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Bactérias endofiticas como agentes de controle

bioldgico na orizicultura

Endophytic bacteria as biological control agents in rice fields
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RESUMO: Esta publicagio apresenta alguns dados sobre as inte-
ragdes entre as bactérias e as plantas hospedeiras, considerando os
simbiontes e os patdgenos das plantas de importincia agricola, com
énfase nos agroecossistemas de arroz irrigado. Neste trabalho foram
abordados aspectos relacionados a essas bactérias endofiticas, tais
como: (i) endofiticos e suas interagdes com as plantas cultivadas;
(ii) rizobactérias promotoras do crescimento vegetal [plant growth-
-promoting rhizobacteria (PGPR)] e sua aplicabilidade no controle
biolégico; (iii) bactérias endofiticas versus PGPR no controle bio-
l6gico de fitopatégenos; (iv) aplicagio de recombinantes endofi-
ticos na agrobiotecnologia. No final do artigo estao apresentadas
as opinides e perspectivas dos autores sobre as bactérias que vivem
associadas as plantas cultivadas nos agroecossistemas.
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ABSTRACT: This paper presents some data on the interactions
of the bacteria and the host plants, considering the symbionts
and pathogens of plants of agricultural importance, focusing on
rice fields. This article addresses issues related to these endophytic
bacteria, such as: (i) endophytes and their interactions with the
cultivated plants; (ii) promoting rhizobacteria plant growth [plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR)] and its application
in biological control; (iii) endophytic bacteria PGPR against
the biological control of plant pathogens; (iv) application of
endophytic recombinant in agricultural biotechnology. This
paper ends show the point of view and perspectives of the authors
about bacteria that live associated with the plants grown in
agroecosystems.
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H4 uma demanda crescente por estratégias ecologicamente
corretas na agricultura. Ao longo dos tltimos 150 anos, a
pesquisa repetidamente demonstrou que as bactérias e os
fungos tém uma intima intera¢io com suas plantas hospe-
deiras e sao capazes de promover o crescimento das plantas,
resisténcia contra patdgenos e parasitas, maior resisténcia
a condicoes de estresse bidtico e abiético (Wrirps, 2001),
além de possuirem grande potencial biotecnoldgico (LiNpoW;
Leveau, 2002).

A interagio benéfica entre planta e micro-organismo
tem sido pouco explorada na agricultura, apesar de possuir
importincia global e local no equilibrio dinAmico dos ecossis-
temas, para utilizagio em estratégias no Manejo Integrado de
Doengas e Pragas. Desse modo, este trabalho de revisio sobre
bactérias endofiticas teve como énfase o controle bioldgico de
doengas e pragas de importincia agricola, especialmente na
cultura do arroz irrigado.

BACTERIAS ENDOFITICAS
E INTERACOES COM
AS PLANTAS CULTIVADAS

A agricultura é uma das atividades produtivas mais importantes
de qualquer nag¢ao, mas sua prética requer cuidados especiais,
pois a produgio de alimentos estd diretamente ligada & qua-
lidade ambiental. Os atuais métodos de cultivo de plantas de
lavouras que visam atingir o méximo potencial de produgio
agricola requerem a aplicagio de pacotes tecnolégicos cons-
tituidos basicamente de fertilizantes e agrotéxicos, o que, por
consequéncia, causa problemas a satide humana e um desequi-
librio nos agroecossistemas, especialmente nas comunidades
que habitam o solo, como os micro-organismos.

Nas diferentes formas de interages entre as plantas e os
micro-organismos, o estabelecimento da associagao planta-
-micro-organismo no sistema radicular é fundamental para a
resposta quimiostdtica do endéfito aos exsudatos radiculares.
J4 na colonizagio bacteriana da rizosfera ou da superficie da
planta o processo é mais complexo, envolvendo genes e outros
metabdlicos das bactérias. No processo de colonizagio ocor-
rem multiplas etapas, que iniciam com o deslocamento do
micro-organismo em direcio ao sistema radicular, passando
pela adesdo e distribuicdo, ao longo das raizes, que permite
a sobrevivéncia e o crescimento da populacio de endofiticos
(Jua ez al., 2013 apud Giry; Dubgja, 2013).

No caso das bactérias endofiticas faz-se necessdria uma
etapa adicional na adesdo e penetragao nas raizes, com a for-
magcido de microcolonias intra e intercelulares. As diferentes
associacoes das bactérias endofiticas podem causar altera-
¢oes nos processos de colonizac¢io das plantas. Nesse sen-
tido, os micro-organismos migram para a rizosfera, em res-

posta aos exsudatos, que sdo ricos em aminodcidos, dcidos

orginicos, aglcares, vitaminas, purinas/pirimidinas, entre
outros metabdlicos. Além do fornecimento de substincias
nutritivas, as plantas podem fazer uma sinalizacio receptora
aos micro-organismos, por meio de secrecoes, que facilitam a
colonizagio de grupos especificos de bactérias, em detrimento
de outros (Bars ez al., 2006, COMPANT ez al., 2011 apud Giri;
Dubgja, 2013; COMPANT et al., 2010).

