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ABSTRACT - (Plant growth-promoting bacteria on Heliconia psittacorum L.£.). To study the effect of bacterial isolates on
Heliconia psittacorum growth propagative units were bacterized with endophytic (ENF1, ENF5 and ENF6) and epiphytic
(C22,C25,C210, C240, IF82 and R14) bacteria. After bacterization the propagative units were placed into black polyethylene
bags for seven days to stimulate lateral shoot formation. Half of the bacterized material was planted in pots on greenhouse.
The others units were used to obtain explants for in vitro cultivation, In greenhouse, ENF1 and C22 isolates increasead the
plant biomass production. The isolates C210 and IF82 reduced growth. For the in vitro culture, shoot tips from the rhizome
lateral buds were isolated and inoculated in MS medium with adenine sulfate, IAA (indole-3-acetic acid) and BAP
(6-benzylaminopurine). The efficiency of isolateds on the control of contaminations during the culture in vitro was also
evaluated. Both treatments, chemical and biological, weren’t efficient to control bacterial in vitro contaminations.
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RESUMO - (Bactérias promotoras de crescimento no desenvolvimento de Heliconia psittacorum L.f.). Objetivando o
estudo de isolados dos efeitos bacterianos no desenvolvimento de plantas de Heliconia psittacorum, unidades propagativas
foram tratadas com bactérias endofiticas (ENF 1, ENF5 e ENF6) ¢ epifiticas (C22, C25, C210, C240, IF82 e R 14) e acondicionadas
em saco de polietileno preto, durante sete dias para estimular o desenvolvimento de gemas laterais. Metade do material
bacterizado foi utilizado para o cultivo em casa de vegetagdo e o restante, para obtengao de explantes no cultivo in vitro. Em
casa de vegetagdo, os isolados ENF1 e C22 mostraram tendéncia de aumento de biomassa enquanto que, os isolados C210
e IF82 reduziram o crescimento. Para o cultivo in vitro foram extraidos dpices caulinares a partir de gemas laterais de rizoma
e inoculados em meio MS, com sulfato de adenina, AIA (acido indolacético) e BAP (6-benzilaminopurina). Além destes
tratamentos, avaliou-se a eficiéncia dos isolados no controle de contaminagdes durante o cultivo in vitro. Ambos os
tratamentos, quimico como o bioldégico, foram ineficazes no controle das contaminagdes bacterianas in vitro.
Palavras-chave: antibidtico, apices caulinares, bactérias endofiticas

Introdugio Um dos problemas para o cultivo de helicdnias

no Brasil, principalmente na regido Nordeste, é a

_ O Brasil possui grande contingente ‘?e ‘?Spé‘:ies dificuldade de obtengdo de mudas em escala comercial
nativas de flores e plantas ornamentais trOpICEll?, como e a demanda por novas espécies, ocasionando a
as orquideas, cactos, bromélias e heliconias. As importagdo. O material importado, quando nio
heliconias apresentam bracteas de colorido brilhante, submetido a quarentena, pode contribuir para a
sdo muito decorativas e utilizadas, principalmente, em introdugiio de patégenos, os quais podem infectar
projetos de jardinagem e como flores de corte. Suas espécies nativas ainda ndo exploradas e outras
hastes possuem boa resisténcia ao transporte e longa espécies horticolas de interesse comercial. De acordo
durabilidade apos a colheita, caracteristicas que tém com Sewake & Uchida (1995), embora a heliconia
contribuido para o aumento de sua comercializagio apresente certa resisténcia a doengas, a propagagio
nos mercados nacional e internacional (Castro 1993). vegetativa e o intercimbio de germoplasma sem os
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cuidados de quarentena, podem favorecer a
disseminagio de fitopatdgenos, entre campos de
produgao.

Técnicas de micropropagagio, a partir do
estabelecimento in vitro, podem aumentar a oferta
de diferentes espécies, através da regeneragdo de
plantas com bom estado fitossanitario, mantendo a
fidelidade genética pela produgio de clones (Gonzalez
1998). No entanto, o estabelecimento de explantes de
heliconia tem sido dificultado devido as freqlientes
contaminagdes bacterianas (Atehortua ef al. 1999).

