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POTENCIAL AGRICOLA DE BACTERIAS ENDOFITICAS
OBTIDAS DE BAMBU GUADUA SPP.

SOnia Maria Lima Santos do Vale, Paulo Arthur AImeida do Vale,
Clarice Maia Garvalho e Amauri Siviero

1. INTRODUCAO

Os bambus pertencem a familia Poaceae, subfamilia
Bambusoideae. Constituindo um grupo de gramineas, an-
giospermas, que dominam amplamente grandes areas, sao a
quarta familia com maior nimero de espécies no mundo. As
plantas de bambu sao encontradas em florestas nativas, nas
regioes de climas temperado e tropical, com alta precipitacao,

0 que contribuil para seu 6timo desenvolvimento (BAMBOO
PHYLOGENY GROUP, 2012).

O Brasil é o pais com a maior diversidade de bambus
do mundo, porém sua exploracado ainda é pequena, diante de
seu potencial para o uso em diversas areas como construcao
civil, producao de papel e recuperacao ambiental. O uso dos
bambus vem aumentando apés a Lei 12.484, de 08 de setembro
de 2011, que incentiva seu manejo sustentavel e cultivo. Toda-
via, sua cultura requer aplicacao de tecnologias e processos,

que viabilizem a utilizacdo dos colmos para comercializacao.

Os bambus possuem um valor econémico importante,

especialmente, em paises da Asia e Colombia, onde ha fomen-
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to para o cultivo dessa espécie vegetal, com énfase no seu po-
tencial de uso na alimentacao, como medicinal, producao de
cosméticos, fabricacao de instrumentos musicais, construcao
civil, fabricacao de papel, protecao de margens de rios, recu-
peracao ambiental (SILVA, 2010).

O bambu gigante é muito difundido no Brasil a apre-
senta boas qualidades fisico-mecanicas. Esse bambu é utili-
zado como material para construcao civil e seu broto também
é usado na alimentacao. As regioes com grande producao de
brotos comestivels situam-se em Jacarei e Mogi das Cruzes,
no estado de Sao Paulo, e as espécies mais utilizadas sao:
Phyllostachys pubescens, Endrocalamus latiflorus, Dendroca-

lamus asper e Dendrocalamus giganteus.

Os bambus sao plantas de crescimento rapido e gran-
des competidoras dentro de florestas desmatadas. No Acre, as
plantas de bambus ocupam areas de florestas e clareiras e seu
potencial economico esta voltado para exploracdo como ma-
téria prima na construcao civil, fabricacao de moveis, instru-

mentos musicais, tacos, laminados e outros objetos.

A demanda crescente de mudas de bambu tem levado
a necessidade de expansao do cultivo para atender o mercado,
que enfrenta problemas para producao em larga escala atra-
vés da propagacao convencional das mudas. Um método inte-
ressante para incrementar a producao das plantas é o empre-
go de técnicas de cultivo utilizando as bactérias promotoras de

crescimento vegetal.

As plantas abrigam uma ampla variedade de micror-

ganismos conhecidos como microrganismos endofiticos, que
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contribuem para aumentar seu crescimento, pois sao fungos
e bactérias, responsaveis pela da sintese de varias sustancias
e processos que fornecem moléculas quimicas para o seu
desenvolvimento. Os microrganismos endofiticos vivem no
interior de plantas e habitam de modo geral suas partes aé-
reas, como folhas e caules, ndo promovendo aparentemente

nenhum dano a seus hospedeiros.

O uso de fertilizantes quimicos no solo torna o processo
muito caro, além de trazer prejuizos ambientais, contaminado
agua e solo. Os sistemas agricolas estao se modificando em
direcao a melhoria da qualidade ambiental, sem comprometer
a producao agricola. A utilizacao de fertilizantes biolégicos é
uma alternativa para o manejo sustentavel, com tecnologias

que utilizam bactérias promotoras do crescimento vegetal.

A micropropagacao é um método importante que pode
suprir a demanda do bambu, porém tem limitacées relaciona-
das a contaminacao por fungos e bactérias que podem compro-
meter a producao das mudas no laboratoério. A maior parte dos
contaminantes sdo microrganismos associados a propria plan-

ta (endofiticos), o que torna mais dificil o seu controle (ESPO-
SITO-POLESI, 2011).

O cultivo de plantas in vitro com o objetivo de obter
plantas sadias e em larga escala, conhecido como micropropa-
gacao, é muito eficiente, porém nao acontece em um ambiente
completamente livre de microrganismos. Ao contrario, estu-
dos demonstraram a presenca de bactérias benéficas no meio
de cultura, que podem contribuir com a producao de fitormo-
nios, controle de microrganismos causadores de doencas, além

de promover resisténcia ao estresse (TARAZI, 2010).
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Esses microrganismos exercerem diversas funcoes
1mportantes para o hospedeiro e sao potencialmente Gteis na
agricultura, na industria farmacéutica e de defensivos agrico-
las, visto que muitas espécies de microrganismos endofiticos
sao conhecidas por promoverem o crescimento vegetal e a pro-

tecao biolégica em plantas.

