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Potencial biotecnológico de bactérias benéficas para a promoção do crescimento e o 

controle da podridão vermelha em mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar 

 

RESUMO  

O sistema de produção de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-açúcar permite a 

rápida obtenção de mudas uniformes com elevado padrão de qualidade fitossanitária. Durante 

essa fase de produção, bactérias promotoras de crescimento de planta (BPCP) podem ser 

empregadas, promovendo o crescimento das mudas e/ou biocontrole de fitopatógenos. Os 

objetivos foram: caracterizar isolados bacterianos in vitro quanto ao potencial de produção de 

compostos orgânicos envolvidos na promoção de crescimento de plantas e no antagonismo ao 

fungo C. falcatum, causador da podridão vermelha em cana-de-açúcar; avaliar o potencial de 

isolados bacterianos na promoção de crescimento de cana-de-açúcar e no biocontrole do fungo 

C. falcatum; testar dois métodos de inoculação de C. falcatum em MPB de cana-de-açúcar. De 

32 isolados testados in vitro, oito produziram sideróforo, ácido cianídrico (HCN) e substâncias 

indólicas (AIA), todos pertencentes ao gênero Pseudomonas e isolados de café. Dez isolados 

produziram dois dos compostos avaliados (AIA e SID) e o restante produziu ao menos um dos 

compostos. O isolado IAC/BECa-029 produziu substâncias difusíveis no meio que inibiram 

99% do crescimento micelial de C. falcatum e 8 isolados inibiram entre 30 e 40%. Oito isolados 

produziram compostos voláteis que inibiram entre 30 e 40% o crescimento micelial. Dezoito 

isolados foram avaliados em casa de vegetação com relação à capacidade de promover o 

crescimento e controle da podridão vermelha em mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar das 

variedades IAC IACSP95-5000 e IACSP97-4039. Nove isolados promoveram o crescimento 

das plantas: IAC/BECf-001, IAC/BECf-004, IAC/BECf-005, IAC/BECf-006, IAC/BECf-002, 

IAC/RBcr4, IAC/RBru1 e IAC/RBca-10 (todos produtores de AIA). As mudas da variedade 

IACSP95-5000 tratadas com os isolados IAC/BECf-002, IAC/BECF-004, IAC/RBCf-006 e 

IAC-RBCa-10 apresentaram aumento nos teores acumulados de Fe, Cu e Zn, na parte aérea. Os 

isolados IAC/BECa-135, IAC/RBCf-005 e IAC-RBcr4 promoveram crescimento das mudas e 

reduziram o número de lesões nas folhas e o tamanho das lesões no colmo causadas por C. 

falcatum. O método de inoculação com discos de micélio foi mais eficiente do que com a 

suspensão de conídios, para causar sintomas de podridão vermelha em mudas de cana-de-

açúcar.  

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento de planta, controle biológico, podridão 

vermelha, Colletotrichum falcatum, mudas pré-brotadas. 



10 

 

Biotechnological potential of beneficial bacteria to promote growth and control red rot 

in pre-sprouted sugarcane seedlings 

ABSTRACT 

The production system of sugarcane pre-sprouted seedlings (PSS) allows the rapid obtaining of 

uniform seedlings with a high standard of phytosanitary quality. During this nursery phase, 

plant growth -promoting bacteria (PGPB) can be used, increasing seedling growth and / or 

phytopathogen biocontrol. The objectives were: to characterize bacterial isolates in relation to 

the production of organic compounds involved in promoting plant growth and antagonism to 

Colletotrichum falcatum, which causes red rot in sugar cane; to evaluate the potential of 

bacterial isolates in promoting sugarcane seedling growth and biocontrol of pathogen; to test 

two methods of C. falcatum inoculation in sugarcane PSS. Of 32 isolates tested in vitro, eight 

produced siderophore, hydrocyanic acid (HCN) and indole substances (AIA), all belonging to 

the genus Pseudomonas and isolated from coffee. Ten isolates produced two of the evaluated 

compounds (indole substances and siderophore) and the rest produced at least one of the 

compounds. The IAC/BECa-029 isolate produced diffusible substances in the medium that 

inhibited 99% of the mycelial growth of C. falcatum and 8 isolates inhibited between 30 and 

40%. Eight isolates produced volatile compounds that inhibited mycelial growth in about 30 to 

40%. Eighteen isolates were evaluated in a greenhouse for their ability to promote growth and 

control of red rot in the varieties IAC IACSP95-5000 and IACSP97-4039 of sugarcane. Nine 

isolates promoted plant growth: IAC/BECf-001, IAC/BECf-004, IAC/BECf-005, IAC/ ECf-

006, IAC/BECf-002, IAC/RBcr4, IAC/RBru1 and IAC/RBca- 10 (all indole substances 

producers). Seedlings of IACSP95-5000 variety treated with isolates IAC/BECf-002, IAC 

/BECF-004, IAC/RBCf-006 and IAC-RBCa-10 showed an increase in shoot Fe, Cu and Zn 

content. The isolates IAC/BECa-135, IAC/RBCf-005 and IAC-RBcr4 promoted seedlings 

growth and reduced the number of leaf lesions and the size of stem lesions caused by C. 

falcatum. The method of inoculation with mycelium discs was more efficient than the 

suspension of conidia, to cause symptoms of red rot in sugarcane seedlings. 