Bactérias endofiticas, as quais convivem com a
planta em seu habitat natural, durante a
micropropagagdo podem competir com os explantes
devido ao ambiente favoravel para seu crescimento.
Desta forma, torna-se necessario buscar alternativas
para o seu controle, incluindo o incremento das
medidas de assepsia e o cultivo de apices caulinares,
associado ao uso de controle quimico ou biolégico
(Cap6 1998). Bactérias promotoras de crescimento,
conhecidas na literatura como “plant growth-promoting
rhizobacteria” (PGPR) ou “rhizobacteria promotora
de crescimento de plantas”™ (RPCP), colonizam
diferentes 6rgidos das plantas e exercem efeitos
benéficos sobre as mesmas, podendo promover
aumentos na taxa de germinagdo de sementes, no
desenvolvimento de 6rgaos, na produgio de flores e
no rendimento das culturas em casa de vegetagdo e
no campo (Amorim & Melo 2002, Dey et al. 2004).
As intera¢des na rizosfera tém um papel importante
na transformagao, mobilizagao e solubilizagdo, entre
outros, de um ‘pool” de nutrientes no solo € sua
absorg#o pelas plantas cultivadas com a finalidade de
aumento de produtividade (Dey et al. 2004).

Durante a micropropagagao, a bacterizagao de
plantas com RPCP tem sido recomendada para
aumentar tolerancia a estresses bi6ticos e abioticos,
induzindo alteragdes no metabolismo e do
desenvolvimento vegetal. Essas alteragdes podem
se traduzir pela promogio de crescimento e aumento
da resisténcia a patogenos no transplante (Novak
1998, Srinath er al. 2003). Este trabalho teve o
objetivo de estudar o efeito de diferentes isolados de
RPCP no crescimento de plantas de Heliconia
psittacorum L.f., cultivadas em casa de vegetagao
e sobre o crescimento e desenvolvimento in vitro
de gemas extraidas de unidades propagativas
bacterizadas. Avaliou-se também a eficiéncia dos
isolados no controle de contaminagdes durante o
cultivo in vitro.

Material e métodos

Unidades Propagativas de Heliconia psittacorum -
Plantas de heliconia, provenientes das margens do
Acude do Prata no Horto Florestal de Dois Irmaos,
Recife-PE, tiveram os rizomas seccionados ¢
separados em unidades propagativas (UPs). As UPs
consistiram de segmentos de rizoma com
aproximadamente 7 cm de comprimento, contendo
gemas, unidas a uma porgéo do pseudocaule medindo
em torno de 20 cm de comprimento.

Obtengio e multiplicagio das bactérias endofiticas e
epifiticas - Os isolados bacterianos endofiticos (ENF1,
ENF5, ENF6) e epifiticos (C22, C25, C210, C240,
IF82, R14) foram obtidos da colegio de bactérias do
laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE (tabela 1)
sendo provenientes de diferentes 6rgéos dos seguintes
hospedeiros: couve (Brassica oleracea var. acephala
L.), feijio (Phaseolus vulgaris L.), repolho (Brassica
oleracea var. capitata L.) e inhame (Dyoscorea
cayennensis Lam.). As bactérias endofiticas foram
isoladas de sementes de feijdo e as epifiticas de folhas
de couve, inhame e repolho.

Bacterizagdo de unidades propagativas de helicénia -
As suspensdes bacterianas foram preparadas
adicionando-se agua destilada esterilizada (ADE)
sobre as culturas bacterianas apds 24 horas de cultivo
em placa de Petri. A concentragdo das suspensoes
foi ajustada em fotocolorimetro com filtro de 580 nm,
para 0,52 de absorvancia. A bacterizagdo dos rizomas
foi feita pela imersdo por 30 minutos nas suspensoes,
com adigdo de 1 gota de Tween a 80% em 2 litros de
suspensdo. As testemunhas foram imersas em ADE
pelo mesmo periodo de tempo. Os rizomas

Tabela 1. Isolados de bactérias utilizados para bacteriza¢do de
unidades propagativas de heliconia.