Esta pesquisa teve por objetivo caracterizar as bacté-
rias endofiticas de Guadua spp. e estimar o seu potencial de
uso agricola como solubilizados de fosfato e fixacdo de nitro-
génio. Esta pesquisa foi cadastrada junto a plataforma Sisgen
sob o registro: A36505E.

2. CARACTERISTICAS GERAIS DO BAMBU GuADUA

A planta de bambu é um representante da familia Po-
aceae, que pertence a subfamilia Bambusoideae, apresentan-
do 1.439 espécies descritas. As espécies sao divididas em dois
grupos: os bambus lenhosos e os bambus herbaceos e estao
relacionadas diretamente aos estudos das relacoes filogené-
ticas entre as plantas desse grupo (BAMBOO PHYLOGENY
GROUP, 2012).

Os dados moleculares mais recentes mostraram que
a subfamilia Bambusoideae pode ser dividida em trés tribos,
Bambusaea, Arundinarieae e Olyreae (WYSOCKI et al.,
2015). A tribo Arundinarieae, que compreende os bambus le-
nhosos de clima temperado, possuil 533 espécies; Bambuseae
tem como representantes os bambus lenhosos tropicais que
possuem 784 espécies, e a tribo Olyreae é composta pelos
bambus herbaceos que possuem 122 espécies (SUNGKAEW
et al., 2009).
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As tribos Bambuseae e Olyreae ocorrem no Brasil e
ja foram descritas 258 espécies de bambus nativos, distribui-
das em 35 géneros, sendo 165 endémicas. As espécies do géne-
ro Guadua sao arbodreas, possuem espinhos nos colmos e nos
ramos, além disso, sao plantas semelparas; ocorre apenas um

evento de reproducao sexuada e monocarpicas e elas morrem

logo apos este evento (FILGUEIRAS; VIANA, 2017).

O bambu em geral possui folhas acuminadas que se
afinam nas pontas e flores inicialmente verdes, que se tornam
amareladas e pardo-claras com o tempo e apresenta espigue-

tas paniculadas em forma de piramide, florescendo entre 30 e
60 anos (GUILHERME et al., 2017).

As espiguetas dos bambus podem ser bissexuais, es-
piguetas peculiares das pseudoespiguetas (Arundinariea e
Bambuseae) e unissexual na subfamilia Olyreae. As espigue-
tas consistem de O, 1, 2 ou varios glumes, uma ou mais flores
diminutas até um completo desenvolvimento de todas as es-
piguetas durante o periodo de crescimento. As espiguetas sao
formadas por dois pares de bracteas ou glumas que envolvem
a flor e apds a formacao da semente irdo constituir a casca

das sementes. As glumas do par superior sdo denominadas de
lema e palea (LONDONO, 2010).

O crescimento do bambu acontece por meio de rizomas
subterraneos que sao caules modificados de onde sao geradas
as raizes e os colmos. Embora seja uma graminea, os bambus
possuem habito arborescente, apresentando parte aérea cons-
tituida pelo colmo, folhas e ramificacoes e outra subterranea

composta pelo rizoma e raiz (Figura 1).
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Figura 1. Partes constituintes do bambu.
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Fonte: Silva (2010).

A subfamilia Bambusoideae apresenta espécimes pe-
renes que ocorrem em florestas tropicais ou temperadas, sa-
vanas ou pastos, beira de rios, pantanos. O rizoma é do tipo
leptomoérfico presente ou ausente, herbaceo ou lenhoso. As
folhas da subfamilia sao disticas, com ligula externo ausente
(Olyreae) ou presente e possuem ligula adaxial membranoso
ou como papel com ou sem franjas presentes em Arundina-
rieae e Bambuseae. Basicamente, existem dois grupos dis-
tintos de bambus quanto ao tipo de rizoma: a) formam tou-
celras (simpodiais); e b) os alastrantes (monopodiais). Muitos
autores consideram ainda a existéncia de um terceiro tipo
intermediario o semi-entouceirante ou anfipodial que apre-

senta caracteristicas dos dois tipos anteriores (LONDONO,
2010) (Figura 2).
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Figura 2. Diferentes tipos de rizomas de bambu.
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Fonte: Silva (2010).

As bainhas dos bambus sao frequentemente auricula-
das ou com franjas, as laminas relativamente extensas, pseu-
dopecioladas, nervura paralela, mesofilo ndo radiado, camada
palicada ausente, grandes células fusionadas e bem desenvol-
vidas nas folhas de sombra As células de bragos geralmente
sao bem desenvolvidas e invaginadas assimetricamente; ana-
tomia Kranz ausente, padrao fotossintético C3, nervura me-
diana complexa ou simples (LONDONO, 2010).