 

Key-words: plant growth- promoting bacteria, biological control, sugarcane red rot, 

Colletotrichum falcatum, pre-sprouted seedlings.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A podridão vermelha, doença sistêmica que afeta a cana-de-açúcar, tem como agente 

causal o fungo Colletotrichum falcatum. Apresenta grande importância econômica devido à 

inversão da sacarose, que ocorre por conta da utilização do açúcar pelo fungo, resultando no 

apodrecimento do colmo e diminuição da massa de cana (PATEL et al. 2019, MONTEIRO, 

2019). Em estágios avançados, a doença pode gerar redução de 25 a 75% no rendimento da 

cana e na recuperação da sacarose (BHARTI et al. 2014; ASHWIN et al., 2018). A doença é 

disseminada pelo vento e chuva que carreiam os esporos, que podem permanecer em estado de 

latência, sem causar sintomas na planta, até que obtenham condições favoráveis para se 

reproduzirem, dificultando diagnóstico e prevenção. Até o momento, o controle da doença é 

realizado com variedades resistentes e uso de fungicidas (DEAN et al. 2012; ASHWIN et al. 

2018). 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) colonizam raízes, caules e 

folhas de plantas sem que haja sintomas de patogenicidade. As BPCPs possuem diversos 

mecanismos que auxiliam no crescimento de maneira direta ou indireta (MANTELIN e 

TOURAINE, 2004). Pela síntese de compostos orgânicos provenientes de seu metabolismo 

secundário, essas bactérias auxiliam no aporte nutricional das plantas, atuando na fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) (SCHULTZ et al., 2012; SILVEIRA et al. 2016), na 

solubilização de macro e micronutrientes como o fósforo (P) e ferro (Fe), entre outros nutrientes 

essenciais (INUI, 2009; SILVEIRA et al. 2019). Além disso, as BPCPs são capazes de sintetizar 

fitohormônios como o ácido indol-3-acético (AIA), pertencente ao grupo das auxinas, 

responsáveis pelo alongamento celular vegetal, atuando de forma direta no crescimento de 

plantas (DOBBELAERE et al. 1999; GALDIANO JÚNIOR, 2009; KRUASUWAN E 

THAMCHAIPENET, 2016).  

As BPCPs também atuam na promoção de crescimento de plantas indiretamente, devido 

à supressão e/ou o controle de organismos fitopatogênicos. Os mecanismos responsáveis pelo 

controle biológico também são abrangentes. A síntese de compostos orgânicos, como os 

antibióticos, pode limitar e suprimir o crescimento de micro-organismos patogênicos (HAYAT 

et al., 2010), assim como a produção de sideróforos que tem importante papel na supressão de 

fungos (PATEL et al. 2019). Além disso, as BPCPs são capazes de produzir enzimas 

hidrolíticas, como a β-1,3glucanase, responsável por destruir a parede celular de fungos 

patogênicos (FERRAZ et al. 2014). 
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 A síntese de compostos voláteis bacterianos, como o ácido cianídrico (HCN), também 

são mecanismos do controle biológico por BPCPs. Esses compostos podem impedir o 

crescimento de fungos patogênicos devido a suas propriedades tóxicas (LAZAZZARA et al. 

2017, BRAVO et al. 2018). Além disso, a inoculação BPCPs em plantas pode induzir 

resistência sistêmica (RSI) contra patógenos causadores de doenças, por uma série de eventos 

moleculares, alterações hormonais e aumento da atividade enzimática relacionada ao estresse 

oxidativo das plantas (VAN LOON, 2007; RAIS et al., 2017).  

 O sistema de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-açúcar consiste na técnica de 

multiplicação rápida, com diminuição do número de colmos por hectare, associada ao alto 

padrão de fitossanidade e uniformidade no plantio (XAVIER et al. 2014). O desenvolvimento 

dessas mudas em viveiros, sob condições de temperatura e umidade controladas, possibilita o 

emprego de BPCPs. O tratamento com isolados bacterianos podem auxiliar no melhor 

desenvolvimento da cana-de-açúcar, visto que essas bactérias possuem mecanismos capazes de 

causar melhor aporte nutricional, incremento de biomassa e controle de doenças causadas por 

fitopatógenos.  

O uso de BPCPs nas culturas agrícolas visa o aumento da produção juntamente com a 

diminuição do uso de insumos agrícolas. A busca por uma agricultura mais sustentável vem 

ganhando destaque no cenário atual e práticas de manejo que integrem o uso de bioinoculantes 

com o manejo tradicional tornam-se cada vez mais necessárias. Estudos anteriores evidenciam 

o potencial de BPCPs em promover o crescimento de cana-de-açúcar (FREITAS, 2011; 

FREITAS-IÒRIO, 2016; SILVEIRA et al. 2018; SANTOS et al. 2018). Porém, pouco se sabe 

sobre a atuação dessas no controle do fungo patogênico Colletotrichum falcatum, causador da 

podridão vermelha, bem como, qual o melhor método para a avaliação desta doença em mudas 

de cana-de-açúcar. 

 

HIPÓTESE 

Os mesmos isolados de bactérias, endofíticas ou rizosféricas, obtidos de diferentes 

espécies vegetais, promovem o crescimento de mudas pré-brotadas de cana e atuam no controle 

do patógeno C. falcatum, causador da podridão vermelha. 
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OBJETIVOS 

 O presente estudo visou avaliar isolados de bactérias benéficas, rizosféricas e 

endofíticas, na promoção de crescimento de MPB de cana-de-açúcar e no controle da doença 

podridão vermelha causada por Colletotrichum falcatum. 

 Objetivos específicos: 

 Caracterizar isolados bacterianos in vitro quanto ao potencial de produção de compostos 

envolvidos na promoção de crescimento de cana-de-açúcar 

 Avaliar o potencial antagônico in vitro de isolados de bactérias ao patógeno Colletotrichum 

falcatum. 

 Avaliar os isolados bacterianos para promoção de crescimento de MPB de cana-de-açúcar e 

controle da doença podridão vermelha. 