Isolados Hospedeiro Habitat Identificagdo
ENF1 Feijdo (semente) Endofitica *
ENF35 Feijio (semente) Endofitica *
ENF6 Feijdo (semente) Endofitica *

Cc22 Couve (folha) Epifitica Bacillus sp.
C25 Couve (folha) Epifitica Bacillus sp.
C210 Couve (folha) Epifitica B. cereus
C240 Couve (folha) Epifitica B. cereus
1F82 Inhame (folha) Epifitica B. subtilis
R14 Repolho (folha) Epifitica B. subtilis

* Nio identificadas



bacterizados e as testemunhas foram postos para
secar sobre papel toalha, em condigdes de laboratério
a 26 £ 2 °C, por 24 horas, seguindo-se do
acondicionamento em sacos de polietileno preto a 25
+ 2 °C, durante sete dias, para estimular o
desenvolvimento de gemas laterais. Decorrido este
tempo, as UPs foram separadas em dois grupos, sendo
um grupo utilizado para plantio em casa de vegetagdo
€ o outro para o cultivo in vitro.

Cultivo em casa de vegetagio - As UPs foram
plantadas em sacos de polietileno preto com dimenséo
de 20 x 26 cm, contendo | kg de solo ndo esterilizado
e, colocadas sobre bancadas, em casa de vegetagio.

O crescimento das plantas foi acompanhado por
trés meses, durante os quais o solo foi mantido em
capacidade maxima de retengdo de agua. Foram
aplicados, quinzenalmente, aproximadamente 100 mL
da solugdio completa de Hoagland (Hoagland & Arnon
1950). Ao fim desse periodo, foram avaliados o nimero
de folhas, a area foliar expandida (cm?), o peso da
matéria seca da parte aérea (g) e o peso da matéria
seca do sistema radicular e rizoma (g).

Em seguida, foram calculados os indices de
aumento para todas as variaveis avaliadas, através
da formula proposta por Edginton et al. (1971): 1A =
[(TR -T)/ T]100; onde: TR = valor obtido para o
tratamento; T = valor obtido para a testemunha.

Em casa de vegetag¢do, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 10
tratamentos, constituidos por nove isolados (ENF1,
ENF5, ENF6, C22, C25,C210,C240,1F82eR14)eo
controle, sem bacterizagao, todos com seis repetigdes.
Cada UPs constituiu uma repetigdo, somando um total
de 60 UPs provenientes dos nove tratamentos mais o
controle. As médias foram comparadas pelo Teste da
Diferenga Minima Significativa (D.M.S.) em nivel de
5% de probabilidade, utilizando-se o pacote estatistico
SANEST (Zonta & Machado 1980).

Cultivo in vitro de apices caulinares - Para o cultivo
in vitro, foram utilizados apices caulinares,
provenientes das UPs bacterizadas ou ndo, os quais
passaram pelo seguinte processo de desinfestagdo:
alcool a 70% durante | minuto, hipoclorito de sodio a
0,8% por 15 minutos e trés lavagens com ADE. Em
seguida, os dpices caulinares foram inoculados em meio
de cultura basico MS (Murashige & Skoog 1962), sem
adigio de glicina e acrescido de 80 mg L™ de sulfato
de adenina, 0,5 mg L' de AIA (acido 3-indolacético),
2,0mgL"' de BAP (6-benzilaminopurina) e 6,0 mg I
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de dgar; sendo o pH ajustado para 5,8. Os tratamentos
constaram de apices caulinares bacterizados (ENF1,
ENF5, ENF6, C22, C25, C210, C240, IF82 e R14)
inoculados em meio de cultura sem antibiético e dpices
caulinares ndo bacterizados inoculados em meio de
cultura contendo o antibidtico rifampicina nas
concentragdes (0,0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 gL"). A
rifampicina e o AIA foram esterilizados por filtragio
(milipore 0,22 um) sendo adicionados ao meio de
cultura previamente autoclavado a 120 °C por 20
minutos.

Os explantes foram inoculados individualmente
em tubos de ensaio e incubados em sala de crescimento
sob temperatura de 25 + 2 °C, permanecendo durante
oito dias em cadmara escura. Apos esse periodo, o
material foi submetido a fotoperiodo de 16 h, com
intensidade luminica de 50 umol m2s™!. A avaliagio
foi realizada semanalmente, durante 30 dias,
observando-se a percentagem de contaminagio
(presenca ou auséncia de bactérias no meio),
desenvolvimento do explante e regeneragdio de
plantulas.