2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO BAMBU GUADUA

As espécies da subfamilia Bambusoideae encontra-se
amplamente distribuida e ocorrem entre 46° N e 47° S de la-
titude, com altitude desde o nivel do mar até 4.300 metros.
A estimativa de diversidade varia dentro da literatura, mas

uma compilacao mostra 1.439 espécies descritas dentro de 116
géneros (BAMBOO PHYLOGENY GROUP, 2012).

Os bambus lenhosos sao distribuidos naturalmente

pelas areas tropicais e temperadas da Asia, Australia, Afri-
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ca e da América (GUERREIRO; LIZARAZU, 2010). Ha evi-
déncias de que os ancestrais dos bambus lenhosos evoluiram
na era Po6s-Cretacea no hemisfério sul (BYSTRIAKOVA et
al., 2003).

O Brasil é o pais que concentra a maior diversidade
de bambu do continente Americano. Ao todo, sdo 34 géneros
de bambu, abrigando 232 espécies das quais 174 sao conside-
radas endémicas. Muitas espécies de bambu, no Brasil, ainda
nao foram formalmente descritas (FILGUEIRAS; GONCAL-
VES, 2004). Outros paises da América Latina apresentam
grande diversidade de espécies de bambus como: Colombia
(70), Venezuela (60), Equador (42), Costa Rica (39), México
(37) e Peru (37) (LONDONO, 2010).

Um género importante da subfamilia Bambuseae é o
Guadua. O género é composto por bambus lenhosos de médio
e grande porte, que podem atingir mais de 30 metros de altura
e 15 centimetros de diametro, distinguindo-se dos demais da
tribo, pela presenca de espinhos nos nés, os quais podem variar
em numero e forma, dependendo da espécie. O género Guadua
apresenta ampla distribuicao no novo mundo, e possui 25 espé-
cies, a maioria distribuidas no México, América Central, Amé-

rica do Sul, exceto no Chile, em habitats de savanas, cerrados,
florestas tropicais de terras baixas (LONDONO, 2010).

No Brasil, sao reconhecidas 19 espécies nativas de
Guadua, sendo cinco endémicas. As espécies de Guadua estao
distribuidas em todo o pais, porém os especialistas relatam a
existéncia de espécies ainda nao identificadas (FILGUEIRAS;
VIANA et al., 2017).
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As espécies de bambu pertencentes ao género Gua-
dua ocorrem na Amazonia especialmente no Acre e Para
sendo denominadas localmente de taboca ou taquarucu. Es-
tudos realizados no Projeto Radam, por meio de imagens de
satélites, determinaram a existéncia de aproximadamente 7
milhoes de hectares de bambus nativos no estado do Acre,

com destaque para a espécie Guadua weberbaueri (PEREI-
RA; BERALDO, 2007).

A espécie Guadua peniculata esta amplamente distri-
buida, ocorrendo desde o México até o Brasil, onde pode ser
encontrada desde o Para até o Rio Grande do Sul. A espé-
cie Guadua superba ocorre nos estados do Acre, Amazonas e
Para, e pode atingir até 30 metros de altura e 15 centimetros
de diametro do colmo, sendo considerado o bambu nativo mais
alto no Brasil. No estado do Acre, ocorre uma faixa de bambu,
cuja espécie ainda nao foi identificada, que possuil muita se-
melhanca com Guadua angustifolia (FILGUEIRAS; VIANA,
2017), o qual é reconhecido por Londono e Zurita (2008), como

Guadua chaparensis.

No Acre, existe uma extensa area de ocorréncia natu-
ral de bambus nativos e espécies exoticas de interesse econo-
mico, que corresponde a maior floresta de bambus do mundo,
com aproximadamente 600 mil hectares da planta. Segundo
Silveira (2005), o género Guadua de ocorréncia no Acre, pos-
sul as mesmas caracteristicas morfologicas dos bambus que
sao comercializados nas regioes Sul e Sudeste, onde se veri-
fica sua utilizacao para fabricacao de artesanato e moveis,
além de apresentar um grande potencial para a producao de

carvao vegetal.
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2.2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS ESPECIES GUADUA
WEBERBAUERI PILGER E GUADUA CHAPARENSIS LONDONO & ZURITA
QUE OCORREM NO ACRE.

Guadua weberbaueri Pilger: A espécie G. weber-
baueri é nativa no Acre e ocorre desde 1.500 m de altitude
na Cordilheira dos Andes, passando pela regiao de Pucallpa
até Puerto Maldonado no Peru, e atinge o Brasil através dos

interflivios das terras baixas no Acre, onde ocupa clareiras e
grandes extensoes das florestas (SILVEIRA, 2005).