HALLMANN ez al. (1997) sugeriram que, evolutivamente,
as bactérias endofiticas sao intermedidrias entre as bactérias
saprofitas e patogénicas, além de especularem a possibilidade
de as bactérias endofiticas serem mais evoluidas que as patogé-
nicas, por se nutrirem do hospedeiro sem mata-lo. Essa espe-
culagio pode ser reforcada pela sequéncia evolutiva proposta
por DjorbjEevic er al. (1987), que contemplaram a ideia de
que a mais bem-sucedida intera¢do entre micro-organismo e
planta nio apenas explora os vegetais como fonte nutritiva,
mas através do tempo causa menos danos a planta.

De acordo com GILBERT et 4l. (1998), as bactérias metano-
tréficas oxidam mais da metade do metano produzido na Terra,
para obtengio de energia e como fonte de carbono. Esses autores
citaram que as bactérias metanotréficas estao presentes no solo e
também colonizam os tecidos das plantas, como, por exemplo,
a Oryza sativa, sendo responsdveis pela oxidacio de 10 a 50%
do metano produzido nas lavouras orizicolas. Desse modo, esses
micro-organismos impedem que o metano atinja altas concen-
tragbes, o que poderia resultar em um aumento da temperatura
do globo e causar diversas alteracdes quimicas na atmosfera.

Os dados anteriormente mencionados revelam a importin-
cia das interagoes entre bactérias e plantas para a manutengio
do equilibrio nos diversos ecossistemas. Sendo assim, estudos
continuos para elucidar a dinimica das diferentes associagoes
entre plantas e bactérias sio de grande relevincia para o desen-
volvimento de técnicas e estratégias aplicadas na agricultura e
na biotecnologia (BaLporTo ez al., 2010).

RIZOBACTERIAS PROMOTORAS
DO CRESCIMENTO VEGETAL

E SUA APLICABILIDADE NO
CONTROLE BIOLOGICO

As rizobactérias, ou seja, bactérias que habitam a rizosfera e o

rizoplano, além de promoverem o crescimento das plantas hospe-

deiras, por intermédio de uma série de mecanismos, que incluem:

1. aprodugio de fito-horménios, dentre os quais as auxinas;

2. asolubilizagio de fosfato e a producio de quelantes de
ferro, como os sideréforos;

bt

pela liberagao de metabdlitos antimicrobianos;

4. pela degradagio da parede celular de patégenos através
da producio de enzimas liticas;

5. pela competicio por nutrientes e

6. pelaindugio de resisténcia sistémica nas plantas (Fig. 1).
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A indugio de resisténcia nas plantas hospedeiras, provo-
cada pela presenga dessas bactérias, pode ampliar a persistén-
cia dos agrotdxicos, porque a durabilidade dessa resisténcia
pode diminuir, diante da elevada variabilidade genética dos
fitopatégenos, além de os ingredientes ativos dos agrotéxicos
apresentarem limitado espectro de a¢do para os organismos-
-alvo (KuMAR et al., 2012; HARDOIM et al., 2012; REINHOLD-
Hurex; Hurek, 2011).

Em termos de agricultura ecologicamente sustentdvel, as
rizobactérias também constituem-se em uma excelente estra-
tégia para reduzir residuos téxicos no ambiente, resultantes
do uso indiscriminado de agrotéxicos? Assim, diversos estu-
dos vém sendo desenvolvidos no intuito de avaliar os indme-
ros beneficios das rizobactérias para vdrias espécies vegetais
(ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; JHA et al., 2013).

No que se refere ao arroz, Oryza sativa, Souza et al. (2013)
e Lucas e al. (2009) avaliaram a capacidade de duas cepas
bacterianas, Pseudomonas fluorescens Aur 6 e Chryseobacterium
balustinum Aur 9, quanto a protecio de plantas de arroz
contra a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae.
O estudo foi pioneiro em utilizar uma cepa de C. balusti-
num na tentativa de proteger plantas de arroz, e também
foi a primeira vez em que se considerou a protegao in loco,
com dois atributos de rendimento da cultura: produtividade
e qualidade. Ainda, além de avaliados seus efeitos indivi-
duais, foi testada a possibilidade de efeito sinérgico das cepas
no controle da doenca. Assim, com relacio a dois dos anos
agricolas amostrados (2004 ¢ 2005), pdde-se constatar que,
em 2005, a severidade da doenca foi maior que em 2004,
atingindo altos valores de superficie foliar afetada nos con-
troles: observou-se 3% de superficie foliar afetada em 2005
versus 0,3% em 2004, de modo que, nessas condicoes, cada
cepa, individualmente, protegeu as plantas de arroz contra
a brusone. Por outro lado, em menor grau no ano de 2005
do que no ano de 2004, quando a severidade da doenga foi

Rizobactérias

Biopesticidas

Inibicdo de doencas

mais baixa: 50% de protegao em 2004, contra 15% de pro-
tecdo em 2005. No entanto, a combinacio de cepas teve
o mesmo efeito de protecio em ambos os anos de estudo,
40%, reforcando a ideia de que a combinagio de cepas como
ferramenta de biocontrole pode revelar-se uma estratégia
vantajosa. Por fim, a relacdo direta entre o decréscimo da
severidade da doenca produzido por essas rizobactérias e o
aumento na produtividade da cultura do arroz foi eviden-
ciada, especialmente, pelos dados da amostragem de 2005.