 Avaliar diferentes métodos de inoculação de C. falcatum em MPB de cana-de-açúcar 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1    Sistema de plantio de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-açúcar 

 

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar. A área colhida está 

por volta de 8,38 milhões de hectares, com produção de 620,44 milhões de toneladas de cana 

na safra 2018/2019. Estima-se que a produção de cana-de-açúcar na safra 2019/2020 seja de 

622,3 milhões de toneladas. O Sudeste lidera a produção no país com 394,3 milhões de 

toneladas, seguidos por Centro-Oeste, Nordeste, Sul e Norte, com 142; 47; 35,4 e 3,6 milhões 

de toneladas respectivamente na safra 2018/2019 (CONAB, 2019). 

O Brasil possui 410 usinas, onde 172 estão instaladas no estado de São Paulo e a maior 

concentração situa-se no interior, oeste e norte paulista, que correspondem a 42% do total 

brasileiro, e na última safra foram responsáveis pela moagem de 56% do total de cana no país 

(UNICA, 2019, NOVA CANA, 2020). 

O setor canavieiro destina sua produção ao etanol e ao açúcar. Segundo Conab (2019), 

o foco das usinas na última safra foi direcionado em maior quantidade para a produção de 
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etanol, visando o retorno financeiro mais imediato dos investimentos aplicados. Foram 

produzidos 33,14 bilhões de litros de etanol, deixando o Brasil atrás apenas dos Estados Unidos. 

Porém, segue o primeiro na produção mundial de açúcar com 29,04 milhões de toneladas, sendo 

a região Sudeste responsável por 74% dessa produção no país (CONAB, 2019). Esta liderança 

na produção proporciona sucesso no comércio internacional, já que os produtores paulistas 

exportaram neste período U$ 6,9 bilhões (INVESTE SP, 2019). 

 A produtividade da cana-de-açúcar é limitada por fatores ambientais como temperatura, 

umidade, pH e a disponibilidade de nutrientes no solo. Entre esses fatores destaca-se a 

importância da fertilidade do solo que influencia diretamente o estado nutricional da planta. Os 

macronutrientes N, P e K são os mais requeridos, desempenhando importante papel em todas 

as fases de desenvolvimento vegetativo da cana (OLIVEIRA et al. 2011; SILVA et al. 2017). 

O fósforo, por exemplo, é exigido na fase inicial, importante para o desenvolvimento de raízes 

e para impulsionar o perfilhamento, já o nitrogênio ajuda no aumento da produção de biomassa, 

com pico de demanda durante o perfilhamento (ROCHA, 1984; MALAVOLTA, 1989).  

Os micronutrientes Zn, Cu, Mo, B e Fe também são essenciais para o desenvolvimento 

vegetativo da cana-de-açúcar e estão envolvidos nos processos de perfilhamento, ganho de 

biomassa e vigor do colmo (ROCHA, 1984; SOBRAL e WEBER, 1983). Um estudo realizado 

por Mellis et al. (2016) demonstra a importância da fertilização da cana-de-açúcar com 

micronutrientes. A aplicação de Zn e Mo, 10 kg ha-1 e 2 kg ha-1 respectivamente, aumentou o 

rendimento e acúmulo de nutrientes nas folhas da cana. Além disso, a aplicação de Zn resultou 

no aumento de perfilhamento da cana-de-açúcar. 

O plantio convencional da cana-de-açúcar é utilizado desde a chegada das primeiras 

canas no Brasil e atualmente ainda segue como o sistema de plantio mais adotado. Nesse 

sistema a cana é picada em tamanhos variáveis de 30 a 50 cm, de acordo com o comprimento 

médio dos entrenós do colmo. Essas estruturas são chamadas de rebolo (Nordeste), tolete/e ou 

olhadura (Centro-sul), as quais possuem as gemas, responsáveis pela brotação da cana. Após o 

corte os rebolos são postos para brotação diretamente no campo.   

Na época em que o plantio manual era predominante nos canaviais era necessário 

utilizar de 12 a 15 gemas/m de sulco, correspondendo em volume de muda de 8 a 12 t/ha. (IAC, 

2013). Com a introdução do plantio mecanizado, houve um aumento dessas falhas nas linhas 

de plantio e, como forma de mitigar esse problema, o volume das mudas utilizadas chegou a 
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níveis superiores a 20 t/ha (IAC, 2013; GÍRIO et al. 2014), gerando um gasto excessivo de 

colmos. 

 O sistema de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-açúcar foi desenvolvido pelo 

Programa Cana IAC em 2009. O método tem o objetivo de diminuir o volume de mudas 

utilizadas no campo associadas ao alto padrão de fitossanidade e uniformidade no plantio, 

resultando em acréscimos de ganhos na produção. Nesse sistema é empregado um volume de 

mudas de apenas 2 t/ha (IAC, 2013).  

 O sistema MPB de cana-de-açúcar é desenvolvido em viveiros, em ambientes onde a 

temperatura, umidade e irrigação são controladas; estas condições permitem o emprego de 

micro-organismos benéficos, como as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs). 

Essas, quando aplicadas em solo, substrato e/ou na planta, podem trazer benefícios como ganho 

de biomassa, pelo aumento na absorção de nutrientes essenciais para o desenvolvimento da 

planta, atuando como fertilizante biológico (SILVA, 2010; FERRARA et al. 2012; TURAN et 

al. 2012; FINKEL et al. 2017; SILVEIRA et al. 2018; ROSSETTO et al. 2021; CIPRIANO et 

al. 2021). Também podem induzir resistência sistêmica na planta, tornando-as resistentes contra 

o ataque de patógenos causadores de doenças (CHOUDHARY et al. 2007).  

 

2.2    Aspectos gerais da podridão vermelha 

 

A doença podridão vermelha tem como agente causal o fungo Colletotrichum falcatum 

(KIMATI et al. 2005; NECHET, et al. 2016) e ocorre em regiões tropicais e subtropicais.  

A doença causa grande impacto econômico, devido à inversão da sacarose, que ocorre 

no interior dos colmos. O fungo utiliza o açúcar produzido pela cana como fonte de energia 

para seu desenvolvimento, causando danos como a diminuição na germinação dos toletes, na 

fase inicial do cultivo da cana-de-açúcar, e o apodrecimento do colmo, o que causa diminuição 

da massa e consequentemente a perda de sacarose (PATEL et al. 2018; MONTEIRO, 2019).  

