo meio BDA (Batata,
Dextrose e Agar) por sete dias a 25°C em escuro continuo. As colonias foram utilizadas para
obtengdo de discos de 5 mm de didmetro, retirados da borda da col6nia e utilizados nos
pareamentos, ou para obtencdo de suspensfes de esporos para testes de germinagdo. As
suspensdes de esporos foram obtidas com a adicdo de 20 mL de &gua destilada mais Tween
1% sobre as col6nias, e com auxilio de uma Iamina de vidro os esporos foram colocados em
suspensdo. Apos a filtragem em gaze estimou-se o nimero de esporos em camara de
Neubauer com auxilio de microscopio de luz.

As suspensdes foram ajustadas para concentracio de 2x 10° esporos/mL e utilizadas
nos testes de germinacdo. Os isolados bacterianos foram multiplicados isoladamente em
placas de Petri contendo meio TSA (Trypic Soy Agar) por 48 horas a 25°C. Um volume de 5
mL de solucéo salina a 0,85% de NaCl foi adicionada as colbnias para obtencdo de suspensao
bacteriana. A concentracdo da suspensao bacteriana foi estimada em espectrofotometro a 1,0
de absorbéancia DO= 540 nm.

Teste de Antibiose

Os isolados foram desafiados utilizando-se o método de cultura pareada conforme
descrito por OSAKTAN et al. (2015). A 10mm da borda de placas de Petri de 90 mm
contendo meio BDA adicionou-se o disco de 5 mm de foce do lado oposto fez- se uma risca
da suspensdo bacteriana preparada de acordo com item anterior. As placas foram mantidas em
BOD em escuro continuo por sete dias a 25°C. O tratamento testemunha recebeu uma risca
solucdo salina a 0,85%. ApoOs este periodo, na maior extensdo de crescimento da colénia
mediu-se o raio da col6nia com auxilio de uma régua milimétrica. Para anélise os valores de
raio foram convertidos em area da colonia (cm?) (4 = wr?).

A quantificacdo de esporos em cada colonia foi avaliada a partir de uma suspenséo de

esporos preparada seguindo a mesma metodologia descrita no item anterior. A concentracdo
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de esporos da suspensao foi quantificada em camara de Neubauer com auxilio de microscépio
de luz e nimero de esporos/cm? de area micelial. A viabilidade de germinagéo destes esporos
foi determinada pelo teste de germinagéo. Em placas de Petri de 70 mm de didmetro contendo
agar-agua (40 g/L), adicionou-se uma aliquota de 100 uL da suspensdo de esporos e incubou-
se por 12 horas a temperatura ambiente. ApoGs esse periodo, em microscopio de luz, foram
quantificados os 100 primeiros esporos germinados ou ndo. Considerou-se esporo germinado
aquele com tubo germinativo maior ou igual ao comprimento do esporo.

Com o objetivo de avaliar o efeito direto da suspensao bacteriana sobre a germinagéo
dos esporos de foc, adicionou-se volumes iguais de 1 mL das suspensdes (v/v) de esporos de
foc e de bactérias endofiticas de maneira que a concentracdo final da suspensédo fungica fosse
10° esporos/mL e a bacteriana 0,5 de absorbancia (DO=540 nm). Um volume de 100 puL desta
suspensdo mista (foc + bactéria) foi espalhado na superficie do meio agar-agua contido em
placas de Petri, e incubadas a temperatura ambiente por 12 horas. Apos esse periodo foram
quantificados em microscopico optico 100 esporos germinados e ndo germinados.

A acdo de compostos volateis produzidos pelas bactérias também foi avaliada em
placas de Petri de 90 mm de didametro. No centro da placa contendo meio BDA foi depositado
o disco contendo micélio de foc conforme descrito anteriormente. Na parte inferior da tampa
da placa foi vertido meio TSA e sobre este com auxilio de alga de drigalski fez-se a risca da
suspensdo bacteriana a 1 de absorbancia DO= 540 nm. As placas foram vedadas utilizando
plastico filme e mantidas em BOD a 25° C por sete dias. Apds este periodo estimou-se 0
didmetro da colonia, esporulacdo e germinacdo com a mesma metodologia descrita
anteriormente. Na testemunha foi realizada uma risca de solucéo salina a 0,85%. Para analise
os valores de diametro foram convertidos em area da col6nia (cm?) (4 = mr?).

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado (DIC)

com 41 tratamentos e trés repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
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médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Foi utilizado o software
“R” versdo 3.5 (2015) para a analise estatistica. A percentagem de redugdo dentro de cada
variavel avaliada foi determinada pela formula descrita por Mouréo et al. (2003).

% Reducéo = [1 - (Média do Tratamento/Média da Testemunha)] *100

Os dados relacionados as varidveis dos ensaios in vitro foram submetidos a analise
multivariada, utilizando-se a Anélise de Componentes Principais para identificar quais
caracteristicas avaliadas, como: area da col6nia antibiose, &rea da col6nia volétil, germinacao
direta e indireta no teste de antibiose, germinacdo no teste de volateis, esporulacdo no teste de
antibiose e volateis influenciaram o controle do patégeno. A medida de dissimilaridade
utilizada foi a distancia Euclidiana e o0 método de agrupamento hierarquico utilizado foi o de
UPGMA (Unweighted Pair- Group Method using Arithmetic Averages). O ponto de corte do
dendograma foi escolhido de acordo com a significancia da constante “k” pelo método de
Mojena. A analise dos componentes principais foi realizada usando o software “Genes”
(Cruz, 1998).
RESULTADOS

Pela tabela 2 verificou-se efeito significativo dos isolados (p<0,05) para todas as
caracteristicas avaliadas. Os testes de normalidade dos residuos (Shapiro Wilk) e
homogeneidade das variancias (Bartlett) foram significativos a 5% de probabilidade,

demonstrando que os dados seguem distribui¢cdo normal.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as caracteristicas avaliadas.

Variavel Quadrado Shapiro Wilk  Bartlett CV (%)
Médio

Area da colbnia pareamento 377,96610" 0,0144 0,0000 23,77
Esporulacdo no pareamento 2940,4283" 0,0002 0,0001 28,62
Germinagcéo de esporos presenca  2480,165598" 0,002 0,000 7,07

de células bacterianas
Germinacao de esporos 919,2483" 0,000 0,000 1,59

pareamento

Area da coldnia volatil 134,346" 0,0315 0,000 17,60
Esporulacéo volatil 708,8297" 0,000 0,000 36,24
Germinacdo volatil 1686,2012" 0,000 0,000 5,91

~” Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste F.

Os quatro primeiros autovalores estimados para 0s componentes: germinacdo de
esporos presenca de células bacterianas, esporulacdo pareamento, esporulagdo volatil e area
da col6nia volatil representaram cerca de 86,10% da variancia total observada (Tabela 3). O
componente germinacdo de esporos na presenca de células bacterianas foi o mais importante
para o estudo, pois foi derivado do maior autovalor e explica em torno de 29,88% da variacdo
total. O segundo componente mais importante € a esporulagdo no pareamento, derivada do
segundo maior autovalor e explica em torno de 23,05. Os componentes associados as
porcentagens esporulacdo e area da colénia em volateis acumularam uma porcentagem da

variancia explicada acumulada de 33,17% (Tabela 3).
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Tabela 3. Componentes principais, autovalores e porcentagem da variancia explicada e

porcentagem da variancia explicada acumulada.