Guadua weberbaueri pertence a tribo Bambuseae e
subtribo Guaduinae, e consiste de um bambu lenhoso, arbo-
rescente e espinhoso, cuja estrutura vegetativa é composta de

rizomas, brotos aéreos sem ramos e sem folhas e colmos com
ramos e folhas (SILVEIRA 2005).

Esse bambu possuil um sistema de rizoma subterraneo
ramificado e muito extenso, que cresce proximo ao solo. Seu
rizoma ¢é curto, grosso, curvado e achatado, sendo classificado
como paquimorfo. Cada rizoma esta conectado ao pescoco de
outro rizoma. Esse pescoco do rizoma é produzido pelas gemas

meristematicas presentes nos internés do corpo do rizoma.

(LONDONO, 2010).

Os colmos sao eretos na base e arqueados apicalmente,
com 3-6 m de altura, diametro de 3-4 cm, espessura de parede
de 0,8 a 1 cm. Os brotos sao verdes com pilosidade esbran-
quicada. A folha é caulinar maculada, e quando jovem com
pubescéncia dorsal e basal, glabrescentes; bainha com auricu-
las fimbriadas de cor café em forma de lingua, fimbrias cor de
marfim mailor que as auriculas. A planta apresenta espinhos

nos ramos de folhagem em nimero de um ou dois espinhos
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por no6 e dimorfismo foliar evidente. A lamina da folha atinge
até 12 cm de largura, com nervuras, verde escura, glabra pelo

feixe e tomentosa no dorso; ligula exterior verde-amarela ou
roxa (LONDONO, 2010).

OLIVIER et al. (2009) estudaram flores e frutos de G.
weberbaueri no periodo de 2002 a 2005. Selecionando diferen-
tes estagios de maturacao e estudando o interior das toucei-
ras, encontraram colmos folhosos, colmos desfolhados e ramos
florescendo. As inflorescéncias de G. weberbaueri sao comple-
xas Interactantes, bracteas com sinflorescéncias, com pseudo-
espigas. Os autores reportaram, em estudos de crescimento,
que os juvenis desenvolvidos a partir dos frutos carnosos co-
letados nos colmos de G. weberbaueri também exibiram todas
as caracteristicas de G. weberbaueri, especificamente as auri-
culas e fimbrias bem desenvolvidas nas margens da ligula das
folhas dos colmos, apresentando fimbrias medindo 16-20 mm

de comprimento.

G. weberbaueri apresenta potencial economico para
utilizacdo como matéria prima na construcao civil, fabrica-
cao de moveis, instrumentos musicais, tacos, laminados e

outros objetos.
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Figura 3. Aspectos gerais do bambu Guadua weberbaueri que
ocorre no Acre.

Fotos: Marcos Silveira.

Guadua chaparensis: A espécie G. chaparensis se
caracteriza por apresentar rizomas paquimorfos, colmos com
até 25 metros de altura, 7 a 12 centimetros de diametro, ereto
na base com 18 a 25m de comprimento, encurvando-se do meio
para o apice, apresentando-se verde esbranquicado quando jo-
vem, adulto é verde escuro (Figura 4). G. chaparensis se dife-
rencla das outras espécies por apresentar folhas com bainhas
subglaborosas, fimbriadas ausentes no cume, ligulas interio-
res puberas, laminas de folhas abaxialmente glabras e pseu-
dopeciolos abaxialmente glabrescentes. Os internés do colmo
oco medem 22-50 cm de comprimento, é verde escuro e dis-
talmente glabro. Possui nés do colmo com crista supra-nodal

distinta, os ramos dendroides laterais e extravaginais. Dois,
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trés ou varios ramos complementares, um ramo dominante
(LONDONO; ZURITA, 2008).

Figura 4. Aspectos gerais de uma touceira do bambu Guadua
chaparensis que ocorre no Lago do silencio.

Fotos: Amauri Siviero.

A espécie G. chaparensis apresenta de 5 a 8 folhas por
ramo. As bainhas das folhas de G. chaparensis sao glabras
na superficie e a margem externa peluda. A ligula apresenta
membrana ciliada, medindo de 0,3 a 0,5 mm de comprimento,
aspecto pubescente na superficie abaxial e colar com ligacao

externa. A base da lamina de folha de G. chaparensis apresen-
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ta uma breve conexao semelhante a um peciolo para a bainha,
com 0,2 - 0,4 cm de comprimento. As laminas de folha sao line-
ares ou lanceoladas, variando de 15 a 23 cm de comprimento
e 13 a 20 mm de largura e apresentando nervura de lamina
foliar conspicua. A forma da venacado da lamina da folha de
G. chaparensis é proeminente, apresentando de 11 a 14 veias

secundarias transversais distintas com margens escabrosas

(LONDONO; ZURITA, 2008; LIZARAZU et al., 2013).