Em estágios avançados, a doença pode gerar redução no rendimento da cana e na 

recuperação da sacarose em torno de 25-75% (ASHWIN et al. 2018; BHARTI et al. 2017). O 

primeiro relato de identificação da doença foi feito por Went em 1893 (KIMATI et al. 2005) 

espalhando-se pelo mundo devido à disseminação da cana-de-açúcar. 
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O sintoma da doença é a presença de lesões vermelhas na nervura central das folhas, de 

tamanhos variáveis; nas folhas velhas as lesões podem acometer toda a extensão da nervura. 

Em variedades suscetíveis, com o desenvolvimento da planta, as folhas do palmito ficam 

amarelas e cessam o crescimento. As bainhas foliares de cor palha ficam tomadas por pequenos 

pontos pretos em sua superfície, correspondentes à esporulação do C. falcatum. A região nodal 

apresenta áreas necrosadas, com bordos definidos que evoluem até completa necrose dos 

entrenós, tornando-se de cor pardo-escura com a presença dos acérvulos do fungo. No estágio 

avançado, o interior do colmo apodrece apresentando cor avermelhada, característica que dá 

nome à doença (KIMATI et al. 2005; MONTEIRO, 2019).  

A disseminação da doença em geral se dá pela chuva e o vento que transportam os 

esporos do fungo (MATSUOKA, 2013). O controle da doença, até o momento, é feito pelo 

emprego de variedades resistentes e uso de fungicidas. 

O gênero Colletotrichum pertence ao Filo Ascomycota da ordem dos Melanconiales 

(VELHO, 2016); estabelecido por Corda em 1831, destaca-se como um dos mais importantes 

fungos patogênicos, responsável por diversas doenças em culturas agrícolas no mundo 

(MENEZES, 2006; GUARNACCIA, et al. 2017). O gênero foi incluído na lista dos 10 fungos 

patogênicos de maior importância no mundo, ocupando a oitava posição (DEAN et al. 2012). 

As espécies de Colletotrichum podem infectar mais de 30 gêneros de plantas em diversos 

países. Uma única espécie pode ocasionar doença em vários hospedeiros, bem como um único 

hospedeiro pode ser atacado por várias espécies de Colletrotrichum (MENEZES, 2006). 

Colletotrichum spp. são conhecidos por causarem antracnose em frutos e sementes, manchas 

foliares e podridões em caules e colmos. A espécie Colletotrichum falcatum pertence à família 

Glomerellaceae da ordem Glomerellales e em sua fase teleomórfica corresponde a Glomerella 

tucumanensis. Foi reportado por Went em Java, na Indonésia em 1893 (KIMATI et al. 2005). 

Morfologicamente apresenta micélio pouco aéreo, de coloração branca e, em estágio de 

idade avançada, atinge a coloração branco/acinzentado, com aspecto de algodão. Na massa de 

cor laranja, estão presentes os acérvulos sub-epidérmicos, eruptivos com setas pardo escuras, 

septados, podendo ser retas ou tortuosas e na sua base acoplam os conidióforos curtos, hialinos 

contendo os conídios, falcados (em forma de canoa) unicelulares e granulosos, recobertos por 

uma camada gelatinosa, constituídas de polissacarídeos e proteínas solúveis em água, dando ao 

conjunto um tom levemente rosado. O tamanho dos conídios varia entre 16-48µm (TOKESHI, 

1982; KIMATI et al. 2005; CAI et al. 2009).  
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A faixa de temperatura ideal para seu desenvolvimento é de 25 ºC e sua taxa de 

crescimento micelial é em média 0,5 cm/dia (MAIA et al., 2011). Para que ocorra a germinação 

dos conídios é necessária a presença de água livre ou elevada umidade relativa (acima de 90%). 

A formação do apressório ocorre na extremidade do tubo germinativo do conídio ou nas 

extremidades de hifas do micélio. Os apressórios são estruturas importantes, atuando como 

órgão de sobrevivência do fungo, pois são resistentes às condições adversas do ambiente 

(MENEZZES, 2006).  

O processo inicial de infecção de C. falcatum no hospedeiro ocorre por duas vias: (1) 

pelas injúrias, como as deixadas pela broca (Diatraea saccharalis); (2) pela liberação de 

enzimas extracelulares produzidas pelo fungo, capazes de degradar a parede celular da planta 

hospedeira (PANUTTI et al. 2013). Após a quebra da barreira física do hospedeiro pelo fungo, 

o apressório adere-se à superfície do hospedeiro devido a produção de mucilagem 

hemicelulósica, emitindo as hifas de penetração que irão penetrar e colonizar os espaços 

intercelulares do hospedeiro (MENEZZES, 2006).  

C. falcatum utiliza o açúcar produzido pela cana como fonte de energia para seu 

desenvolvimento metabólico. O fungo hidrolisa a sacarose armazenada, produzindo a enzima 

invertase responsável por quebrar as moléculas de sacarose em glicose e frutose, resultando no 

aumento do melaço (SEHTIYA, 1993). O melaço será transformado em álcool e à medida que 

o álcool evapora o colmo perde biomassa, reduzindo a massa da cana de forma irreversível, 

tornando-a inviável para o mercado (PATEL et al., 2018).   