Componente Autovalores % Variancia % Variancia Recomendacgao
Principal explicada explicada
acumulada

Germinacao de
esporos presenca de 2,09 29,88 29,88 -
células bacterianas

Esporulacéo 1,63 23,05 52,93 -
pareamento
Esporulacéo volatil 1,41 20,19 73,12 -
Avrea da coldnia 0,90 12,98 86,10 -
volatil
Germinacao esporos 0,63 9,10 95,20 Descarte
pareamento
Germinacédo volatil 0,21 3,05 98,25 Descarte
Area da colbnia 0,12 1,75 100 Descarte
Antibiose

Teste de Pillai = 1,411446e-1%4

Houve a formacéo de 15 grupos diferentes, sendo que 67,5% dos isolados diferiram da
testemunha (Tabela 4). Em todos os ensaios, pareamento com as bactérias, na presenca de
suspensdo contendo células bacterianas e na presenca de compostos volateis, houve redugédo
de germinacdo dos esporos. A suspensdo contendo células bacterianas promoveu reducdo de
até 96% na germinacdo dos esporos de foc. Os isolados mais eficientes foram EB 37, EB 28,

EB 23 e EB 127 que reduziram acima de 70% da germinacéo.
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Tabela 4. Numero de esporos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense germinados na presenca

de células bacterianas de diferentes isolados bacterianos endofiticos de bananeira.

Grupo de Isolados Germinagao (%)
EB37 4,00a
EB28 13,67b
EB23, EB127 26,67+27,33c
EB133, EB68 30,67 + 31,33d
EB136 40,67e
EB26, EB144 45,00 + 46,00f

EB30, EB126, EB71, EB46, EB169
EBO4, EB53
EB49
EB78, EB64, EB60
EB194, EBEBS50
EB45
EB44, EB84

COD-001, EB81

47,33+51,67¢
51,67 +55,33h
64,00
71,00 +72,00j
73,67 +76,00k
81,671
91,00 191,33m

94,00 +95,67n

EB15, EB147, EB24, EB47, EB80, EB34,

EB51, EB63, EB87, EB88, EB38, EB5S, 97,00 +1000
EB25, Testemunha
CV (%) 7,07

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.

Observou-se a formacgdo de cinco grupos nos ensaios de pareamento e trés grupos no
ensaio de compostos volateis sobre a esporulagdo de foc (Tabela 5 e 6). Houve reducdo de
85,41% da esporulacdo do fungo/cm? de crescimento da colonia produzidas em pareamento e
78,66% sob atividade de compostos volateis. Os dezesseis isolados mais eficientes, com

reducdo média de 66,83% da esporulacdo no teste de pareamento, apresentaram reducdo
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média de 59,12% no teste de volateis. A acdo de compostos volateis na reducdo de
esporos/cm? foi evidenciada em 35 isolados, mostrando que esse efeito é mais frequente
dentro deste grupo de isolados.

Tabela 5. Nimero de esporos produzidos/ cm? da col6nia de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense pareadas com diferentes isolados bacterianos.

Grupo de Isolados Esporulagio/cm?
EB44, EB49, EB68, COD-001, EB38,
EB58, EB46, EB126, EB15, EB169, EB64, 12,22+36,67a

EB51, EB127, EB25, EB88, EB37
EB26, EB71, EB28, EB133, EB47, EB80,

EB84, EB23, EB45, EB87, EB78, EB81, 43,18 +69,96b
EB30, EB24, EB60, EB147, EB50, EB136
EB34, EB63, EB144, Testemunha 76,57 +89,67¢C
EB04, EB194 109,40 +118,58d
EB53 173,99
CV (%) 28,62

" Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.

Tabela 6. Nimero de esporos produzidos/ cm? da col6nia de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense na presenca de compostos volateis de diferentes isolados bacterianos.

Grupo de Isolados Esporulagio/cm?
EB53, EB133, EB24, EB38, EB84, EB126,
EB82, EB78, EB64, EB63, E B51, EB144,
EB49, EB88, EB28, EB34, EB25, EB68,
EB127, EB26, EB147, EB30, EB58, EB87,
COD-001, EB23, EB50, EB88, EB71, 13,63+41,50 a
EB15, EB60, EB46, EB37, EB169

EB04, EB45, EB136, EB47, Testemunha 48,19:68,39b
EB194 85,09¢
CV (%) 36,24

~ Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.
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Foram formados dois grupos distintos de area de col6nia na presenca de volateis
(Tabela 7). Vinte e trés isolados apresentaram reducdes significativas e dois deles (EB136 e
EB51) reduziram até 54,62% a area da colénia de F. oxysporum f. sp. cubense.

Tabela 7. Area da col6nia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense na presenca de volateis de

diferentes isolados endofiticos.

Grupos de Isolados Area da coldnia volatil (cm?)

EB169, EBS3, EB04, EB26, EB45, EB44,

EB133, EB68, EB88, EB24, EB127, EB84,

EB38, EB78, EB50, EB194, EB47, EB46, 26,11+44,27a
COD-001, EB126, EB25, EB51, EB136.

EB71, EB30, EB58, EB80, EB144, EB23,
EB34, EB60, EB28, EB15, EB81, EB87,

EB64, EB49, EB37, EB147, EB63, 45,25 +60,00b
Testemunha
CV (%) 17,60

~ Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.

Pelo método de agrupamento UPMGA baseado na distancia Euclidiana os 40 isolados
endofiticos foram divididos em oito grupos no ponto de corte de 80% (Figura 1), e todos eles
sdo homogéneos entre si e distintos entre eles. A analise de dissimilaridade convertida para
dendograma apresentou um coeficiente de correlacdo cofenética de 80%, isto significa que o
dendograma se assemelha em 80% das matrizes de dissimilaridade geradas pelo método
UPGMA.

Na andlise de agrupamento o quinto grupo composto pelos isolados EB04 e EB194 foi
responsavel por maiores valores de esporulacdo nos dois testes realizados, sugerindo assim
que estes isolados ndo sdo efetivos para o controle da esporulacdo de foc. O sexto grupo
composto pelos isolados de COD-001 até EB88 agruparam aqueles que foram efetivos em
controlar pelo menos uma fase do ciclo. O agrupamento composto por EB37 a EB30 (oitavo
grupo) apresentaram reducdes de germinacdo no pareamento, esporulacdo tanto em

pareamento quanto na presenca de volateis e area da col6nia em testes de volateis (Figura 1).
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Figura 1. Dendograma de dissimilaridade genética construido com o indice de Jaccard e
método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre os 40 isolados

endofiticos.

DISCUSSAO

Na andlise conjunta das variaveis os resultados mostraram que a germinacao foi a
variavel que mais contribuiu para avaliar os efeitos dos isolados bacteriano sobre o fungo e
possibilitar a selecdo dos mesmos. Os isolados Bacillus sp. (EB 37), Klebsiella pneumonia
(EB 23), Paenibacillus sp. (EB 28), e Sporolactobacillus sp. (EB 127), inibiram mais de 70%
a germinacdo de foc. Especial atencao deve ser dada ao isolado EB37, que inibiu 96% da
germinacdo de foc e foi o0 mais eficiente. Podemos considerar que a inibicdo da germinacao

dos esporos pode ter ocorrido pela capacidade ja relatada que os isolados endofiticos possuem
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em secretar metabolitos secundarios como iturinas e fengicina responsaveis por inibir a
emissdo do tubo germinativo (Lee et al., 2017; Bruisson et al., 2019).