3 INTERACOES ENTRE PLANTAS DE BAMBU E BACTERIAS
ENDOFITICAS.

As bactérias, actinomicetos e os fungos endofiticos sao
microrganismos encontrados frequentemente em muitas es-
pécies vegetais ora disponibilizando nutrientes importantes
como fosfato e nitrogénio ora contribuindo para o seu cresci-
mento através da sintese de fitormonios. Muitos estudos tém
demonstrado a utilidade dos endofiticos para a promocao de
crescimento vegetal, que ocorre principalmente pela producao

de fitormonios como auxinas, citocininas, giberelinas, acido
abscisico e etileno (TSAVKELOVA et al., 2006).

Os microrganismos endofiticos podem apresentar ati-
vidades bioldogicas antitumoral, anti-inflamatéria, antioxi-
dante, antimicrobiana, bem como producao de enzimas, entre
outros produtos com aplicacao biotecnologica (NAIR; PADMA-
VATHY, 2014).

A colonizac¢ao mais intensa de microrganismos em por-
coes basais em detrimento dos apicais de Bambusa vulgaris foi
relatada por Torres et al. (2016). No caso especifico de estudos

com fungos filamentosos em associados endofiticamente a Bam-
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busa vulgaris, os tecidos coletados em porcoes mais proximas
ao colmo apresentam maior intensidade de coloniza¢do com mi-

crorganismos em relacao aos mais distantes (DANTAS, 2017).

Varios estudos de diversidade de comunidades bacte-
rianas foram feitos em espécies florestais como bambu, euca-
lipto e em espécies agricolas como hortalicas, tomate, mamao,
feljdao, milho, abacaxi e ornamentais como orquideas e helico-
nia. Esses estudos mostraram a importancia dos organismos
endofiticos na disponibilizacao de nutrientes para plantas,

promocao de crescimento e protecao contra patéogenos.

Estudos moleculares com o gene 16S RNA em explan-
tes de bambus in vitro identificaram algumas espécies de bac-
térias endofiticas, além como Sphingomonas e Methylobacte-
rium (COLETTA et al., 2010). Darma et al., (2016) testaram
um metabolito secundario produzido por Bacillus subtilis 1so-
lados do bambu (Bambusa edulis Munro) e verificaram que
este confere protecao contra alguns fungos patogénicos como

Sclerotium rolfsii e Ganoderma sp.

A grande diversidade de microrganismos endofiticos é
um fato importante, que contribui para o seu uso na agricul-
tura, especialmente sua aplicabilidade na promocao de cres-

cimento de plantas de interesse economico no Brasil, como o
eucalipto (PAZ, 2009) e tomateiro (BARRETTI et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos podem contribuir para
a aclimatizacao das mudas de bambu, proporcionado boas ca-
racteristicas morfolégicas aos bambus, uma vez que varias es-
pécies de bactérias ja foram encontradas em tecidos e 6rgaos

de plantas, conferindo varios beneficios, como o melhor de-
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sempenho no crescimento de espécies de interesse economico.
(TARAZI, 2010; DARMA et al., 2016).

A contaminagao por microrganismos como fungos, bac-
térias e actinomicetose é um problema frequente em espécies
de bambu. Estudos genéticos feitos utilizando duas espécies
de bambu Dendrocalamus giganteus e Bambusa vulgaris man-
tidos in vitro e em biorreatores de imersao temporaria mos-
traram quatro bactérias endofiticas com maior ocorréncia:
Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Stenotrophomonas sp. e
Staphylococcus sp. Esses géneros sao conhecidos por sua poten-
cialidade de promoverem o desenvolvimento de outras espécies
de plantas, seja como promotores de crescimento, na producao

de fitormonios, na defesa contra patdégenos e controle biolégico
de pragas (DARMA et al., 2016; MELATTI et al., 2008).

Diversos trabalhos tém focado a identificacdo de agen-
tes bacterianos endofiticos contaminantes em cultura in vitro
em Guadua angustifolia como Bacillus sp. que foi isolado e iden-
tificado por Cruz-Martin et al. (2007). Ramirez et al. (2009) 1so-
laram as bactérias Xanthomonas, Pseudomonas, Agrobacterium
e Erwinia, também, relatadas na literatura como fitopatégenos,

de tecidos de Guadua angustifolia Kunth cultivados in vitro.

As espécies Pantoea agglomerans e P. ananatis foram
1dentificadas por Nadha et al. (2012) como os principails con-
taminantes bacterianos nos segmentos nodais do bambu Gua-
dua angustifolia cultivados in vitro. Da mesma forma, atra-
vés de técnicas moleculares usando a regiao 16S rDNA, foram
1dentificadas as bactérias endofiticas Janibacter sp. e Serratia

marcescens contaminantes de meio de cultura in vitro presen-
tes e Bambusa balcooa (RAY et al., 2017).
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s. CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS
ISOLADAS DE GUADUA SPP. NO ACRE.