 

2.3    Bactérias promotoras de crescimento de plantas 

 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem ser simbiontes e não 

simbiontes (HAYAT et al., 2010). As BPCPs são divididas em grupos de acordo com seu 

habitat e classificadas como em rizobactérias epifíticas e endofíticas. Quando colonizam a 

rizosfera (porção do solo que sofre influência direta das raízes) são chamadas de rizobactérias 

(WEBLEY et al. 1953); as epifíticas colonizam apenas a superfície de folhas e caules e as 

bactérias endofíticas colonizam o interior das células de raízes, caules e folhas (FREITAS, 

2011).  
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As bactérias endofíticas colonizam o interior das células vegetais, porém se diferenciam 

das simbiontes por não estabelecerem interações morfofisiológicas com seu hospedeiro. Essas, 

têm se destacado devido ao mecanismo de colonizar o tecido interno das raízes, caules e folhas, 

sem que haja qualquer sintoma de patogenicidade. Segundo Shiomi et al. (2008), as bactérias 

endofíticas estão presentes em todas as espécies vegetais, permanecendo em estado de latência 

ou colonizando ativamente os tecidos de forma local ou sistêmica, e, por ocuparem um nicho 

semelhante ao ocupado pelos patógenos, apresentam forte potencial no controle biológico. 

Outros efeitos benéficos proporcionados por bactérias são: Fixação biológica de nitrogênio 

(FBN), absorção de nutrientes e produção de substâncias promotoras de crescimento vegetal, 

como fitohormônios e sideróforos (FREITAS, 2016). 

As bactérias benéficas mais estudadas são: do gênero Pseudomonas, Azospirillum, 

Serratia, Bacillus, Enterobacter e Azobacter (MELO, 1998; SANDHYA et al. 2010; PYLAK 

et al. 2019).  Barreto et al. (2018) mostraram que a inoculação do mix de bactérias diazotróficas 

endofíticas (Gluconacentobacter, Enterobacter, Pantoea e Rhizobium), em mudas 

micropropagadas de cana-de-açúcar, em solo, resultou no aumento de matéria seca da parte 

aérea, sem que houvesse a adição de fertilizante nitrogenado. Li et al. (2017) isolaram espécies 

de Pseudomonas da rizosfera de cana-de-açúcar que mostraram potencial de promoção de 

crescimento e antagonismo a patógenos. Dentre as espécies isoladas, apenas duas: P. koreensis 

e P. entomophila apresentaram atividade da nitrogenase, com expressão do gene nifH, 

característica diretamente ligada à FBN. 

Os mecanismos de ação para a promoção de crescimento das plantas podem acontecer 

de forma direta ou indireta (KLOEPPER, 1993; DOBBELAERE et al. 2003; MANTELIN e 

TOURAINE, 2004). Os mecanismos diretos de promoção de crescimento consistem na 

capacidade de BPCPs em reforçar a disponibilidade de nutrientes essências para as plantas 

como N, P e Fe e na síntese de fitohormônios como o ácido indol-3-acético (AIA), etileno, 

citocinina e giberelina (INUI, 2009; HAYAT et al. 2010; GÍRIO, 2014; SILVEIRA et al. 2016).  

A aquisição de nutrientes pelas plantas em geral ocorre devido à capacidade das BPCPs 

de mineralizar as formas orgânicas de macros e micronutrientes presentes no solo, pela síntese 

de enzimas, como por exemplo as fosfatases, ou solubilizar as formas insolúveis, que são 

absorvidas com maior facilidade pelas plantas (HAYAT et al. 2010; TAULÉ et al. 2012; LI et 

al. 2017; ZIA et al. 2019a). Além disso, a porção do solo (rizosfera), que sofre influência direta 

da liberação de compostos orgânicos produzidos pelo metabolismo das bactérias, pode sofrer 

alterações de pH, tornando mais ácida, favorecendo a solubilização dos elementos inorgânicos 
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e a quelação de cátions por ácidos orgânicos (CHABOT et al. 1996; TIRONI et al. 2009). A 

atuação de BPCPs no aporte nutricional das plantas, resultando no aumento de biomassa e 

consequentemente auxiliando no seu crescimento e desenvolvimento, já foi bem documentada 

em diversos estudos (TURAN et al. 2012; SILVEIRA et al. 2016; SILVEIRA et al. 2018; 

SANTOS et al. 2019; LABANCA et al, 2020; CIPRIANO et al. 2021; ROSSETTO et al 2021). 

O N possui suma importância no desempenho de culturas agrícolas, como a cana-de-

açúcar, e diversos estudos têm mostrado os benefícios trazidos pelas bactérias diazotróficas 

endofíticas associadas a diversas culturas, na assimilação e disponibilidade de N para a planta 

(FREITAS, 2011; SCHULTZ et al. 2012; GÍRIO, 2014). Silveira et al. (2016) relatam o 

potencial do endófito Achromobacter insolitus em promover crescimento de plantas de trigo 

devido à capacidade da bactéria em sintetizar o fitohormônio ácido indolacético (AIA) e fixar 

Nitrogênio, além de incrementos na atividade das enzimas redutase do nitrato e sintetase da 

glutamina, ligadas ao metabolismo redutivo de assimilação do N na planta. 

A síntese de sideróforos é mais um mecanismo envolvido na promoção de crescimento 

de plantas por BPCPs. Os sideróforos são pequenas moléculas de baixo peso molecular, que 

quelam o Ferro presente no solo e o transformam em complexos solúveis de Fe3+, absorvidos 

pelas plantas (JIN et al. 2014).  

Cipriano et al. (2021) relacionam a produção de sideróforos bacterianos com o aumento 

significativo na quantidade acumulada e no uso e eficiência de ferro em mudas de cana-de-

açúcar tratadas com isolados de Pseudomonas fluorescens, Burkholderia caribensis, Kosakonia 

radicincitans e Herbaspirillum sp. Estudos recentes também mostram a síntese de sideróforos 

por diversas espécies de Pseudomonas. P. putida, P. cepacia, P. fluorescens, com destaque para 

maior produção de sideróforos por Pseudomonas aeruginosa, consideradas como BPCPs 

(JOSHI et al. 2018). 