Algum tempo depois, FiLieer ez al. (2011) conduziram
um estudo visando selecionar rizobactérias associadas as raizes
de arroz, desta vez cultivado em condicées aerdbicas, isto é,
o chamado “arroz de sequeiro”, capazes de estimular o cresci-
mento da cultura, bem como suprimir a doenca da brusone.
Os resultados mostraram que, dos 148 isolados rizobacterianos
avaliados, 18 tiveram potencial significativo em estimular o
crescimento do arroz e suprimir a brusone nos estdgios iniciais
de desenvolvimento das plantulas, sendo que 4 dos 18 isola-
dos foram positivos quanto a produgio de dcido indolacético
(principal auxina vegetal), ao passo que 8 foram considerados
solubilizadores de fosfato. Embora os 18 isolados seleciona-
dos, por promoverem crescimento, tenham sido efetivos em
suprimir a severidade da brusone, os isolados Rizo-46 e Rizo-
55 reduziram-na em 90 e 95%, respectivamente, ao desen-
cadearem o fenémeno conhecido como resisténcia sistémica
induzida (IRS), gerado pelo aumento da atividade enzimd-
tica de proteinas relacionadas 4 patogénese (PRPs), tais como
peroxidase (POX), B-1,3-glucanase e quitinase.

Ainda assim, poucos sio os estudos que abordam os
mecanismos e efeitos da inducio de resisténcia sistémica
em plantas de arroz. Pensando nisso, CHITHRASHREE e? a/.
(2011) conduziram experimento para avaliar a efetividade do
tratamento de sementes com PGPR do género Bacillus (em
dois estados: suspensoes frescas e formulacoes em pé) para o
manejo do crostamento foliar do arroz, causado pela bactéria

Fortalecedores vegetais

Fitoestimulantes

Biofertilizantes
Produgdo de metabolitos secundarios Mineralizacao de nutrientes
antimicrobianos e enzimas liticas Produc&o de fito-horménios e siderdforos
Competicdo por nutrientes resis’!gggfaé:i:témica Solubiliza¢do de fosfato

Fitopatogenos

Figura 1. Interacdes das bactérias endofiticas na promocao do crescimento das plantas e da sanidade vegetal (adaptado de BErG, 2009).
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Xanthomonas oryzae pv. oryzae, por meio da resisténcia sis-
témica induzida, em estufa. Como resultados, as sete cepas
de Bacillus testadas reduziram a incidéncia do crestamento
foliar, a extensdo da lesio e o murchamento das plantas tra-
tadas, em comparacdo as plantas-controle, sendo que uma
cepa de B. subtilis, GBO3, e duas cepas de B. pumilus, SE34
e T4, mostraram-se mais eficientes em suprimir a doenga
quando utilizadas no tratamento das sementes tanto como
suspensdes frescas quanto como formulagoes em pé. A cepa
SE34 ofereceu o nivel mais alto de protecio, 71%, seguida
pela cepa GBO3, 58%, quando utilizadas na forma de sus-
pensoes frescas. Essas cepas foram as dnicas que, além de
reduzir a incidéncia da doenca, ainda atuaram como pro-
motoras efetivas de crescimento. As plantas inoculadas com
a bactéria patogénica e tratadas com as cepas PGPR nio
demonstraram murchamento ou morte. O estudo também
revelou que o tratamento das sementes com cepas PGPR,
in vitro, melhorou significativamente vérios pardmetros de
rendimento das plantas, como a germinagio das sementes,
o vigor, a emergéncia ¢ o estabelecimento das plantulas em
relacio aos controles. Para responder seu objetivo princi-
pal, o estudo examinou a produgio de enzimas relaciona-
das 2 defesa, de modo a determinar seu papel nas reagoes
de resisténcia a infec¢do, induzidas pelo tratamento com as
PGPR. Os resultados mostraram um claro aumento na sin-
tese de trés enzimas de defesa nas plantas de arroz tratadas
com as cepas PGPR SE34 ¢ GBO3 apés a inoculagio com
o patégeno: fenilalanina amonia-liase (PAL), POX e poli-
fenoloxidase (PPO). O aumento observado pode ser expli-
cado pelas fun¢ées desempenhadas por essas enzimas (PAL
e POX), visto que exercem um papel importante na sintese
de compostos fendlicos, fitoalexinas e lignina, os quais sio
fatores-chave na resisténcia as doencas; enquanto a PPO
¢ uma enzima que contém cobre, o qual oxida compostos
fendlicos para quininas altamente téxicas, estando, assim,
envolvida na oxidagio final do tecido vegetal doente e, por-
tanto, na resisténcia aos ﬁtopat(’)genos.