As primeiras pesquisas envolvendo estudos com as bac-
térias endofiticas 1soladas de bambu no Acre tiveram inicio em
2017 com o trabalho de coleta, isolamento, purificacao e preser-
vacao de bactérias endofiticas obtidas das espécies de G. cha-
parensis e G. weberbaueri. As amostras de folhas de individuos
das duas espécies de bambu foram obtidas nos municipios de
Rio Branco e Sena Madureira. Os trabalhos de laboratoério fo-

ram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia da Univer-
sidade Federal do Acre.

Nas pesquisas in vitro, foram utilizadas as folhas e os
caules obtidos do material coletado de bambus que estavam lo-
calizados em areas de mata virgem (Lago do Silencio) e em ca-
poeiras situadas em Rio Branco e Sena Madureira. O material
vegetal sadio fo1 submetido a assepsia e posteriormente as partes
vegetais foram plaqueadas em meios de cultura especificos para
estabelecimento, 1solamento e obtencao das bactérias que habi-
tam o interior das plantas meios de cultura com adicao de extrato
vegetal obtido pela trituracao de partes das folhas e peciolo dos
bambus coletados em campo. Parte das bactérias foram criopre-
servadas, visando a manutencao realizada a baixissimas (-85°C)

e a preservacao das caracteristicas genéticas e estudos futuros.

4.1 DIVERSIDADE E CRESCIMENTO DAS BACTERIAS
ENDOFITICAS DE BAMBU GUADUA SPP.

Ao todo nesta pesquisa foram isoladas 289 bactérias en-
dofiticas distintas a partir das dos ramos e folhas coletadas de
plantas de bambus Guadua weberbaueri e Guadua chaparensis

oriundas dos trés locais de coleta. A principio foram avaliadas
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as caracteristicas de crescimento das colonias em relacao aos ti-
pos de meio de cultura utilizados. Assim, os isolados cresceram

de forma diferenciada nos quatro tipos de meios utilizados.

A diversidade de espécies e as principails caracteristi-
cas morfolégicas das bactérias endofiticas isoladas nas duas
espécies de Guadua estudadas estdo demonstradas na Figura
5. A maioria das bactérias 87% apresentou crescimento rapi-
do in vitro, superando o nimero daquelas que apresentaram
crescimento lento ou fastidiosas. Os meios de cultura caldo
triptona de Soja (T'SB) e Luria-Bertani (LB) com ou sem adi-
cao de extrato foram eficientes para o isolamento das bacté-
rias endofiticas do bambu e foram observados dois tipos de
crescimento bacteriano, 1sto €, bactérias de crescimento rapi-

do e bactérias de crescimento lento (ou fastidiosas).

A avaliacdo morfologica das bactérias isoladas foi rea-
lizada através das caracteristicas macro e micromorfoldgicas
das colonias obtidas do cultivo in vitro. A analise macromorfo-
logica fo1 realizada analisando os seguintes aspectos: a) tama-
nho: puntiforme quando menores que 1,0 mm; b) forma: cir-
cular, irregular ou rizoide; c) bordas: lisa, lobulada, franjada
ou ondulada; d) consisténcia: cremosa, viscosa, granulosa ou
seca; e) coloracao: amarela, rosada, branca, castanha, alaran-

jada e f) brilho: brilhante ou opaca.

Nesta pesquisa, as bactérias foram ainda categoriza-
das quanto a velocidade de crescimento das colonias in vitro.
As bactérias que se desenvolveram rapidamente no periodo de
uma semana foram classificadas como de crescimento rapido e
as aquelas colonias que apresentaram crescimento lento apos

sete dias foram classificadas como fastidiosas.
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Através das médias de diametro dos halos formados fo1
possivel classificar as bactérias isoladas endofiticas de bambu
nativo Guadua spp. por tipo de arranjo de bactérias nas cate-
gorias: diplobacilos, diplococos, estafilococos, estreptobacilus e

estreptococos conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 5. Caracteristicas morfologicas das colonias de bactérias
endofiticas isoladas de bambus Guadua spp. Al e A2: meios de
cultura TSB e LB com e sem adicao de extrato; Bl e B2: aspecto
geral de bactérias endofiticas obtidas de fragmentos de caule e
folhas respectivamente; C1l, C2 e C3: diversidade de diferentes
formas e cores e D1 e D2: colonias purificadas pelo método de
esgotamento por estrias isoladas utilizando meio TSB.