 A produção de fitohormônios por bactérias é uma das principais características quanto 

à promoção de crescimento de plantas. De modo geral, estes compostos estão naturalmente 

presentes em baixas concentrações nas células vegetais, atuando em diversos sítios e tecidos. 

Os hormônios vegetais incluem as giberelinas, citocininas, ácido abscísico (ABA), 

brassionosteroides (BRS), ácido jasmônico (JA), ácido salicílico (SA), etileno e o ácido indol-

3-acético (AIA), pertencente ao grupo das auxinas, e estão envolvidos em todos os processos 

das plantas, desde a germinação até a senescência, incluindo as vias de defesa (VEGA-

CALEDÓN et al. 2016).  
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A síntese de giberelinas e auxinas por BPCPs são os fitohormônios mais estudados, 

devido à relação direta no crescimento de plantas. O AIA modula o alongamento celular 

radicular, na formação de raízes laterais e na formação de pelos radiculares (GALDIANO 

JÚNIOR, 2009), enquanto as giberelinas são responsáveis pelo aumento da parte aérea das 

plantas. Khan et al. (2014) mostraram que a bactéria endofítica Sphingomonas sp. produziu 

giberelinas, fisiologicamente ativas e inativas, e ácido indolacético. Quando inoculada em 

tomate promoveu crescimento significativo da parte aérea e da raiz, além de melhorar o 

conteúdo de clorofila em comparação ao controle. 

Kruasuwan e Thamchaipenet (2016) caracterizaram 135 isolados bacterianos de cana-

de-açúcar quanto ao potencial de promoção de crescimento, sendo que três gêneros 

(Streptomyces, Microbispora e Enterobacter) se destacaram pela síntese de AIA. Quando as 

mudas de cana-de-açúcar foram tratadas com esses isolados bacterianos, houve aumento de 44-

59% da parte aérea e 125-128% do comprimento das raízes, comparando-se com as mudas não 

tratadas. 

 Diversos mecanismos já foram descritos na síntese de compostos bacterianos que atuam 

no controle de pragas e doenças de plantas, dentre eles a produção de antibióticos, produção de 

enzimas, expressão de genes ligados à defesa, a produção de sideróforos e a produção de 

compostos voláteis são os mais estudados (BAKKER e SCHIPPERS 1987; HAYAT et al. 2010; 

EFFMERT et al. 2012; NASCIMENTO e BARRIGOSSI, 2014; SHAHID et al. 2017; 

MÉNDEZ-BRAVO et al. 2018).  

 Os antibióticos são sintetizados por micro-organismos como resultantes do 

metabolismo secundário. De modo geral a liberação dos antibióticos concentra-se na rizosfera 

e atua na supressão de patógenos de solo (GEORGAKOPOULOS et al. 1994; SARNIGUET 

KRAUS et al. 1995). As sínteses dos antibióticos, oomicina, fenazina e pyoluteorina, são as 

mais estudadas (BAGNASCO et al. 1998; MAVRODI et al. 2007; HAYAT et al. 2010; 

SANDHYA et al. 2010).  

Os mecanismos de ação dos antibióticos são diversos e atuam em diferentes sítios. A 

fenazina, produzida por Pseudomonas, por exemplo, inibe o transporte de elétrons, afetando 

processos importantes para a sobrevivência dos patógenos, como a síntese de ATP; a 

ferripiocelina catalisa a formação de radicais hidroxila, danificando lipídios e outras moléculas. 

Portanto, podem interferir no desenvolvimento de outros micro-organismos (HASS E 

DÉFAGO, 2005; SOUZA, 2014). 
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As BPCPs produzem compostos voláteis, podendo ser de origem orgânica ou inorgânica 

(MCNEAL E HERBERT, 2009; MÉNDEZ-BRAVO et al., 2018). A emissão desses compostos 

ocorre no solo e na atmosfera e possui importante papel na interação com plantas e outros 

micro-organismos. Influenciam em processos fisiológicos, como por exemplo, a nitrificação e 

mineralização de nitrogênio e também atuam como compostos de defesa contra patógenos 

(EFFMERT et al., 2012).  

O cianeto de hidrogênio (HCN) é um exemplo de composto volátil produzido por 

algumas espécies bacterianas, como as Pseudomonas e está ligado à defesa da planta a 

organismos patogênicos (GUPTA E BUCH, 2019). O HCN inibe diversas enzimas metálicas, 

especialmente a enzima citocromo c oxidase relacionada à cadeia respiratória dos seres vivos. 

Deste modo, este composto volátil possui características tóxicas capazes de interferir na maioria 

dos organismos aeróbicos (BAKKER E SCHIPPERS, 1987; RIJAVEC E LAPANJE, 2017). 

Outro benefício trazido pela síntese metabólica bacteriana é a produção de sideróforos. 

Além de auxiliarem na absorção de Fe pela planta, a alta afinidade dos sideróforos bacterianos 

com o Fe limita a disponibilidade deste micronutriente para outros micro-organismos, 

especialmente os fungos. Dessa maneira a atuação do biocontrole por BPCPs se dá pela 

competição por Fe (BROEK et al. 2003; PICARD et al. 2004; GUPTA e BUCH, 2019).  

Algumas espécies pertencentes ao grupo das Pseudomonas fluorescentes são 

reconhecidas pela síntese de sideróforos do tipo pioverdina (Pvd). O pigmento difusível 

extracelular chamado de pioverdina (Pvd) ou pseudobactina, que dá característica de 

fluorescência a essas bactérias, possui alta afinidade com os íons de Fe3+, e também funciona 

como um antibiótico difusível bacteriostático e fungiostático, pela privação de Fe para 

patógenos presentes em solos com pH acima de 6 (NADU E NADU, 2002; SHAHID et al. 

2017; JOSHI et al. 2018). 