No cultivo in vitro, o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 14 tratamentos
(apices caulinares provenientes das UPs bacterizadas:
ENF1, ENFS5, ENF6, C22, C25, C210, C240, IF82 e
R14, sem antibiotico e dpices caulinares proveninetes
de UPs ndo bacterizados, cultivados em meio com e
sem antiobidtico) e 8 repetigdes (cada apice caulinar
cultivado por vidro, consituiu uma repeti¢io) e o
controle, sem bacterizagdo. As médias foram
comparadas pelo Teste da Diferenga Minima
Significativa (D.M.S.) em nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o pacote estatistico
SANEST (Zonta & Machado 1980).

Antibiograma - A bactéria alvo foi isolada a partir de
explantes contaminados provenientes de ensaio
preliminar, sendo os isolados cultivados em meio de
cultura NYDA (Pusey & Wilson 1984) por 48 h. A
suspensdo foi preparada com 0,52 de absorbéncia e
adicionado 0,1 mL de suspensio bacterianaa 100 mL
do meio de cultura, momentos antes de verter em
placas de Petri. Logo apds a solidifica¢do do meio,
discos contendo 300 pg L' de acido nalidixico,
300 mg L' de cefrodina, 150 ug L' deeritromicina,
3 mg L™ de nitrofurantoina, 300 mg L' de rifampicina
e300 pg L' de ancomicina foram plaqueados de forma
eqiiidistante. A avaliagdo foi realizada apés 48 h,
através da medi¢do do halo de inibigdo. Na placa



304 Hochnea 32(2), 2005

testemunha foi adicionada ao meio de cultura, discos
de papel filtro umedecidos apenas com agua destilada
e esterilizados.

Resultados e Discussao

Cultivo em casa de vegetagdo - As UPs de heliconia
bacterizadas com RPCP, cultivadas em casa de
vegetagdo, apresentaram diferentes respostas em
relagdo as variaveis analisadas, mostrando influéncia
positiva e negativa dos diversos isolados no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Esse ¢
um fato comum no ambiente da rizosfera de qualquer
planta, onde, em geral, ocorre um equilibrio entre
microrganismos benéficos e deletérios (Whipps 2000).
Uma pequena mudanga neste balang¢o pode
desencadear uma doenga ou, por outro lado, resultar
no controle bioldgico de patogeno ou promogdo do
crescimento da planta. A maioria dos trabalhos com
RPCP discutem apenas o efeito benéfico dessas
bactérias, ndo comentando sua agdo deletéria. Embora
ndo diferindo estatisticamente da testemunha, o isolado
ENF1 exerceu um efeito positivo sobre a area foliar e
a produgdo de biomassa da parte aérea, traduzida esta
altima, pelo aumento de peso da matéria seca
(tabela 2).

O fato de um isolado de feijao (ENF1) ter
promovido crescimento em plantas de heliconia sugere
a ndo especificidade, como relatada por Quadt-
Hallmann & Kloepper (1996), onde descrevem que

isolados originais de um hospedeiro podem facilmente
colonizar outros hospedeiros de espécies diferentes,
até mesmo com maior intensidade. Assim, os mesmos
autores relatam que quando a bactéria endofitica
Enterobacter asburiae, isolado JM22 de algodao foi
inoculada em feijdo e pepino, foram detectadas maiores
populagdes do que em seu hospedeiro original. Da
mesma forma Shishido & Chanway (1998)
observaram que a promogdo do crescimento de
plantulas de abeto, resultante da aplicagao de bactérias
oriundas do mesmo ecossistema foi baixo, ndo sendo,
portanto, necesséario combinar outros isolados, como
Pseudomonas, com ecotipos de abeto e tipos de solo,
para uma efetiva promogdo de crescimento de
plantulas, confirmando dessa forma, a nio especifi-
cidade, como encontrado neste trabalho. No entanto,
alguns autores enfatizam a necessidade da utilizagdo
de isolados residentes ou adaptados ao hospedeiro,
justificando a maior capacidade de colonizagdo, menor
risco na introdugdo de organismos exogenos (Khalid
et al. 2004) e especificidade entre o isolado de RPCP
e 0 hospedeiro (Enebak e al. 1998).