De fato, apesar de altos niveis de controle das doengas,
resultantes da inducio de resisténcia, serem alcancados em
experimentos controlados, niveis menores podem ser observa-
dos em campo. Uma possivel explicacio sugerida por WALTERS
(2009) ¢ a hipétese de as plantas, em condigées naturais, j4
estarem induzidas: a interacdo dessas plantas tanto com fatores
biéticos (patégenos, fungos micorrizicos, micro-organismos
rizosféricos) como com fatores abidticos (estresse hidrico, nutri-
¢ao mineral) culminaria na indugio de resisténcia. O mesmo
autor ainda faz um questionamento: se as plantas em campo
j estao induzidas, até que ponto elas poderiam ser ainda
mais induzidas pela aplica¢io do tratamento com agentes
indutores? Primeiramente, o estudo cita duas outras pesqui-
sas (HERMAN ez al., 2007; PasQUER et al., 2005) que com-
provam sua hipdtese inicial por meio da andlise da expressio
génica, isto é, ambos demonstram que a expressio de genes

de defesa ja ¢ elevada previamente ao tratamento das plantas
com agentes indutores, ou que o uso dos agentes indutores nio
desencadeia a expressio de um conjunto especifico de genes
relacionados 2 defesa, em condi¢oes de campo. Respondido
isso, resta saber se o fato de as plantas j4 estarem induzidas
compromete de alguma forma sua habilidade em adquirir
ainda mais resisténcia por intermédio de agentes indutores.
Para esclarecer essa diivida, o estudo de HERMAN ez 2/. (2007)
¢ novamente mencionado, pois, apesar de nio ser focado na
questao da resisténcia induzida, fornece uma possivel resposta:
seus resultados mostram que o tratamento com indutores [no
estudo foi utilizado o fungicida Acibenzolar-S-Metil (ASM)]
aumenta a expressdo de genes de defesa apds a primeira apli-
cagdo, e que essa expressio génica aumenta ainda mais apds
a segunda aplicagio do tratamento. Tal achado sugere que a
indugao primdria de resisténcia ndo compromete a habilidade
da planta em responder a indugées subsequentes. Apesar disso,
o autor afirma que a pesquisa sobre o assunto ainda é escassa,
de modo que estudos adicionais s3o necessdrios para avaliar
questdes como: o grau de indugdo das plantas no campo, se
as plantas que j4 estdo induzidas podem ser ainda mais indu-
zidas e se tais efeitos podem ser influenciados, por exemplo,
pelo genétipo das plantas.

A queima da bainha, doenga que tem como agente causal
o fungo Rhizoctonia solani, também incide sobre a cultura do
arroz, ocasionando perdas de rendimento de grandes propor-
¢oes. Em vista disso, vdrias formulagoes a base das PGPR tém
sido avaliadas para o manejo sustentdvel da doenca, dentre as
quais aquelas 4 base de Bacillus spp. Kumar ez al. (2012) tes-
taram diversas concentragoes da formulacio comercial liquida
a base de B. subtilis cepa MBI 600, denominada “Integral”,
para a supressio da queima da bainha e para o aumento do
crescimento das plantulas em estufa, bem como a eficdcia do
produto contra a doen¢a em ensaios de campo, ¢ ainda o seu
efeito em termos de rendimento de graos de arroz. A cepa que
serviu de matéria-prima para o formulado avaliado foi sele-
cionada em estudos prévios dos mesmos autores por inibir o
crescimento dos micélios e a germinacio dos esclerddios e,
assim, reduzir os sintomas causados por R. solani, em labora-
tério, a0 mesmo tempo em que se mostrou efetiva em pro-
mover o crescimento vegetal (por intermédio da produgio de
sider6foros e do aumento da germinagio das sementes e do
crescimento das plantulas), em laboratério e estufa. Ainda, a
estirpe provou-se compativel com fungicidas quimicos comu-
mente utilizados nas lavouras de arroz, uma caracteristica que
pode ser benéfica no caso de se alternar o uso da formulacio
com o uso do fungicida, visando a redu¢ao da contaminagio
ambiental decorrente do uso exclusivo e excessivo de controle
quimico. Os resultados apontaram que o produto Integral®,
na forma liquida e na concentragio 2,2 x 10° UFC/mL, foi
efetivo em inibir a queima da bainha e em promover o cresci-
mento das plantulas de arroz, em estufa. No campo, também
se mostrou efetivo na reducio da severidade da doenca, na
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promocgio do crescimento em termos de altura, no aumento do
perfilhamento por planta e no rendimento de graos, quando a
técnica do tratamento das sementes foi usada em combinagao
com a da imersio das raizes das plantulas e da pulverizacio
foliar. Em vista disso, uma das justificativas dada pelos auto-
res para o manejo da doenga da queima da bainha no estudo
foi a aplicacao do produto nas sementes e raizes, facilitando a
colonizagio efetiva da raiz pela cepa e a subsequente inibicao
do patégeno inoculado na rizosfera, por meio da habilidade
do agente de biocontrole em competir pela matéria organica
em decomposicio. Além do mais, segundo os pesquisadores, a
eficdcia observada do formulado Integral em reduzir a doenga
pode ser atribuida 4 producio de sideréforos, antibidticos e
enzimas liticas, como POX e PAL, quitinases, B-1-3 glucanases
e fenéis. Finalmente, os autores ainda consideram a atividade
antagoOnica direta, pela produgio de uma série de metabdli-
tos bacterianos e pela indugao de resisténcia sistémica, outro
possivel mecanismo de defesa contra o ataque do patdgeno.