Os microrganismos antagonistas ou os metabolitos produzidos por eles podem atuar
tanto prevenindo o estabelecimento dos fitopatdgenos quanto inibindo sua atividade
fitopatogénica apos a colonizacdo na planta (Palazzini et al., 2016). No entanto, quando sua
acao ocorre na fase de germinagdo ou na formacdo inicial do tubo germinativo, inibe-se a
penetracdo na planta hospedeira e o controle pode se tornar ainda mais efetivo (Figueroa-
Lbpez et al., 2016). A &rea da col6nia foi reduzida na presenca de voléateis, isso significa
potencial reducdo da doenga no campo, ja que as hifas do fitopatégeno também podem iniciar
novos ciclos de infeccdo. Segundo Yuan et al. (2012) a producdo de compostos volateis € um
atributo interessante porque podem atingir o fitopatégeno em pontos mais distantes e provocar
a sua inibicdo. Estes mesmo autores verificaram em seus experimentos que Bacillus spp.
produz compostos volateis com capacidade de inibir o crescimento micelial de foc.

No controle bioldgico, € desejavel que o agente reduza os novos ciclos de vida do
fitopatdgeno atuando em reducdo de propagulos. Reducdes de esporulacdo foram verificadas
tanto no teste de pareamento como no teste de volateis, sugerindo assim que as bactérias
endofiticas possam ter atuado como inibidores da formacdo de novas unidades propagativas
por meio de acdo direta e a distancia através de compostos volateis (Borah et al., 2016).
Diversos autores ja relataram propriedades fungicidas e fungistaticas dos compostos volateis
(Asari et al., 2016; Beneduzi et al., 2012) produzidos por espécies de Bacillus (Torres et al.,
2016).

Tem sido demonstrado em que 0s compostos volateis bacterianos podem afetar
eventos como crescimento de hifas, esporulacdo e germinacao de esporos fungicos (Wenke et
al., 2010). A compreensdo dos mecanismos das bactérias benéficas é muito importante para

desenvolver estratégias de biocontrole comercialmente eficientes e bem sucedidas contra
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patdgenos de plantas (Raza et al., 2013). Dentre 0s micro-organismos avaliados merecem
atencdo os isolados EB04, EB51, COD-001, EB 53 e EB50 pela capacidade de reduzir area da
colbnia nos dois testes utilizados. Os isolados EB44, EB49, EB68, EB38, EB58, EB46,
EB126, EB15, EB64, EB51, EB127, EB28, EB88 e EB37 pela reducdo da esporulagdo em
pareamento e na presenca de volateis. E, o isolado EB136 pela capacidade de reducdo da
germinacao de esporos nas duas avaliacOes, seja na presenca de volateis ou no pareamento.

Um critério que quantifique a distancia entre individuos é entendido como medida de
dissimilaridade e logo, quanto menores os valores destas médias, mais similares sdo 0s
individuos. O tratamento sem aplicacdo das bactérias ficou isolado em um grupo,
demonstrando altos valores de dissimilaridade, ou seja, todos os isolados utilizados foram
diferentes da testemunha, sugerindo que os endofiticos em menor ou maior grau controlaram
0 isolado 106 de foc. Quanto menores os valores das medidas de dissimilaridade, mais
similares séo os individuos (Manly et al., 2008), o grupo composto pelos isolados EB37 ate
EB30 obtiveram os maiores valores de dissimilaridade da testemunha sugerindo assim que
estes sejam isolados a serem utilizados para trabalhos futuros no controle do isolado 106 de
foc. Os resultados do presente estudo sdo bastante promissores e indicam o potencial de
diversos isolados de endofiticos oriundos de bananeira no controle de foc.
CONCLUSOES

Todos os isolados reduziram um ou mais evento biologico do ciclo do patégeno;

Os isolados EB-37 e EB-30 foram os mais eficientes na reducdo de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense;

A variavel que melhor explica a resposta das dos isolados bacterianos ao isolado 106
de Fusarium oxysporum f. sp. Cubense € a germinacdo na presenca de células bacterianas.
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ACTION OF ENDOPHYTIC BACTERIES ON FUSARIUM WILT AND BANANA
GROWTH PROMOTION

ACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS SOBRE A MURCHA DE FUSARIUM E
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO DE BANANEIRA

ABSTRACT

The fusarium wilt is considered one of the most devastating diseases of banana cultivation.
The disease is caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc). The fungus is able to
survive in the soil by means of chlamydospores, which when they germinate come into
contact with roots, colonize the vascular system leading to generalized wilt. The control
methods available are not effective, so new strategies are needed. Biological control, through
the use of growth-promoting bacteria, offers an alternative to foc. The present study aimed to
test the capacity of 40 isolates of endophytic bacteria to control Fusarium wilt and to promote
the growth of micropropagated banana seedlings “Prata Catarina”. The experiment was in
randomized blocks with 42 treatments (40 endophytic isolates and two controls: foc and
control) and five replications. Incidence and severity of foc were evaluated, as well as the
promotion of plant growth. All the endophytic isolates used reduced the severity of Fusarium
wilt, with a maximum reduction of 91.33%. There was an increase in all morphological
characteristics evaluated in the presence or absence of foc, values of. The EB 37 isolate
(Bacillus sp.) Promoted an increase of 1015% in the dry root mass.

Keywords: Biological control, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Bacillus sp., Musa spp.
RESUMO

A murcha de fusarium é considerada uma das doencas mais devastadoras da cultura da
bananeira. A doenca é causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (foc). O fungo é capaz
de sobreviver no solo por meio de clamidoésporos, que quando germinam entram em contato
com raizes, colonizam o sistema vascular levando a murcha generalizada. Os métodos de
controle disponiveis ndo sdo efetivos, portanto sdo necessarias novas estratégias. O controle
bioldgico, por meio do uso de bactérias promotoras do crescimento oferece uma alternativa a
foc. O presente estudo objetivou testar a capacidade de 40 isolados de bactérias endofiticas no
controle da murcha de fusarium e na promocao do crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira “Prata Catarina”. O experimento foi em blocos casualizados com de 42 tratamentos
(40 isolados endofiticos e duas testemunhas: foc e controle) e cinco repeticBes. Foram
avaliadas incidéncia e severidade de foc bem como a promocédo de crescimento das plantas.
Todos os isolados endofiticos utilizados reduziram a severidade da murcha de fusarium, com
reducdo maxima de 91,33%. Houve aumento de todas as caracteristicas morfolégicas
avaliadas na presenca ou auséncia de foc, valores de. O isolado EB 37 (Bacillus sp.)
promoveu um incremento da ordem de 1015% na massa seca de raiz.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Bacillus sp., Musa
spp.
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INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é uma das frutas de maior importancia econémica das regides
tropicais e subtropicais no mundo (Amabh et al., 2018). No ano de 2017, foram produzidas
cerca de 145 milhGes de toneladas de bananas em 5,5 milhdes de hectares em 130 paises
(FAOSTAT, 2017). No Brasil as variedades mais plantadas sdo “Prata”, “Prata-Ana” e
“Pacovan” e estas respondem por mais de 60% da area cultivada, no entanto a suscetibilidade
dessas cultivares a doencas, principalmente a murcha de fusarium tem limitado sua producao
e expansdo agricola (Lichtemberg; Lichtemberg, 2011).