A produção de enzimas hidrolíticas também já foi constata em rizobactérias. Enzimas 

como a quitinase e β1,3-glucanase são responsáveis pela quebra de polissacarídeos da parede 

celular de fungos (FERRAZ et al., 2014). Zia et al. (2019a) obtiveram 45 isolados de bactérias 

da rizosfera e endosfera de diferentes variedades de cana-de-açúcar, sendo que três isolados de 

Bacillus mostraram capacidade de produzir diferentes concentrações da enzima hidrolítica 

glucanase (0,1-0,3 U/mL) e inibiram o crescimento micelial de C. falcatum  em cerca de 52-

63%.   
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O processo de indução de resistência ou imunidade inata das plantas é desencadeado 

pelo primeiro contato de um micro-organismo com a planta hospedeira. Células da parede 

celular vegetal possuem em sua superfície receptores de reconhecimento padrão (RRP) que irão 

reconhecer os chamados “padrões moleculares associados a micróbios ou patógenos” 

(PMAMs/PMAPs), ativando vias de sinalizações específicas, responsáveis pela resposta inicial 

de defesa das plantas (BOLLER e HE 2009; DODDS e RATHJEN 2010). 

Os PRRs são receptores de origem proteica, chamados de quinases do tipo receptor 

(QTRs), possuem um domínio citoplásmico de proteína quinase serina/treonina, que é ativado 

através da ligação de um elicitor ao domínio extracelular do receptor. Os QTRs são estruturas 

essenciais das vias de transdução de sinal, capazes de controlar uma vasta variedade de 

processos importantes, especialmente a resposta de defesa contra patógenos (BECRAFT, 2002; 

COSTA et al. 2016).  

As respostas de defesa desencadeadas pela transdução de sinais nas plantas são 

variáveis, podendo atuar de forma rápida e local como a resposta de hipersensibilidade (RH), 

onde uma pequena quantidade de células vegetais localizada no ponto de infiltração do micro-

organismo morre, devido ao aumento de espécies reativas de oxigênio (STAEL et al. 2015) ou 

sistêmica, onde um único ponto de infecção gerará respostas de defesa em toda planta. A 

biossíntese de fitohormônios é essencial para o processo de resistência sistêmica das plantas; o 

aumento de ácido jasmônico, etileno e ácido salicílico e outros fitohormônios ativa as vias de 

sinalizações nucleares, desencadeando a expressão e reprogramação de genes ligados à defesa 

das plantas (FERREIRA et al. 2020).  

Outra via de sinalização de suma importância para a resistência desencadeada por 

elicitor são as proteínas relacionadas à patogenicidade, também conhecidas como PR proteínas. 

Essas proteínas estão ligadas às rotas de biossíntese de compostos nitrogenados que poderão 

gerar a lignificação e engrossamento da parede celular, produção e acúmulo de fitoalexinas, 

entre outros. As principais PR proteínas são as quitinases e β-1,3-glucanases, que degradam os 

polissacarídeos da parede celular de patógenos, principalmente a parede celular dos fungos, 

bloqueando a infecção e multiplicação nas células vegetais (BERTOLDO e MAZARO, 2018; 

MUTHIAH et al. 2013;). 

O processo de resistência das plantas é dividido em resistência sistêmica adquirida 

(RSA) e resistência sistêmica induzida (RSI) (VAN PEER et al. 1991). No nível fenotípico, os 

dois tipos de resistência são parecidos, porém diferenciam-se no nível molecular e nas vias de 
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sinalizações utilizadas. A acumulação de ácido salicílico associa-se às vias da RSA, já o 

aumento de ácido jasmônico e etileno estão presentes na RSI, por exemplo. Muitos níveis de 

expressão de genes ligados a RSI não são acionados pela elicitação de micro-organismos 

benéficos, fato que possibilita que BPCPs colonizem as plantas sem que sejam associadas ao 

ataque de patógenos (CHOUDHARY et al., 2007). Mariutto et al. (2014) relataram a ativação 

da via de sinalização do jasmonato em plantas de tomate, devido à síntese de ácidos graxos e a 

principal enzima da via oxylipin, a lipoxigenase (LOX), ligada à resistência a patógenos, 

induzidas por P. putida. 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo foi dividido em duas etapas: (1) Testes in vitro, em laboratório, para 

caracterização da capacidade dos isolados em produzir compostos promotores de crescimento 

ou de biocontrole do patógeno (2) Testes in vivo, realizados em casa de vegetação, para 

avaliação do efeito de isolados bacterianos com potencial na promoção de crescimento e do 

biocontrole do patógeno C. falcatum em MPB de duas variedades de cana-de-açúcar.  

 

3.1 Testes in vitro 

 

3.1.1 Isolados bacterianos 

 

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratório de Microbiologia do Solo, 

do Centro de Solos e Recursos Ambientais no Instituto agronômico – IAC, em Campinas. Ao 

todo 32 isolados bacterianos pertencentes à Coleção de Micro-organismos Benéficos do Centro 

de Solos do IAC foram testados (Tabela 1). Destes, 15 isolados bacterianos foram obtidos de 

plantas de alface, rúcula, crisântemo, milho e cana-de-açúcar, rizosféricos ou endofíticos, 

descritos em estudos anteriores como bactérias promotoras de crescimento de plantas 

(CIPRIANO et al., 2021; ROSSETTO et al., 2021; LABANCA et al., 2020; CIPRIANO et al. 