BACTERIAS ENDOFITICAS VERSUS
RIZOBACTERIAS PROMOTORAS
DO CRESCIMENTO VEGETAL

NO CONTROLE BIOLOGICO

DE FITOPATOGENOS

As bactérias endofiticas, com cardter diazotréfico, possuem
vantagem em relacdo as rizobactérias no que se refere ao esti-
mulo do crescimento vegetal e ao controle bioldgico, 3 medida
que parecem fornecer mais nitrogénio fixado as plantas hospe-
deiras do que as rizobactérias, pelo fato de a competicao por
nutrientes ser maior no ambiente rizosférico, além de exibi-
rem caracteristicas comuns ao grupo das bactérias promotoras
de crescimento: produgio de fito-horménios, solubilizacao de
fosfato, producao de sideréforos, inibigio da biossintese do
etileno (hormonio vegetal responsével pelo amadurecimento) e
indugio da resisténcia a fitopatégenos (BaLporTo et 4l., 2010).

Conforme abordado, apesar de bons resultados poderem
ser obtidos no que se refere ao controle bioldgico sob condi-
¢oes de laboratério, vdrios sdo os fatores ambientais capazes
de afetar o crescimento das PGPR e das bactérias endofiticas
promotoras do crescimento vegetal [plant growth-promoting
endophytic bacteria (PGPE)] e de exercer seus efeitos sobre as
plantas no campo, como o clima, as condi¢des meteoroldgi-
cas, as caracteristicas do solo, a composi¢do e/ou a atividade
da microbiota nativa do solo. Por isso, tem se tornado cada
vez mais necessdrio o desenvolvimento de cepas eficientes de
PGPR e PGPE, tanto sob condigoes de laboratério como de
campo. Com esse objetivo em mente, WANG ez al. (2009) testa-
ram a eficdcia de controle biolégico da cepa CHM1 de Bacillus
sp. contra seis estirpes de fungos fitopatogénicos: Fusarium

oxysporum f. niveum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinereapers,
Gibberella zeae, Dothiorella gregaria e Colleototrichum gossypii,
nas culturas de arroz e couve (rotagao de culturas), em estufa.
Além disso, avaliaram seu efeito na promogao do crescimento
vegetal e suas caracteristicas endofiticas. Os autores tinham
por objetivo o desenvolvimento de um pesticida microbiano
a base da cepa investigada. Os resultados indicaram que a
cepa CHM1 de Bacillus sp. é, de fato, endofitica, devido a
sua presenca ter sido comprovada nos colmos das plantas
de arroz, e possui efeito inibitério no crescimento dos fun-
gos patogénicos, comprovado pelo crescimento anormal das
hifas quando realizada a inoculagio simultinea da cepa e dos
fungos, além de promover significativamente o crescimento
das plantulas de arroz e couve. De acordo com suas caracte-
risticas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares
(gene 16S rtDNA), a cepa foi identificada como pertencente
A espécie B. licheniformis. A partir disso, os autores puderam
inferir que a estirpe endofitica em questéo foi capaz de inibir
o crescimento de um amplo espectro de fitopatdgenos, pois
suprimiu de maneira bem-sucedida os seis importantes fun-
gos fitopatogénicos utilizados, e atribuiram tal desempenho
a produgio de peptideos ciclicos, aminopolidis ou aminogli-
cosideos e 2 indugao de resisténcia sistémica.