A murcha de fusarium é causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, é um fungo
capaz de penetrar nas raizes via pelos radiculares (Ghag et al., 2015), em zonas de emissdo de
raizes novas, ou também via ferimentos, colonizando todo o tecido vascular, ocasionando
infeccéo sistémica do pseudocaule (Li et al., 2017). Os sintomas de clorose foliar, rachaduras
na base do pseudocaule, murcha total da planta e descoloracdo do tecido vascular s6 aparecem
varios meses apés o inicio da infecgdo (Dong et al., 2014). A intensidade dos sintomas varia
com nivel de resisténcia da planta hospedeira, com o pH da solu¢édo do solo, com o teor de
matéria organica e a teores e fontes de nutrientes utilizados no manejo de adubacdo. Isto faz
com que a intensidade e precocidade de observacdo dos sintomas sejam muito variaveis no
campo dificultando a identificacdo da doenca, bem como o controle da mesma.

Em areas com o cultivo de variedades suscetiveis, o patdgeno encontra um ambiente
favoravel e, uma vez instalada, a erradicacao € praticamente impossivel. O fungo é capaz de
produzir clamiddsporos e sobreviver por 30 anos no solo (Ploetz, 2015), sendo assim, a
solucdo mais apropriada é adotar medidas de convivéncia com a mesma. O controle bioldgico
tem sido uma estratégia adotada nos ultimos anos. O uso e aplicacdo de microrganismos
endofiticos, especialmente as bactérias, tem sido amplamente relatada na literatura. Esse

grupo apresenta multiplas habilidades, pois além de serem capazes de atuar em processos pré-
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infeccdo (Hardoim et al., 2015) podem induzir resisténcia em cultivares suscetiveis (Fischal et
al., 2010; Seethapathy et al., 2016; Wang et al., 2016), e na promoc¢do do crescimento das
plantas (Karthik et al., 2017).

Diversos isolados endofiticos foram isolados de raizes da cultivar Prata-Ana (Souza et
al., 2013) e, estudos de bioprospecgdo foram realizados como o objetivo de caracterizar o
potencial biotecnoldgico dos mesmos (Matos et al., 2017, Gomes et al., 2017; Andrade et al.,
2014). Acredita-se que os microrganismos autoctones com multiplas funcbes bioldgicas
podem aumentar a chances de biocontrole, ja& que poderdo atuar de forma indireta na
promocdo de crescimento e indugdo de resisténcia de plantas. Este tipo de selecdo €
estrategicamente interessante para regenerar e enriquecer a rizosfera de mudas de bananeira
micropropagadas, ja que durante o processo de producdo in vitro os explantes reduzem muito
sua carga microbiana natural (Etminani; Harigh, 2018).

Diante do exposto, objetivou-se testar a capacidade de 40 isolados de bactérias
endofiticas oriundas de bananeira no controle da murcha de fusarium e na promocdo do
crescimento de mudas micropropagadas de bananeira “Prata Catarina” em condicdes de casa
de vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Estadual de
Montes Claros campus Janaiba com as coordenadas geograficas 15°49°47,97” de latitude e
43°16°08,98” de longitude a 545 metros de altitude. O clima, segundo a classificacao de
Kdppen, é do tipo Aw, caracterizado por um verdo chuvoso e inverno seco. Foi utilizado o
isolado 106 de foc, obtido de isolamento de bananais do Norte de Minas na cultivar Prata-
And. Selecionaram-se da bacterioteca do laboratorio de fitopatologia da Universidade
Estadual de Montes Claros 40 isolados bacterianos com multiplas fungdes (Souza et al., 2013;

Andrade et al., 2014; Matos et al., 2017; Gomes et al., 2017).
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Tabela 1. Isolados bacterianos, nimero de acesso do GenBank e habilidades dos endofiticos

utilizados no experimento.

Espécie' Isolado Numero de Acesso no Habilidades
GenBank I, 1L v, v
Bacillus amyloliquefaciens EB44 GU122948.1 SFI, AIA, LP
Bacillus amyloliquefaciens EB133 AB301022.1 FBN, SFI, LP
Bacillus axarquienses EB30 JF414764.1 SFI, AIA, LP
Bacillus cereus EB25 GU451184.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus flexus EB88 DQ870687.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus licheniformis EB49 EU366371.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus methylotrophicus EB26 HM209756.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus pumilus EB46 FJ236809.1 SFI, AIA, SDF, LP
Bacillus pumilus EB58 JN082265.1 SFI, AIA, LP
Bacillus pumilus EB15 GQ917222.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus pumilus EB34 JN215511.1 SFI, AIA
Bacillus pumilus EB51 HQ218993.1 FBN, SFI
Bacillus pumilus EB63 GQ917222.1 SFI, AIA, LP
Bacillus pumilus EB64 JF271873.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus pumilus EB169 FJ189791.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus safensis EB68 JN092818.1 SFI, AIA
Bacillus subtilis EBO4 AY741264.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus subtilis EB147 EU977724.1 SFI, AIA
Bacillus subtilis EB84 HQ334981.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus subtilis EB126 HM769817.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus subtilis EB136 AB301012.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus tequilensis EB87 HM770882.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus thuringiensis EB24 JF947357.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB71 HM461161.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus sp. EB47 FJ611939.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB194 FJ405377.1 FBN, SFI, AIA, LP
Bacillus sp. EB50 HM769816.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB37 JN215502.1 SFI, AIA
Bacillus sp. COD-001 GQ340516.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB81 HQ003450.1 FBN, SFI, AIA
Bacillus sp. EB78 EU977790.1 FBN, SFI, AlA,
Bacillus sp. EB80 EU972777.1 FBN, AIA
Klebsiella pneumoniae EB23 JN201948.1 FBN, SFI, AIA
Lysinibacillus sphaericus EB45 JN215512.1 FBN, SFI, AIA
Lysinibacillus sp. EB53 JN215512.1 SFI, AlA, LP
Lysinibacillus sp. EB60 JF906500.1 SFI, AIA, LP
Paenibacillus sp. EB28 EF178460.1 FBN, SFI, AIA
Paenibacillus sp. EB144 EF178460.1 FBN, SFI, AIA
Stenotrophomonas sp. EB38 EU931559.1 FBN, SFI, AIA
Sporolactobacillus sp. EB127 D16282.1 FBN, SFI, AIA, LP

" Fonte: 'Souza et al. (2013); "Andrade et al., 2014 (FBN: Fixadores bioldgicos de nitrogénio),
Matos et al., 2017 (SFI: Solubilizadores de fosfato inorganico), ' Gomes et al., 2017 (AlA:
Produtores de acido indol acético), ¥ Souza, 2017 (LP: Produtores de lipase).