Fotos: Sonia Maria Lima Santos do Vale
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Figura 6. Média de diametro dos halos formados e tipos de arranjo
de bactérias endofiticas isoladas de bambus Guadua spp. no Acre.
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Fotos: Sonia Maria Lima Santos do Vale

Considerando-se os tipos de arranjos de bactérias 1so-
ladas dos bambus das trés areas, as mais abundantes foram
os estreptococos com 37,5% (n=99), seguidos pelos estrepto-
bacilos 23,1% (n=61), diplococos 22,0% (n=58) e estafiloco-
cos 10,6 (n=28). Os grupos mais raros foram os diplobacilos
4,2% (n=11), cocobacilos 1,5% (n=4) e tétrades 1,1% (n=3) (Fi-
gura 5). Trabalhos recentes destacam o grupo dos bacilos e
estafilococos como bactérias endofiticas de grande importan-

cia na agricultura, como promotores de crescimento vegetal

(VENDAN et al., 2010).

As bactérias foram analisadas quanto a composicao
das paredes através do método de coloracao de Gram, confor-
me metodologia descrita por Pelczar et al. (1996), contando
com os seguintes procedimentos: a) coleta de células bacteria-
nas com auxilio da al¢a bacteriolégica das colonias; b) deposi-

cao em uma gota de solucao salina em uma lamina de vidro;
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c¢) adicao de solucao de cristal violeta por 1 minuto; d) adicao
de corante lugol por 1 minuto; e) adi¢ao de alcool etilico a 95%
por 1 minuto; f) deposicado em uma gota de solucao de sa-
franina por 1 minuto; e g) lavagem entre cada reagente com
agua corrente. Apos coloracao e secagem, as laminas foram
montadas em laminulas e submetidas a observacao através
de microscopio Optico comum, visando caracterizar a forma e o
arranjo das bactérias, assim como a classificacao em bactérias

do tipos gram positiva ou negativa.

As colonias bacterianas isoladas de folhas e peciolos
de Guadua chaparensis e Guadua weberbeauri apresentaram
diferentes caracteristicas morfolégicas, como coloracdo ama-
rela, laranja, rosa, castanha e branca; consisténcia cremosa,
viscosa e seca; forma puntiforme, circular, irregular, rizoide;
borda inteira, franjada e lobulada, a maioria brilhante, e pou-

cas opacas.

5. Testes biologicos de solubilizacao de fosfato
e fixacao de nitrogénio por bactérias endofiticas isola-
das de Guadua spp.

O fosforo e o nitrogénio sdo macronutrientes neces-
sarios em quantidades grandes pelas plantas, uma vez que
fazem parte da composicdo estrutural de acidos nucleicos,
proteinas e coenzimas (SANTOS, 2013; TOSTA, 2009). A ca-
réncia desses elementos pode prejudicar a producao agricola
de muitas espécies de plantas sob fatores de estresse como
mudancas climaticas, solos desgastados, entao é necessaria
a disponibilizacdo de microrganismos benéficos que podem
solucionar os problemas de producao agricola (SAHARAN;
NEHRA, 2011; SANTOS, 2013).
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5.1 TESTES DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO POR
BACTERIAS ENDOFITICAS OBTIDAS DE GUADUA CHAPARENSIS E
GUADUA WEBERBEAURI NO ACRE

O potencial de utilizacao biotecnolégica de microrga-
nismos endofiticos se deve a acdoes como: controle de pragas
via inducao de resisténcia a insetos e patdégenos, promocao de
crescimento vegetal, solubilizacao de fosfatos de rocha, fixacao
biologica de nitrogénio, contribuindo para a reducao da utili-

zacao de agroquimicos.

A populacao microbiana de origem endofitica, quan-
do associada aos tecidos da planta, pode promover a solubili-
zacao de fosfatos inorganicos e torna aquele féosforo insoltuvel
disponivel para as plantas, abrindo a possibilidade de em-
prego em programas de interacao com organismos fixadores

de nitrogénio.

No caso especifico das bactérias endofiticas obtidas de
Guadua spp. do Acre, os 1solados bacterianos foram subme-
tidos ao teste de solubilizacao de fosfato inorganico. O expe-
rimento consistiu na adi¢ao de fosfato insoluvel ao meio tor-
nando-o turvo quando o resultado era positivo denunciando a

capacidade de uso do fosfato pela bactéria.

Neste trabalho, fo1 utilizado meio de cultivo composto
de glicose 10 g; NH,Cl, 5 g; NaCl, 1 g; MgSO,.7TH,O; CaHPO,,
0,8 g; agar, 15 g, ajustando-se o pH do meio para 7,2. As bac-
térias foram inoculadas no meio de cultivo, incubadas a 28°C
por 72 horas. As bactérias foram capazes de solubilizar fos-
fato, formando um halo claro ao redor de suas colonias, men-
surados os diametros das colonias e do halo de solubilizacao

obtendo-se o indice de solubilizacao. Foi1 feita uma média dos
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indices de solubilizacao obtidos entre as trés repeticoes. Dos
289 bacterianos isolados testados no experimento, 113 foram

positivos para solubilizacao de fosfato.