Nas plantas tratadas com o isolado C22
observou-se, em relagéo as testemunhas, aumento no
peso da matéria seca da parte aérea (IAPSPA), na
area foliar (IAAF) e no numero de folhas (IANF),
respectivamente, 4,79%, 2,43% e 14,8% (tabela 2).
Os demais tratamentos ndo apresentaram aumento
nos [ANF, IAAF e IAPSA. Lakawatana & Criley
(1989) observaram incremento na emissao de brotos

Tabela 2. Influéncia de bactérias promotoras de crescimento (RPCP) no desenvolvimento de plantas de Heliconia psittacorum durante

trés meses em casa de vegetagdo.

PGPR NF! IANF AF IAAF PSPA IAPSA PSSR+RIZ
% (em?) % (® % (@
ENF1? 5,40 ab’ 0 333,00 a 7.78 1,80 a 7,78 2,20 a
c22 6,50 a 14,8 298,75 a 2,43 1,75 a 4,79 225a
C25 5,66 ab 0 236,33 abe 0 1,67 ab 0 1,83 a
ENF6 480 b 0 282,80 a 0 1,60 a 0 2,20 a
ENFS5 5,33 ab 0 278,17 ab 0 1,50 ab 0 1,67 a
R14 475 b 0 271,00 ab 0 1,50 ab 0 225a
C240 4,50 b 0 216,00 abe 0 1,00 ab 0 2,00 a
C210 5,50 ab 0 146,00 be 0 1,00 ab 0 1,50 a
[F82 433 b 0 128,33 ¢ 0 0,66 b 0 1,33 a
TEST. 5,66 ab 0 291,67 a 0 1,67 a 0 233 a
C.V.(%) 26,85 42,28 59,29 60,68

INF = nimero de folhas; IANF = indice de aumento do nimero de folhas; AF = drea foliar; IAAF= indice de aumento da area foliar;
PSPA = peso seco da parte aérea; IAPSPA = indice do peso seco da parte aérea; PSSR+RIZ = peso seco do sistema radicular ¢ rizoma. ENFS,
ENFI ¢ ENF6 (ndo identificadas). C22 e C25 (Bacillus sp.), R14 e 1F82, (B. subtilis), C210 ¢ C240 (B. cereus).*Médias seguidas por letras
diferentes na mesma coluna diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste da D.M.S.



vegetativos do pseudocaule e atribuiram esse efeito
ao aumento do nimero de folhas em H. stricta “Dwarf
Jamaican” produzidas em vasos, e consideraram que
esse fato foi decorrente do maior desenvolvimento do
sistema assimilador. A area foliar é um pardmetro de
medida de crescimento expressivo, pois as folhas sdo
as principais responsdveis pela captagiio da energia
solar e conseqiientemente, pela produgdo de matéria
organica através da fotossintese. O fato de os
tratamentos nao apresentarem aumentos significativos
de biomassa, pode ser atribuido a diversos fatores,
entre os quais a utilizagdo de pequeno numero de
isolados. Outro fator que poderia ter resultado em
beneficio do desenvolvimento seria a utilizagdo de
isolados endofiticos e epifiticos provenientes de
heliconia. Apesar de certos autores ndo considerarem
a especificidade bactéria-hospedeiro como essencial
para a promogdo de crescimento (Quadt-Hallmann
& Kloepper 1996, Shishido & Chanway 1998), outros
pesquisadores enfatizam a importancia dessa
especificidade para a obteng¢do de bons resultados
(Enebak et al. 1998, Srinath et al. 2003). Por outro
lado, a capacidade e o tipo de colonizagdo dessas
bactérias no rizoma e raizes de heliconia, pode ser
questionada, uma vez que ndo foram feitos ensaios
para quantificar a populagio bacteriana na superficie
e no interior dos orgdos bacterizados. Sabe-se, no
entanto, que o isolado C22 pertence ao género Bacillus
e foi originalmente obtido da superficie de folhas de
couve. O género Bacillus ¢ residente comum do
filoplano de varias plantas cultivadas onde persiste e
se redistribui, além de ser isolado da rizosfera de varias
espécies vegetais (Probanza 1996). Além disso,
Hallmann ef al. (1997) incluem este género entre os
endofiticos comuns em varias espécies vegetais.
Embora ndo tendo sido determinado o tipo de
colonizagdo realizada pelo isolado C22, ele pode ter
colonizado tanto interna como externamente as
unidades propagativas tratadas, uma vez que essas
bactérias apresentam tanto a capacidade de colonizar
os tecidos externos quanto internos da planta, podendo
sintetizar reguladores de crescimento ou induzir a
sintese desses compostos (Barazani & Friedman
1999). As espécies Bacillus licheniformis
(Weigmann) Chester e B. pumilus Meyer & Gottheil
isolados da rizosfera de amieiros (A/nus glutinosa
L.) promoveram aumentos de altura (182%), superficie
aérea (163%), niimero de folhas e nitrogénio total,
provavelmente devido a produgio de compostos como
auxinas (AIA-1), detectados por cromatografia
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gasosa de alta resolugdo (HRGC) em niveis de 1,736
a 1,790 mg L' e meio de cultura (Probanza 1996).
Desde que néo foi analisada a produgio de substancias
como bioreguladores pelas bactérias testadas, a
auséncia ou baixa produgéo desses reguladores pode
ainda ser sugerida como causa do baixo efeito dos
tratamentos. Dentre as bactérias capazes de sintetizar
substancias do tipo reguladores de crescimento vegetal
estdo os géneros Bacillus (Gutierrez-Mafero 1996),
Pseudomonas putida (Barazani & Friedman 1999),
Azospirillum,  Xanthomonas, Rhizobium,
Alcaligenes faecalis, Enterobacter cloacae,
Acetobacter diazotrophicus e Bradyrhizobium
Japonicum (Khalid et al. 2004). Esses autores
sugerem que até 80% das bactérias isoladas da
rizosfera sdo capazes de produzir AIA.