Os isolados endofiticos foram multiplicados em meio de cultura TSA (Trypic Soy

Agar). Aliquotas de 100pL da suspensdo de armazenamento contendo células bacterianas
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foram adicionadas a placas de Petri contendo meio TSA e mantidas a temperatura de 28° por
48 horas. Apoés esse periodo, adicionaram-se 5 mL de solucéo salina a 0,85% as col6nias e,
com auxilio de uma lamina de vidro, as células bacterianas foram suspensas. Em seguida, a
concentracdo desta suspensédo foi estimada em espectrofotometro a 1,0 de absorbancia DO=
540 nm. O isolado 106 de foc foi multiplicado em meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). Um
disco de 5 mm contendo a colénia fangica foi adicionado a placas de Petri contendo meio de
cultura BDA. Estas foram mantidas por sete dias em escuro continuo a 25°C. Apos esse
periodo cada placa recebeu 20 mL de agua destilada mais Tween e, com auxilio de uma
lamina de vidro as colbnias foram colocadas em suspensdo e esta foi calibrada em
hemacitdmetro para 1x10° esporos/mL.

Mudas micropropagadas de banana “Prata Catarina” em estagio de raiz nua foram
aclimatizadas inicialmente em tubetes (20 cm?®) contendo substrato comercial esterilizado
Bioplant® (Ponte Nova, Brasil) por 30 dias. Em seguida, foram transplantadas para sacolas
plasticas (67,5 cm®) e permaneceram por mais 60 dias. Apds esse periodo, as mudas foram
transplantas para vasos de 3 dm? contendo solo autoclavado a 120°C/20 minutos por 3 vezes.
Aos 10 e 40 dias do transplantio para vasos, uma suspensdo na concentracio de 1x10°
esporos/mL de foc foi adicionada a aproximadamente 5 cm do pseudocaule de forma que a
concentragio final no solo atingisse 4,8 x10° esporos/g de solo de foc. O tratamento
testemunha absoluta recebeu 0 mesmo volume de &gua destilada.

As aplicacBes das suspensdes bacterianas foram realizadas em intervalos consecutivos
de 15 dias e no total cada planta recebeu 12 aplicacbes da suspensao bacteriana, seis antes da
aplicacdo do foc (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias apds o inicio da aclimatizacdo em tubetes e
sacolas) e seis aplicaces apos a aplicacdo de foc (105, 120, 135, 150, 165 e 180 dias do
transplantio para vasos). O volume de 20 mL da suspensdo de bactéria foi distribuido na base

do colo de cada planta. As duas testemunhas (T1: mudas sem foc e sem bactéria e T2: mudas
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com foc e sem bactéria) receberam 20 mL de agua destilada. O solo teve sua capacidade
méxima de retencdo de agua determinada (Schuler et al., 2003) e o volume de &gua para
molhamento das plantas foi ajustado de forma a manter o solo com 60% capacidade maxima
de retencdo de agua (542 mL/dcm?). As adubagGes foram realizadas de acordo com anélise de
solo e necessidade da cultura.

Noventa dias apés a inoculacdo de foc determinaram-se a incidéncia, a severidade da
doenca e o desenvolvimento das mudas. As plantas foram retiradas dos vasos, suas raizes
lavadas com agua corrente, identificadas e, o pseudocaule foi seccionado a 2 cm da insercdo
com rizoma sentido transversal para a avaliacdo de incidéncia. Para determinacdo da
severidade foi utilizada a escala de indice de Descoloragio Rizoma (ISD) (Mak et al., 2012).
Para isso, cada planta teve seu rizoma seccionado de forma longitudinal, com um angulo de
corte de aproximadamente de 30° a partir da altura do corte transversal realizado
anteriormente, e atribuidas as notas de 1 a 8, conforme a descricdo de Mak et al. (2012). Esse
indice é calculado pela seguinte formula:

ISD= % (nota na escala* nimero de plantas com essa nota)

O ISD é utilizado para classificar as reagcdes de resisténcia dos gendtipos como:
resistente: 1SD= 0 a 1, tolerante: ISD = 1,1 a 3, suscetivel: ISD= 3,1 a 5 e altamente
suscetivel: 1ISD= 5,1 a 8. Para a determinacdo da incidéncia foi quantificado o numero de
plantas com sintomas dentro de cada tratamento e o célculo de percentagem pela seguinte
formula:

Incidéncia de doenca = 100 * (Plantas sintomaticas/Total de plantas)
Avaliacao do Crescimento das mudas micropropagadas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: numero de folhas fotossinteticamente

ativas, altura da insercdo da primeira folha com uma régua milimétrica, didmetro do

pseudocaule medido a 5 cm do solo da inser¢do com rizoma com auxilio de um paquimetro
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digital, biomassa seca da raiz e da parte area com auxilio de uma balanca com precisédo de 4
casas decimais. A biomassa seca e fresca da raiz foi determinada em estufa de circulagédo
forcada a 65°C até que as partes avaliadas atingissem peso constante. Foi realizado também o
calculo de incremento relativo para as seguintes varidveis: nimero de folhas, altura da

insercdo da primeira folha e didmetro de pseudocaule pela seguinte formula:

Incremento relativo (IR) = Crescimento total da planta inoculada *100
Crescimento total da planta testemunha foc

Delineamento experimental e Anélise estatistica

O experimento foi em blocos casualizados com 42 tratamentos (40 isolados
endofiticos e duas testemunhas (T1: Testemunha absoluta: mudas de bananeira sem foc e sem
bactéria e T2: mudas de bananeira com foc e sem bactéria) e cinco repeticdes, sendo que cada
planta de bananeira constituia uma repeticdo. Para comparar os isolados endofiticos com as
duas testemunhas, as médias foram submetidas ao teste de Dunnett a 5% de probabilidade
(p<0,05). Para avaliagdo da severidade da murcha de fusarium foi realizado o teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade (p<0,05) e para a incidéncia e reducdo na expressdo da doenca
foi calculado a frequéncia de ocorréncia. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com
auxilio do software “R” versao 3.4 (2015).
RESULTADOS

As mudas inoculadas apenas com foc e que ndo receberam aplicacdo da bactéria
apresentaram completa descoloracdo do rizoma em 100% das plantas e notas maximas de
severidade (Tabelas 2 e 3) As mudas de bananeira inoculadas com as bactérias: EB28, EB04,
EB49, EB68, EB37, EB15, EB51, EB127, EB169 e EB136 ndo apresentaram nenhum
sintoma de descoloracdo no rizoma (Tabela 3, Figura 1) e aquelas inoculadas com as bactérias

EB26, COD-001, EB30 e EB24 apresentaram 20% e 60% de incidéncia da doenca,

43



respectivamente. Os demais isolados bacterianos nédo reduziram a incidéncia da doenga em
relagdo a testemunha.

. em de incidéncia de Murcha de fusarium em mudas de bananeira “Prata
Tabela 2. Porcentagem d d de Murcha de fi das de b “Prat

Catarina” inoculadas com diferentes isolados bacterianos endofiticos de bananeira.