Bactérias do género Pseudomonas, com as do género
Bacillus, estio entre as mais bem estudadas quanto ao seu
potencial como agentes de biocontrole. Com o objetivo de
desenvolver inoculantes com propriedades de promogao de
crescimento vegetal, LasLo er al. (2012) testaram a produ-
¢io de siderdforos e atividade antifiingica contra Fusarium
oxysporum radicis-lycopersici, Sclerotium bataticola, Pythium
ultimum, E graminearum e Alternaria spp., de bactérias do
género Pseudomonas. Além disso, foi examinada a capacidade
em produzir amdnia e a solubilizacio de fosfato por parte dos
isolados bacterianos. Baseando-se em critérios morfofisiol-
gicos, foram utilizadas 47 culturas, sendo 12 provenientes da
rizosfera, e 35, do solo. A produgio de sider6foros foi detec-
tada em 36,2% dos isolados, conferindo a estes vantagens
competitivas como agentes de biocontrole e, consequente-
mente, contribuindo para a supressio de doengas devido a
oferta limitada de minerais essenciais em habitats naturais.
Quanto aos ensaios de efeito fungicida, entre os 47 isola-
dos testados, quase todos exibiram efeito antagbnico contra
os fungos. A inibi¢do mdxima no crescimento dos micélios
(100%) foi alcangada por uma das culturas contra S. batati-
cola. Em 9 dos isolados (8 origindrios do solo e 1 proveniente
da rizosfera), a taxa de inibicio contra os 5 fungos-alvo foi
maior do que 80%; no caso de 5 isolados, a taxa de inibi-
¢io foi maior do que 80%, contra 3 dos fungos estudados;
para 20 culturas bacterianas foi detectada uma taxa de ini-
bi¢io maior do que 80%, contra 1 dos fungos. A habilidade
das bactérias em produzir amonia, produto do metabolismo
secunddrio de bactérias promotoras do crescimento vegetal
e de grande importincia em termos de efeito antagdnico,
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foi observada em 37 isolados. No que se refere & solubiliza-
¢do de fosfato, trago que denota potencial em contribuir para
o crescimento vegetal, 30 dos 47 isolados demonstraram tal
habilidade, enquanto as outras 6 culturas foram obtidas da
rizosfera. Qito dos isolados bacterianos avaliados exibiram
as trés caracteristicas benéficas (produgio de sideréforos,
producdo de amoénia e solubilizagio de fosfato), sendo seis
deles origindrios do solo, e dois, da rizosfera. Os autores con-
sideram que, apds serem identificadas, as cepas bacterianas
selecionadas serdo vidveis para o desenvolvimento de inocu-
lantes voltados & promogao do crescimento das plantas e/ou
ao controle biolégico.

Um estudo com enfoque semelhante foi conduzido visando
avaliar o potencial antagbnico de um exemplar endofitico dia-
zotr6fico contra a brusone, objetivo até entdo inédito; JoE er al.
(2012) optaram pela espécie Achrmobacter xylosoxidans, a qual
possui cepas com atividades fertilizante e inseticida compro-
vadas em estudos prévios (BLaHa ez al., 2006; FORCHETTI er
al., 2007; Jaa; Kumagr, 2009; SGRroy et al., 2009), mas ainda
nio avaliadas quanto ao seu potencial como agentes de bio-
controle ou como indutoras de resisténcia sistémica. Assim,
foi avaliada a atividade antagdnica da cepa AUM54 de A.
xylosoxidans contra Magnaporthe oryzae e sua habilidade in
vivo em estimular respostas de defesa nas plantas de arroz e
em reduzir a incidéncia da doenga e promover o crescimento
de plantas sadias e infectadas, em estufa. Os resultados indi-
caram que a cepa endofitica diazotréfica testada foi capaz de
inibir o crescimento dos micélios de M. oryzae e de melho-
rar o crescimento das plantas de arroz in vitro. Além disso, o
isolado mostrou-se capaz de aumentar as respostas de defesa
enzimdtica em plantas de arroz inoculadas com M. oryzae,
e efetivo em reduzir o percentual de incidéncia da doenca.
Anilises biométricas das plantas ainda revelaram um aumento
no crescimento e no rendimento em plantas infectadas e nao
infectadas. Assim, os autores assumiram que A. xylosoxidans
cepa AUM54 pode exercer um importante papel na redugao
da incidéncia da brusone do arroz.

As sementes sio de particular interesse devido ao seu
potencial como veiculo de transmissio de bactérias benéficas
(antagdnicas) e deletérias (fitopatogénicas). Dentro desse con-
texto, CoTTYN et 2l. (2009) desenvolveram um estudo bus-
cando avaliar a diversidade fenotipica (pela caracterizagio em
morfotipos de acordo com as similaridades das caracteristi-
cas celulares, da composicio de 4cidos graxos, e na aparéncia
das colénias) e genética (por meio de BOX-PCR) de bacté-
rias cultivdveis associadas as sementes de um cultivar de arroz
irrigado e examinar seu potencial antagbnico, in vitro, con-
tra Rhizoctonia solani AG1, Pyricularia grisea POG, Fusarium
moniliforme e Sarocladium oryzae. Nenhum dos 498 isolados
exibiu atividade fungicida contra £ moniliforme ou S. ory-
zae. Vinte isolados (4%) inibiram o crescimento de P grisea
POG, 19 isolados (4%) inibiram o crescimento de R. solani
AGI e 41 isolados (8%) inibiram o crescimento de ambos os

fungos fitopatogénicos. Em suma, pode-se inferir que a ati-
vidade antagbnica exercida pelas bactérias endofiticas isola-
das, a partir das sementes, pode induzir as plantulas de arroz
a resisténcia do ataque de fungos fitopatogénicos.