No presente trabalho, houve correlagido positiva
entre o peso da matéria seca da parte aérea com o
peso da matéria seca do sistema radicular (r = 0,70),
com o numero de folhas (r = 0,72) e principalmente,
com a area foliar (r = 0,83) (figura 1).

Os isolados C210 e IF82 induziram redugao
significativa na drea foliar e no peso da matéria seca
da parte aérea (IF82), em comparagdo com o
tratamento controle. Os demais tratamentos ndo
reduziram a area foliar, embora ndo tenham promovido
o crescimento das plantas, de acordo com as variaveis
avaliadas (tabela 2). A ocorréncia de efeitos positivos
ou deletérios ja foi constatada por diversos autores
(Probanza 1996, Khalid et al. 2004) e parece estar
correlacionada com a espécie de microrganismo
testada. Probanza (1996) observou a redugio de
comprimento da parte aérea e raizes, bem como da
biomassa de plantulas de pinus (Pinus taeda L.)
tratadas com os isolados B. subtilis (BS1 e BS2),
enquanto que outros isolados aumentaram
significativamente a biomassa do sistema radicular da
mesma espécie. O mesmo autor detectou o efeito
prejudicial de sete isolados de Pseudomonas
fluorescens (Trevisan) Migula, obtidos de rizosfera
de amieiro, sobre o crescimento desse hospedeiro.
Além da redugio do crescimento, algumas bactérias
sdo capazes de aumentar o nivel de doengas conforme
relatado por Noronha et al. (1995), com Bacillus spp.
em relagdo ao “damping-off” do caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) causado por Rhizoctonia
solani Kiihn.

Cultivo in vitro de apices caulinares - A contaminagao
de plantulas ndo ¢ rara, mesmo durante a fase de
multiplicag@o in vitro. A bacterizagdo das UPs de
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heliconia, de onde foram retirados os apices caulinares,
ndo mostrou ser uma metodologia eficaz no controle
de contaminagdes bacterianas durante o cultivo in
vitro. Também n@o se verificou efeito promotor de
crescimento do tecido vegetal. No entanto, ha registros
de que a utilizagao de RPCP durante a micropro-
pagagdo de plantas de batata (Solanum tuberosum
L.) (Novak 1998) e Ficus benjamina (Srinath ef al.
2003) que, além de promover o crescimento dos
explantes in vitro, exerce o biocontrole de
fitopatégenos e induz uma melhor adaptagdo ao
transplantio.