Isolados Incidéncia (%)

EB71, EB23, EB47, EB25, EB194, EB50,
EB46, EB147, EB45, EB38, EB58, EB34,
EB44, EB53, EB60, EB63, EB64, EBS8I, 100 + 1,05
EB88, EB78, EB84, EB126, EB80, EB87,
EB133, EB144, TESTEMUNHA- foc

EB24 60+ 1,16
EB26, COD-001, EB30 20+ 0,57
EB28, EBO4, EB49, EB68, EB37, EB15, 0+0,00
EB51, EB127, EB169, EB136
I'.EEI:._':R’E'—J"’MJ:

+ Desvio Padrdo= >

n

Tabela 3. indice de Severidade da Doenca (ISD) causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense em mudas de bananeira “Prata Catarina” inoculadas com diferentes isolados

bacterianos endofiticos de bananeira.

Isolado indice de Severidade da Doenca (ISD)

EB24, EB30, COD-001, EB26, EB04,
EB127, EB136, EB15, EB169, EB28, EB37,
EB49, EB51, EB60, EB68, EB46, EB126, 0,52+1,40 a
EB50, EB133, EB194, EB23, EB25, EB71

EB147, EB45, EB38, EB63, EB78, EBSL, 1,64+2,24 b
EB87, EB53, EB64, EB58, EBSS
EB144, EB84, EBSO 2,68+3,36¢
EB44, EB47, EB34 4,0+4,16d
TESTEMUNHA- foc 6,0
CV (%) 13,65

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade (p<0,05).

Todos os isolados bacterianos testados reduziram significativamente a severidade da

murcha de fusarium (p<0,05). O grupo de isolados: EB24, EB30, E40, EB26, EB04, EB127,
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EB136, EB15, EB169, EB28, EB37, EB49, EB51, EB60, EB68, EB46, EB126, EB50,
EB133, EB194, EB23, EB25 e EB71 proporcionaram redugdes superiores a 76% da murcha
de fusarium em relacdo a testemunha (Tabela 4). Dentro deste grupo, estdo inseridos os 10
isolados (EB28; EB04, EB49, EB68; EB37; EB15; EB51; EB127; EB169 e EB136) dos
géneros Bacillus, Paenibacillus e Sporolactobacillus que ndo apresentaram incidéncia de
sintomas da doenca (Figura 1). O grupo composto pelos isolados: EB147; EB45; EB38;
EB63; EB78; EB81; EB87; EB 53; EB64; EB58; EB88; EB144; e EB84 reduziram de 62 a
72%.

Tabela 4. Porcentagem de redugdo da murcha de fusarium, em bananeira “Prata Catarina”,

funcdo da aplicacédo de isolados bacterianos.

Isolado Porcentagem de reducéo da doenca
EB71, EB25, EB23, EB194, EB133, EB50,
EB126, EB46, EB68, EB60, EB51, EB49, 76,67+91,33 a

EB37, EB28, EB169, EB15, EB136, EB127,
EB04, EB26, COD-001, EB30, EB24

EB88, EB58, EB64, EB53, EB87, EB8I, 62,67+72,67b
EB78, EB63, EB38, EB45, EB147

EB80, EB84, EB144 44,00 +55,3 ¢

EB34, EB47, EB44 30,67 +33,33 d

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.

EBO4 - 47 EB44 I'1: Testemunha foc I2: Testemunha absoluta

Figura 1. Niveis de severidade de murcha de fusarium em bananeira ‘“Prata Catarina”

inoculadas com diferentes bactérias endofiticas, em casa de vegetacdo, Janaiba, Brasil.
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Houve aumento significativo da aplicacdo de isolados sobre todas as caracteristicas
morfoldgicas avaliadas (p<0,05) na presenca ou auséncia de foc. Os efeitos foram mais
pronunciados nas plantas tratadas com as bactérias e inoculadas com foc. Quando se compara
a acdo dos isolados em relagdo a testemunha inoculada com foc observa-se que todas as
variaveis apresentaram incrementos na presenca de um ou mais isolados. Houve aumento de
aproximadamente 2 folhas nos tratamentos com a aplicacéo dos isolados EB25, EB37, EB64,

EB127 e EB136 (Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliacdo do nimero de folhas, diametro, massa seca de parte aérea e raiz e altura

de plantas de bananeira “Prata Catarina” inoculadas e ndo inoculadas com isolados

endofiticos.
Variaveis Agrondmicas
Isolado Namero de Diametro Massa seca Massa seca de Altura da

folhas (cm) deraiz(g) parteaérea(g) planta

(cm)
EB71 5,60 2,422 17,60% 23,60% 28,30
EB23 6,00™ 2,832 19,002 25,00% 32,102
EB28 6,40 2,902 8,002 25,40 32,502
EB47 5,60 2,402 16,00 15,80? 30,60
EBO4 6,20m 2,852 15,002 24,60% 29,70
EB25 7,40% 2,852 19,40% 25,60% 29,60
EB24 6,00 2,872 6,20 24,20% 33,602
EB26 6,602 2,832 16,002 25,60 35,402
EB194 6,20 2,872 7,00 24,80 32,702
EB50 5,80 2,852 8,002 13,60 28,90
EB49 6,40m 2,812 15,602 23,60% 30,40
EB46 5,40 2,252 5,40 15,802 35,102
EB147 6,60 2,842 17,80% 27,00% 36,502
EB45 6,40 2,832 5,20 15,602 32,902
EB38 5,00 2,322 5,40 14,60° 29,80
EB68 6,00 2,27° 17,00 24,80% 30,68
EB37 7,002 2,872 26,40% 26,60% 34,662
EB58 5,20m 2,462 6,20m 16,002 34,842
EB15 5,20 2,602 4,80m 16,40° 33,002
COD-001 5,00 2,408 5,80 15,402 29,98
EB34 5,40 2,332 4,40m 13,40 28,28
EB30 4,60m 2,792 6,80 15,80? 34,002
EB44 5,60 2,672 7,402 16,202 34,202
EB53 5,20 2,702 5,40 14,602 32,402
EB51 4,40m 2,978 6,40 16,40° 30,00m
EB60 4,40 2,522 6,60 13,60 27,60m
EB63 5,00 2,802 5,00 16,20? 34,402
EB64 7,00% 2,782 5,80 29,00% 36,802
EB81 5,00 2,662 6,40 15,00? 32,202
EB8S 5,00 2,812 7,402 16,40? 29,80
EB78 4,40m 2,542 6,60 14,00° 29,00
EB84 4,60m 2,562 6,60 15,802 32,402
EB126 4,60m 2,802 6,80 17,002 32,602
EB127 6,80% 2,752 17,40% 28,20 32,602
EB80 4,60m 2,902 6,80™ 15,802 29,40
EB87 5,00 2,742 7,408 16,40° 30,20"
EB169 4,60m 2,782 7,802 26,00% 33,602
EB133 5,60 2,802 17,802 23,60% 34,802
EB144 5,60 2,562 5,80 14,602 29,00
EB136 6,60? 2,728 24,60% 28,80% 27,60m
Testemunha -c/foc 4,80 1,61 2,60 9,20 22,68
Testemunha -s/foc 5,00 2,72 7,40 13,40 26,20
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" ndo significativo pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. ? significativo pelo teste de
Dunnett a 5% de probabilidade em relagdo a testemunha inoculada com foc.? significativo
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade em relagdo a testemunha absoluta.