APLICACAO DE RECOMBINANTES
ENDOFITICOS NA
AGROBIOTECNOLOGIA

Como uma alternativa as plantas transgénicas, a inoculagio de
microrganismos endofiticos geneticamente modificados pode
propiciar um caminho para as plantas beneficiarem-se de genes
exdgenos, ou seja, os isolados endofiticos podem atuar como
vetores para expressio de proteinas com atividade inseticida,
por exemplo, levando ao aumento da resisténcia das plantas
inoculadas a doengas e/ou insetos-praga.

Nesse contexto, as lectinas vegetais, Como as aglutininas
de Pinellia ternata (PTA) e as aglutininas de Galanthus nivalis
(GNA), tm se mostrado de grande aplicabilidade, no sen-
tido de apresentarem comprovada atividade inibitéria contra
pragas homépteras importantes da cultura do arroz (cigarri-
nhas e pulgdes). De modo que o primeiro estudo envolvendo
a transformagio de lectinas vegetais, mais especificamente a
transferéncia das PTAs para bactérias endofiticas e sua rei-
noculagio como endofiticos recombinantes em plantulas de
arroz, foi desenvolvido por ZHANG et al. (2011). No referido
estudo, o controle das cigarrinhas da espécie Sogatella furcifera
(WBPH), agente causal da doenga conhecida como “queima
por sucgao”, foi realizado com sucesso pela expressio do gene
da lectina vegetal na bactéria endofitica Enterobacterium cloa-
cae cepa SJ-10, uma vez que as plantulas de arroz inoculadas
com rS]-10 (nome dado & bactéria transformada) adquiri-
ram atividade inseticida contra a praga em questio, fazendo
da utilizagdo de endofiticos recombinantes para melhorar a
resisténcia vegetal 4 cigarrinha WBPH um novo método de
controle dessa importante praga da cultura do arroz. O estudo
ressalta que a bactéria endofitica pode, assim, ser utilizada
futuramente como um vetor vivo para expressio das PTAs no
controle dessas cigarrinhas, o que traz importantes implica-
¢oes para o controle de pragas sugadoras de seiva utilizando
um endéfito geneticamente modificado como biopesticida
microbiano. Em contrapartida, os autores afirmam que, pelo
fato de as lectinas vegetais coagularem hemdcias de mami-
feros, ¢ preciso considerar a possivel toxicidade das PTAs
expressas por bactérias endofiticas. Apesar de as GNA com-
provadamente nio serem tdxicas para mamiferos, nem terem
efeitos significativos no desenvolvimento, na sobrevivéncia e
na fecundidade de insetos benéficos, novos estudos sao neces-
sdrios visando investigar se as plantas de arroz expressando as
PTAs sio téxicas para mamiferos antes de a bactéria endofitica
ser empregada no controle das cigarrinhas WBPH no campo.
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Outro ponto que necessita ser esclarecido, segundo
o estudo, ¢ se a bactéria endofitica utilizada coloniza as
sementes de arroz, uma vez que trabalhos anteriores (FAHEY,
1988; FAHEY ef 4l., 1991) mostraram a nio disseminagio
de uma bactéria modificada, Clavibacter xyli subsp. cyno-
dontis, para a progénie das plantas inoculadas. Os autores
encerram afirmando que, se puder ser provado que a bac-
téria E. cloacae modificada ndo ¢ transmitida & progénie,
ela poderd ser considerada segura para utilizagio na pro-
dugio comercial de arroz.