Ao contrario do esperado, as RPCP no cultivo in
vitro de apices caulinares de heliconias cresceram
abundantemente no meio de cultivo, superando o
desenvolvimento dos explantes, provavelmente devido
a competi¢do por nutrientes. A ocorréncia de bactérias
durante a micropropagagdo de heliconia ja foi
registrada na literatura (Nannetti 1994, Atehortua et al.
1999), constituindo-se problema importante para o

cultivo in vitro dessa espécie ornamental. Dentre as
bactérias registradas, apenas B. subtilis foi
identificada (Nannetti 1994). E possivel que a
ocorréncia de contaminagdo bacteriana no processo
de micropropagagido de heliconia seja de natureza
endofitica, pois, em geral, as condigoes de cultivo in
vitro de tecidos vegetais favorecem o crescimento
de bactérias que normalmente habitam tecidos internos
sem causarem sintomas de doengas. Essas bactérias
podem se multiplicar lentamente e ndo serem
detectadas até atingirem uma densidade maior, ou
permanecerem viaveis sem se multiplicarem devido a
limitacdo de nutrientes. Dessa forma, elas sao sub-
cultivadas e transferidas para a progénie das plantas
micropropagadas, agindo como fonte de contaminagao
macroscopica se alteragdes ambientais ou fisiologicas
as favorecerem (Srinath et al. 2003). Khalid et al.
(2004) relatam que na inoculag¢ido de explantes
contaminados, principalmente com bactérias, pode
haver competigao pelos nutrientes do meio de cultura
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Figura 1. Correlagio entre peso da matéria seca da parte aérea (PSPA) e peso da matéria seca da raiz (PSSR) (r=0,70), peso da matéria
seca do sistema radicular e rizoma (PSSR + RIZ) (r = 0,72) e drea foliar (AF) (r = 0,83), de plantas de H. psittacorum aos 90 dias de

cultivo em casa de vegetagdo.



e que em alguns casos a inoculagio de plantas com
rizobactérias tem efeito negativo no crescimento, A
maioria das bactérias que colonizam tecidos de plantas
¢ facilmente cultivavel em meios de cultura simples.
Esses microrganismos devem ser eliminados pelo uso
de antibioticos os quais nem sempre proporcionam
niveis adequados de controle e podem ser téxicos ao
desenvolvimento do explante (Gunson & Spencer-
Phillips 1994).

Antibiograma - O antibiograma realizado em isolados
bacterianos, provenientes de explantes contaminados,
revelou uma maior sensibilidade das bactérias
contaminantes ao antibiotico rifampicina. As doses
de 0,5 ¢ 1,0 g L' aplicadas no meio de cultivo inibiram
o crescimento bacteriano, porém os explantes
inoculados ndo se desenvolveram e possivelmente
morreram por fitotoxidez. Ja no meio com 0,1 g ™!
do antibidtico, a contaminagdo bacteriana persistiu e
inibiu o desenvolvimento dos explantes. O tratamento
com 0,2 g L' permitiu a regeneragdo de apenas uma
planta sem contaminag@o bacteriana. O antibidtico
foi retirado do meio de cultura aos 30 dias de cultivo,
e apos o segundo subcultivo (60 dias) ocorreu
crescimento bacteriano, resultando na morte da
planta. Nas demais repetigdes desse tratamento
(0,2 g L") o crescimento bacteriano ocorreu ja nos
primeiros 30 dias de cultivo.

A auséncia de controle bacteriano por antibioticos
pode ser atribuida a rapida degradagio do principio
ativo, selegdo de isolados mutantes resistentes e,
ainda, a grande quantidade de bactérias no tecido,
internamente ou na superficie (Gunson & Spencer-
Phillips 1994). Concentragdes minimas de bactericidas
devem ser determinadas para cada isolado
contaminante, levando-se em considera¢do também
o grau de fitotoxidez do principio ativo (Capd 1998).
Gilbert et al. (1991) observaram que misturas de
antibioticos (ABM1 = penicilina, estreptomicina,
anfotericina e NaCl e ABM2 = eritromicina,
estreptomicina e carbenicilina), adicionadas ao meio
de micropropagagdo, reduziram o crescimento da
planta, induziram altos niveis de clorose e ndo
eliminaram a contaminagao.

Em sintese, os isolados de bactérias testados nao
promoveram controle de contaminagdes no cultivo in
vitro. Por outro lado, no que se refere ao controle
quimico, o antibiético rifampicina foi fitotdxico nas
concentragdes de 0,5¢ 1,0 g Lt enquantoa 0,2 g L}
controlou, apenas inicialmente, a contaminagio
bacteriana.
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