Incrementos no nimero de folhas superiores a 122% foram verificados em 40% dos
isolados utilizados (16 isolados) (Tabela 6). Todos os isolados apresentaram incremento de
didametro do pseudocaule, em relacdo as plantas inoculadas apenas com foc, que variou de
140% a 191% com destaque para o isolado EB51 que foi o mais eficiente (Tabela 6). Maiores
valores de incrementos foram observados para massa seca de raiz. Todos os 40 isolados
testados, aumentaram esta varidvel, os incrementos observados foram da ordem de 178% para
1125% para o isolado EB34 e EB37, respectivamente (Tabela 6).

Da mesma forma, a massa seca de parte aérea foi evidenciada na presenca da maioria
dos isolados. Para esta variavel os niveis de incremento proporcionados pelos isolados EB78 e
EB34 foram de 150 % e 333%, respectivamente. A altura das plantas também foi aumentada

pela presenca da bactéria e valores entre 121 e 162% foram observados nos isolados EB136 e

EB64 respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores médios de incremento das variaveis agronémicas em fungédo da testemunha
inoculada com foc (T1) de bananeira “Prata Catarina” em fungdo da aplica¢do de isolados

bacterianos endofiticos e F. oxysporum f. sp. cubense.

Incremento das Variaveis Agrondmicas

Isolado Ndmero de Diametro Massa seca Massa seca Altura de
Folhas de raiz parte aérea plantas
EB71 118,00b 154,18a 735,00b 266,45a 124,99b
EB23 125,00a 180,52a 781,67a 279,00a 142,27a
EB28 136,00a 184,78a 336,67¢ 282,80a 144,37a
EB47 117,00b 154,21a 665,00b 178,59b 135,16b
EB0O4 130,00a 181,87a 598,33b 278,46a 131,14b
EB25 156,00a 181,87a 808,33b 286,93a 130,89b
EB24 126,00a 183,06a 261,66¢ 270,16a 149,53a
EB26 140,00a 180,45a 665,00b 283,16a 157,21a
EB194 131,00a 182,09a 291,67¢ 279,61a 144 51a
EB50 122,00a 181,95a 341,67c 150,67a 127,78b
EB49 135,00a 179,10a 650,00b 263,54a 134,48b
EB46 113,00b 140,91a 223,33c 173,00b 156,07a
EB147 138,00a 181,16a 753,33b 302,22a 161,30a
EB45 135,00a 180,87a 203,33c 171,33b 146,42a
EB38 105,00b 147,07a 225,00c 160,84b 132,69b
EB68 127,00a 143,04a 685,00b 278,88a 136,38b
EB37 147,00a 183,36a 1125,00a 296,52a 153,14a
EB58 110,00b 155,94a 258,33c 178,07b 153,46a
EB15 107,00b 165,77a 200,00c 184,14b 146,40a
COD-001 105,00b 153,10a 248,33c 172,58b 132,40b
EB34 112,00b 149,16a 178,33¢c 150,15b 125,13b
EB30 96,00b 178,64a 265,00c 176,07b 149,98a
EB44 117,00b 170,14a 320,00c 180,63b 150,99a
EB53 109,00b 172,92a 223,33c 163,51b 142,62a
EB51 92,00b 191,55a 268,33c 182,90b 132,66b
EB60 92,00b 161,00a 265,00c 151,98b 121,99b
EB63 105,00b 178,71a 216,67c 179,01b 152,35a
EB64 147,00a 179,56a 235,00c 333,66a 162,60a
EB81 104,00b 168,53a 275,00c 164,79b 142,94a
EBS8S 106,00b 179,00a 313,33c 184,11b 132,21b
EB78 92,00b 160,69a 266,67¢ 156,46b 128,37b
EB84 97,00b 160,75a 260,00c 173,39b 143,93a
EB126 97,00b 177,12a 275,00c 189,96b 144,28a
EB127 144,00a 174,42a 718,33b 316,13a 144,07a
EB80 95,00b 182,83a 280,00c 176,36b 130,22b
EB87 105,00b 174,89a 301,67¢ 185,37b 133,81b
EB169 97,00b 176,60a 326,67¢ 293,98a 148,78a
EB133 116,00b 177,73a 738,33b 261,29a 154,62a
EB144 116,00b 162,04a 245,00c 161,03b 128,60b
EB136 138,00a 173,55a 998,33a 323,03a 121,71b

CV (%) 19,14 20,61 38,82 23,48 12,83

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.
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O desempenho de todas as varidveis observadas nos tratamentos co-inoculados (foc+
isolado testado) e comparados com a testemunha absoluta (tratadas apenas com agua) foram
também influenciadas pela presenca do isolado testado (Tabela 6,7), entretanto os
incrementos em relacdo a testemunha sem foc foi menor que naqueles obtidos na presenca de
foc (Tabela 7). Os valores de incremento no nimero de folhas foram de 83 a 110% nos
isolados EB46 e EB51 respectivamente. O nimero de folhas teve incrementos de até 153%
para o isolado EB25. Para massa de raiz os incrementos em relagéo a testemunha foram entre
60 a 354 %, observados para os isolados EB34 e EB37. Incrementos de 100% a 217% foram
observados para massa seca de parte aérea nos isolados EB34 e EB64. Os incrementos da

altura de plantas variaram de 106 a 142% para os isolados EB60 e EB64 (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores médios de incremento das varidveis agrondmicas em funcéo da testemunha

absoluta (T2) de bananeira “Prata Catarina” e em fungdo da aplicacao de isolados bacterianos

endofiticos.
Incremento das Variaveis Agrondmicas

Isolado NuUmero de Diametro Massa seca Massa seca Altura de
Folhas de raiz parte aérea plantas
EB71 117,33b 89,54b 238,21b 178,79a 109,73b
EB23 122,33a 104,93a 258,57b 188,87a 123,66a
EB28 135,00a 107,42a 108,21c 190,67a 125,42a
EB47 115,00b 89,05b 218,21b 120,02b 118,70b
EB04 127,33a 105,54a 206,07b 186,84a 114,58b
EB25 153,00a 105,64a 263,96b 194,00a 113,60b
EB24 124,00a 106,25a 83,57¢c 181,97a 129,23a
EB26 139,67a 105,04a 217,50b 193,41a 135,22a
EB194 129,00a 106,36a 95,00c 186,79a 126,84a
EB50 119,67a 105,56a 108,57¢ 101,87b 111,55b
EB49 132,33a 104,22a 211,42b 177,84a 117,72b
EB46 110,67b 83,03b 73,92¢c 117,46b 136,25a
EB147 136,33a 105,14a 240,71b 203,58a 141,98a
EB45 133,67a 104,70a 71,42c 116,53b 127,26a
EB38 103,33b 85,72b 75,57¢ 108,41b 114,15b
EB68 125,33a 83,93b 231,78b 186,71a 119,17b
EB37 146,33a 106,39 354,28a 198,74a 133,23a
EB58 107,33b 91,36b 83,92¢c 120,30b 133,84a
EB15 105,67b 96,52b 65,35¢ 123,43b 126,79a
COD-001 103,33b 88,63b 78,57c 116,00b 115,37b
EB34 110,67b 86,25b 60,00c 100,92b 110,00b
EB30 95,00b 103,43a 93,57c 119,30b 130,34a
EB44 115,67b 98,92a 99,28¢c 121,28b 131,52a
EB53 108,33b 100,02a 73,57¢c 110,53b 125,36a
EB51 91,67b 110,01a 87,14c 122,15b 115,67b
EB60 91,00b 94,01b 90,35¢ 102,07b 106,34b
EB63 103,33b 104,08a 67,50c 122,94b 132,73a
EB64 143,00a 103,62a 79,64c 217,38a 142,32a
EB81 102,33b 98,21a 86,07c 113,00b 123,90a
EB88 104,00b 103,66a 100,00c 123,79b 115,28b
EB78 90,67b 93,83b 90,35¢ 105,12b 112,77b
EB84 97,67b 94,81b 90,71c 118,35b 124,20a
EB126 93,33b 103,81a 92,14c 127,33b 126,58a
EB127 141,33a 101,84a 236,07b 212,61a 125,95a
EB80 91,67b 106,74a 92,85¢c 117,61b 113,53b
EB87 101,67b 101,28a 100,71c 124,33b 116,38b
EB169 96,67b 103,40a 106,07c 196,00a 198,97a
EB133 112,33b 102,80a 242,14b 176,84a 135,03a
EB144 115,67b 94,87b 78,21c 109,20b 112,02b
EB136 134,00a 101,06a 335,00a 217,28a 107,45b