Qi et al. (2013) realizaram estudo semelhante: por intermé-
dio da introdugio de um gene PTA na cepa WH2 de Bacillus
subtilis, endofitica isolada do arroz, avaliaram o uso da referida
bactéria como vetor vivo para expressio das PTA no controle
biolégico da cigarrinha WBPH. Antes de abordar a questao
da inibi¢do desempenhada sobre a praga-alvo, ¢ curioso notar
o seguinte: tanto a estirpe WH2 selvagem quanto a estirpe
WH2 recombinante foram inoculadas nas plantulas de arroz,
e o que se viu foi que ambas promoveram o crescimento das
plantulas apds a inoculagdo: o peso, a altura e o compri-
mento das raizes das plantulas de arroz nos dois tratamentos
foram maiores do que no grupo-controle. A diferenca entre
o peso fresco e o peso seco das plantulas do grupo-controle,
em relagio as plantulas dos grupos WH2 selvagem e WH2
recombinante, foi significativa. Com base nesses achados, os
autores afirmam que ambas as cepas podem ser usadas como
promotoras do crescimento vegetal. J4 os resultados relativos
3 andlise da atividade inseticida mostraram que a cepa WH2
recombinante reduziu significativamente a sobrevivéncia e a
fecundidade das cigarrinhas WBPH que se alimentavam das
plantulas de arroz inoculadas. A diferenca entre o nimero
de insetos do grupo-controle e dos outros dois grupos foi
altamente significativa (p<0,001). Tais resultados indicaram,
portanto, que logo ap6s a cigarrinha WBPH se alimentar da
seiva das plantas inoculadas com a cepa WH2 recombinante,
a proteina PTA pode ser absorvida e exercer sua atividade inse-
ticida. Finalmente, os autores ressaltam que, além de atuarem
como vetores para transportar genes estranhos para o interior
das plantas, no intuito de controlar pragas, micro-organismos
endofiticos, por si s6, também podem fornecer prote¢io contra
insetos. Tanto ¢ que no estudo em questio a cepa WH2 sel-
vagem também exibiu atividade inseticida quando inoculada
no arroz, a qual foi atribuida a sua capacidade de promover o
crescimento vegetal e a producdo de metabdélitos secunddrios.
O que também foi constatado pelo estudo, embora nio publi-
cado, que é essa cepa, na sua forma selvagem, inibiu levedu-
ras endossimbiontes (YLES) localizadas no trato intestinal das
cigarrinhas WBPH, e que sao de grande importincia para o
crescimento e a sobrevivéncia da praga hospedeira.

Outro aspecto relevante, além da comprovagio do sucesso
das bactérias endofiticas geneticamente modificadas em exer-
cer o controle bioldgico, consiste na investiga¢io do processo
de colonizagio das plantas hospedeiras e/ou pragas-alvo por

parte desses micro-organismos. Assim, RAMPELOTTI-FERREIRA
et al. (2010) elaboraram um estudo voltado a avaliar a colo-
nizagdo endofitica nio s6 de plantulas de arroz, como tam-
bém de larvas de Spodoptera frugiperda, pela bactéria trans-
formada [marcada com a proteina verde fluorescente (gfp)]
Methylobacterium mesophilicum cepa SR1.6/6, in vitro. Os
resultados das andlises de microscopia fluorescente revelaram
que a bactéria inoculada por meio das rafzes mostrou-se capaz
de colonizar as plantulas e de ser, entdo, transferida das plantu-
las para as larvas durante a alimentagio do inseto. Além disso,
a bactéria nio foi encontrada em amostras das cabecas e das
fezes das larvas, sugerindo que, apesar de ser capaz de fixar-se
no interior do inseto, ndo é liberada com as fezes. Ainda, essa
estratégia pode ser utilizada no controle bioldgico de insetos
que se alimentam de culturas economicamente importantes,
uma vez que o gene gfp pode ser substituido por outros, como
os genes cry de Bacillus thuringiensis e inibidores de proteases.
Os autores concluem que a transferéncia da bactéria endofi-
tica da planta para o inseto pode ser uma nova e importante
estratégia de controle bioldgico, usando micro-organismos
geneticamente modificados capazes de expressar toxinas den-
tro da planta e/ou do inseto.

CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Estudos focados na utilizacao de bactérias endofiticas como
ferramentas para aumentar a produtividade da cultura de
cereais, como a orizicultura, embora recentes, indicam um
grande potencial para a aplicagdo desses procariotos, seja
como estimuladores do crescimento e/ou agentes de controle
de fitopatégenos e pragas. Para que isso se torne uma reali-
dade, alguns aspectos ainda precisam ser mais bem avaliados,
tais como: os mecanismos envolvidos na interacio entre as
bactérias endofiticas e as plantas hospedeiras, a influéncia do
gendtipo dos cultivares de arroz na selegio de bactérias endo-
fiticas, as interacdes entre as espécies de bactérias endofiticas
e seus fitopatdgenos e pragas.

No ambito global, as atuais pesquisas sobre os micro-orga-
nismos endofiticos tém foco nas plantas hospedeiras tropicais, as
quais representam um amplo e promissor campo de investigago
cientifica. Essas bactérias e esses fungos que vivem associados
aos vegetais devem desempenhar papéis importantes, como a
prépria protecao das plantas contra agentes bidticos e abidticos.

Quanto ao futuro nessa 4rea, os autores do presente artigo
destacam os cldssicos pesquisadores nacionais que trabalham
com micro-organismos endofiticos e seu potencial no con-
trole bioldgico de doengas e de insetos, como AZEVEDO et al.
(2000), os quais investigam o comportamento dos isolados
endofiticos nas regioes tropicais ¢ de clima temperado tanto
em relagdo as novas formas de interacoes quanto aos novos

metabdlitos de importincia biotecnoldgica.
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