Os 1solados caracterizados como estafilococos Gram
-positivos apresentaram maior média de indices de solubili-
zacao de fosfato com 4,61, seguido dos estreptococos, estrepto-
bacilos, diplococos e diplobacilos, que também apresentaram
indice médio de solubilizacao significativos de 3,9, um indice
considerado alto para a capacidade desses isolados de solubi-

lizar o fosfato inorganico.

DANTAS et al., (2015) também relataram que bac-
térias endofiticas presentes em quatro espécies de bambu
foram capazes de solubilizar fosfato inorganico in vitro, uti-
lizando o indice de solubilizacao que fo1 obtido pela relacao
entre o halo da colonia de bactérias e o halo de solubilizacao.
Os autores detectaram que apenas nove das 23 bactérias fo-
ram consideradas positivas para solubilizacao de fosfato nos
1solados que apresentaram halo translicido de solubilizacao

no entorno das colonias.

Neste trabalho, verificou-se que os grupos diploba-
cilos e estreptobacilos apresentaram alta capacidade de so-
lubilizacao de fosfato, sendo estes resultados corroborados
com o estudo feito por Saharan; Nehra (2011) que sugere
o uso de estirpes bacterianos de Bacillus como fertilizan-
tes naturais, pois quando inoculados em solos com pouca
disponibilidade de minerais aumentaram a absorcao de nu-
trientes em plantas de pimenta e pepino, uma vez que o0s
microrganismos endofiticos podem fornecer fosfato e nitro-

génio para as plantas.
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5.2 TESTE DE FIXACAO DE NITROGENIO POR BACTERIAS
ENDOFITICAS OBTIDAS DE GUADUA CHAPARENSIS E GuaADuA
WEBERBEAURI NO ACRE

A literatura é rica em trabalhos envolvendo as bac-
térias endofiticas conhecidas como diazotroéficas, as quais vi-
vem nos tecidos internos das plantas, colonizando as folhas,
caules, frutos e raizes e trazendo diversos beneficios para as
plantas, como a fixacao biolégica do nitrogénio. Surette et al.,
(2003) estudaram as bactérias endofiticas isoladas de Daucus
carota L. e identificaram que bactérias do género Staphylococ-
cus apresentaram atividade promotora de crescimento devido

a solubilizacao de fosfatos e fixacado de nitrogénio.

As bactérias endofiticas obtidas de Guadua chaparen-
sis e Guadua weberbeaurt, no Acre, foram avaliadas quanto a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico utilizando o méto-
do de crescimento em meio de cultura livre de nitrogénio. Nes-
sa condicdo, o semissolido desprovido de fonte nitrogenada é
capaz de criar um ambiente com baixo nivel de oxigénio seme-
lhante ao que ocorre no solo e na planta onde estao localizadas

as bactérias diazotroficas.

Neste ensailo, as bactérias foram cultivadas em tubos
de vidro com a seguinte composi¢ao: acido malico, K HPO,,
MgSO,.7H20, NaCl, KOH, solu¢ao de micronutrientes, azul
de bromotimol, vitaminas e agua destilada. Os tubos com meio
de cultura contendo 289 bactérias distintas foram incubadas a
28° C por 72 horas.

A presenca de véu no meio de cultura indicou a capa-
cidade de fixacdo de N, pela bactéria. No presente estudo, 181

dos tubos incubados (52 %) apresentaram bactérias endofiti-
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cas fixadoras de nitrogénio atmosférico, sendo caracterizadas
como bactérias endofiticas diazotroficas, positivas para fixa-
cao de nitrogénio, podendo ser indicadas para sua utilizacao

na promocao de crescimento vegetal.

6. CONSIDERACOES FINAIS

As colonias bacterianas isoladas de folhas e peciolos
de Guadua chaparensis e Guadua weberbeauri apresentaram
diferentes caracteristicas morfologicas. Essas caracteristicas,
juntamente com as caracteristicas microscopicas, como: es-
treptococos, diplococos, estreptobacilos, estafilococos, diploba-
cilos, cocobacilos e tétrades demonstraram grande diversida-
de de bactérias nos trés locais de coleta. Tais caracteristicas
podem ser utilizadas para orientar na identificacao dos isola-
dos até o nivel de género e espécie, permitindo que se faca a

coleta de grupos de maior interesse, visando estudos futuros.

As bactérias endofiticas obtidas a partir do bambu
Guadua spp., neste trabalho, apresentam propriedades fi-
siologicas favoraveis para serem utilizadas na promocao de
crescimento vegetal, porque a maioria dos isolados foi capaz
de solubilizar o fosfato inorganico, com indices médios de so-
lubilizacao acima de 3 que é considerado alto. Cerca de 52 %
dos 1solados bacterianos foram capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico e disponibilizar esse nutriente para a planta em

forma de amonia.
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