CV (%) 25,73 11,90 23,33 16,45 14,85

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade.

51



DISCUSSAO

Todos os isolados aplicados ao solo cultivado com plantas de bananeira reduziram em
diferentes niveis de severidade a murcha de fusarium, e 25% dos isolados ndo permitiram a
ocorréncia da doenca. As bactérias antagonistas podem controlar fitopatogenos por meio da
competicdo por nichos ecoldgicos e nutrientes (Fishal et al., 2010), producdo de metabolitos
secundarios que agem diretamente em estruturas do fitopatdgeno (Raza et al., 2013),
promogéo de crescimento mudando a fisiologia da planta (Karthik et al., 2017), assim como
pela inducdo de resisténcia a doencas (Hardoim et al., 2015).

Neste experimento, as plantas de bananeira receberam aplicacdo de bactérias antes e
apos a inoculacdo do fungo. Assim, os efeitos observados na reducdo do desenvolvimento da
doenca podem ter sido resultado de um efeito direto sobre os processos de pré-infeccdo ou
pos-infeccdo. Trabalhos prévios demonstraram o efeito de antibiose destes (EB37, EB127) em
reduzir a germinacgéo, esporulacdo e crescimento micelial de foc (dados ndo publicados). A
aplicacdo do isolados endofiticos em pré e pos-aplicacdo de foc sugere que antibidticos e
compostos volateis possam ter causado reducdo dos processos de infec¢do antes mesmo da
interacdo se estabelecer.

As aplicacdes destes isolados antes da introdugdo do patégeno no sistema rizosfera x
bactéria x foc, podem ter contribuido para o estabelecimento destas bactérias principalmente,
nas condicdes controladas do experimento. O solo esterilizado pode ter reduzido a pressdo
antagbnica da microflora autdctone naturalmente presente no solo. Uma vez estabelecidos na
rizosfera podem ter atuado diretamente sobre o fungo reduzindo germinacéo, causando lise de
células ou formando biofilmes no rizoplano, o que poderia levar a redugcdo do reconhecimento
de foc por seu hospedeiro e, e consequentemente uma reducdo da penetracdo e

estabelecimento de infeccdo (Gao et al., 2015).
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Neste estudo, aproximadamente 80% dos isolados que reduziram a doenga séo do
género Bacillus. Este efeito de reducdo da murcha de fusarium j& havia sido também relatado
por Ribeiro et al. (2012) em bananeira “Prata-Ana” quando inoculadas com Bacillus spp.
Este género tem sido descrito como potencial agente de controle bioldgico para fitopatégenos
como foc e Meloidogyne javanica (Thangavelu; Mustaffa, 2012; Ribeiro et al., 2012). Essas
cepas podem produzir uma ampla gama de compostos antifingicos como subtilina,
subtilosina, bacilisa e algumas enzimas que podem degradar a parede celular dos fungos.
Além disso, alguns mecanismos antagonistas de espécies de Bacillus envolvem competicéo
por nutrientes e espaco, inducao de resisténcia de plantas (Shafi et al., 2017).

A reducdo da severidade da doenca observada no rizoma pode ainda ser resultado de
uma interagdo de um ou mais mecanismo atuando conjuntamente no sistema rizosfera de
banana x bactéria endofitica x foc. A possibilidade destas bactérias em induzir resisténcia
deve ser investigada, pois no presente estudo, a aplicacdo de bactérias foi realizada nos 60
dias anteriores a inoculacdo de foc, e neste caso poderia ter havido a ativacdo deste
mecanismo e/ou atuando conjuntamente como 0s mecanismos de antibiose.

Os microrganismos endofiticos podem induzir as plantas a resisténcia sisttmica e as
bactérias do género Bacillus sdo mais comumente associadas esse processo (ZAMIOUDIS e
PIETERSE, 2012). Em muitos casos a elicitacdo da resisténcia sistémica por espécies de
Bacillus endofiticos esta associada ao aumento do crescimento das plantas (Qiao et al., 2017).
Neste estudo, 80% dos isolados que reduziram a doenca sdo do género Bacillus spp. e destes,
pelo menos 80% dobraram a massa seca de raiz e 43,75% parte aérea. No caso de EB37
houve um aumento de 1125% de massa de raiz.

Outros estudos demonstraram atributos importantes destes isolados que podem
explicar o desenvolvimento das mudas, como solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio e

acido indol acético (Andrade et al., 2014; Matos et al., 2017). Os resultados do presente
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estudos e diversos outros j& publicados (Khan et al., 2016) demonstram a importancia desses
isolados endofiticos como potenciais promotores de crescimento da bananeira e, como
agentes potenciais para biocontrole de foc. A utilizagdo de microrganismos com tais
caracteristicas pode melhorar a convivéncia com foc no campo.

De todos os isolados testados, o EB37 do género Bacillus, foi capaz de controlar
significativamente o foc, sem qualquer sintoma visual de murcha, com redugdes de 83% da
doenca. Nas avaliacGes de crescimento das mudas, o isolado incrementou significativamente
o de nimero de folhas, didmetro, massa seca raiz e parte area e altura de plantas em relacdo a
testemunha foc.

Diante dos resultados promissores obtidos, outros estudos devem ser realizados
buscando viabilizar a utilizagdo destes isolados em condi¢cdo de campo, como meios de
multiplicacdo, doses e épocas de aplicacdo. Além de estudos que comprovem de fato quais
séo as moléculas e mecanismos envolvidos em todo o processo de biocontrole.
CONCLUSOES

As plantas tratadas com os isolados EB28, EB04, EB49, EB68, EB37, EB15, EB51,
EB127, EB169, EB136 ndo apresentaram incidéncia da Murcha de fusarium e todos os
isolados reduziram a severidade da murcha de fusarium em mudas micropropagadas de
bananeira “Prata Catarina”. O isolado EB37 incrementa em maior nimero a massa seca da
raiz de bananeira “Prata- Catarina”.
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