2016; FREITAS-IÓRIO, 2016; SILVEIRA et al. 2018; ROSSETTO, 2018). Dezessete isolados 

bacterianos, rizosféricos ou endofíticos, foram obtidos de plantas de café, com potencial para 

serem utilizados como bactérias promotoras de crescimento de planta (Tabela 1).  
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Tabela 1. Micro-organismos empregados nos testes realizados in vitro, com o número do 

isolado, cultura de origem, variedade da cultura, característica do isolado e gênero/espécie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2    Caracterização dos isolados bacterianos 

3.1.2.1   Produção de substâncias indólicas (AIA) 

A determinação da produção de substâncias indólicas (AIA) pelos isolados bacterianos 

foi realizada segundo BRIC et al. (1990). Os isolados foram repicados em meio de cultura 

tripticaseína de soja diluído 10 vezes, cobertos com membrana de nitrocelulase, incubados em 

BOD a 28ºC durante 24 horas. Após esse período as membranas foram retiradas e saturadas 

Isolado Origem Variedade Tipo Gênero

IAC/BECf-001 Café Obatã Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-002 Café Mundo novo Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-003 Café Mundo novo Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-004 Café Obatã Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-001 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-002 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-003 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-004 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-005 Café Obatã Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-006 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-007 Café Robusta Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-008 Café Mundo novo Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-009 Café Mundo novo Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/RBCf-010 Café Mundo novo Rizosférica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-005 Café Mundo novo Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-011 Café Mundo novo Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECf-012 Café Mundo novo Endofítica Pseudomonas  sp.

IAC/BECa-023 Cana-de-açúcar SP 80-3280 Endofítica Burkholderia sp.

IAC/BECa-029 Cana-de-açúcar SP81-3250 Endofítica Burkholderia sp.

IAC/BECa-088 Cana-de-açúcar SP81-3250 Endofítica Burkholderia caribensis

IAC/BECa-090 Cana-de-açúcar RB5536 Endofítica Kosakonia radicincitans

IAC/BECa-095 Cana-de-açúcar IAC5000 Endofítica Kosakonia radicincitans

IAC/BECa-099 Cana-de-açúcar SP 80-3280 Endofítica Burkholderia tropica

IAC/BECa-135 Cana-de-açúcar SP81-3250 Endofítica Burkholderia  sp.

IAC/BECa-141 Cana-de-açúcar IAC5000 Endofítica Pseudomonas fluorescens

IAC/BECa152 Cana-de-açúcar SP 80-3280 Endofítica Herbaspirillum fringens

IAC-RBcr4 Crisântemo - Rizosférica Pseudomonas putida

IAC-RBcr6 Crisântemo - Rizosférica Pseudomonas parafulva

IAC-RBru1 Rúcula - Rizosférica Pseudomonas fluorescens

IAC-RBmi1 Milho - Rizosférica Pseudomonas guariconensis

IAC-RBal4 Alface - Rizosférica Pseudomonas oryzihabitans

IAC-RBCa-10 Cana-de-açúcar Rizosférica Bacillus sp.
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com solução Salkowsky (1mL de FeCl3.6H2O a 0,5 M em 50mL de HClO4 35%) e incubadas a 

temperatura ambiente por um período de até 2 horas. Os isolados que formaram um halo roxo 

e/ou avermelhado na membrana de nitrocelulose, dentro do período de 30 minutos a 2 horas, 

foram considerados produtores de substâncias indólicas (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.Teste qualitativo de produção de substâncias indólicas (AIA) pelo isolado bacteriano. 

A formação de halo roxo em volta da colônia, na membrana de nitrocelulose, indica resultado 

positivo. 

 

3.1.2.2    Produção de sideróforos 

 

A produção de sideróforos foi avaliada segundo SCHWYN e NEILANDS (1984), 

modificado por CATELLAN (1999). Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos de 

ensaio contendo 3mL de meio de cultura B King líquido (KING e RANEY, 1954) e incubados 

sob agitação de 120 rpm a 28ºC durante 7 dias. Posteriormente, adicionou-se 1mL das culturas 

em microtubos de 1,5mL de capacidade. Os microtubos foram centrifugados durante 15 

minutos a 9500 x g. Foram adicionados 100 µL do sobrenadante de cada cultura de isolado 

em poços de microplaca e 100 µL do reagente cromo azurol S (CAS) (ALEXANDER e 

ZUBERER, 1991). As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos. A 

mudança da coloração azul para alaranjada indica a produção de sideróforos pelos isolados 

bacterianos (Figura 2). Como controle negativo foi utilizado Bacillus spp. e como controle 

positivo Pseudomonas spp. descritos anteriormente como não produtor e produtor de 

sideróforos respectivamente (FERNANDES, 2012). 
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Figura 2. Teste qualitativo com isolados bacterianos para produção de sideróforos. A mudança 

da coloração azul para laranja indica a produção de sideróforos. 

 

3.1.2.3    Produção de ácido cianídrico (HCN) 

A avaliação de produção de HCN foi realizada segundo BAKKER e SCHIPPERS 

(1987). Para isolados de Pseudomonas sp. foi utilizado meio de cultura B King (KING e 

RANEY, 1954) acrescido de 4,4 g/L de glicina e para as demais espécies (Tabela 1) foi 

utilizado meio Batata Dextrose Ágar (BDA). Em cada placa invertida foi colocado na tampa 

uma folha de papel filtro, embebida com solução de ácido pícrico a 5 % e Na2CO3 a 2%. As 

placas foram seladas com parafilme e mantidas em câmara de incubação (BOD) a 28ºC por 

um período de 24 horas. A mudança da cor do papel filtro de amarelo para laranja indica a 

produção de HCN (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Teste qualitativo de produção de HCN por isolados bacterianos. A mudança da 

coloração amarela para laranja indica a produção de HCN.  
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3.1.3    Avaliação de antagonismo in vitro ao patógeno Colletotrichum falcatum 

 

Foram realizados testes de antagonismo in vitro ao patógeno C. falcatum pela técnica 

de pareamento bactéria-fungo. Os 32 isolados (Tabela 1) foram testados quanto à atividade 

antagônica ao fungo C. falcatum por meio do antagonismo: (1) direto e (2) indireto.   

 

3.1.3.1   Teste de antagonismo pelo mecanismo direto 

 

Para avaliação de antagonismo pelo mecanismo direto foi utilizado o método de dupla 

cultura (TAP) descrito por DENNIS e WEBSTER (1971). Os isolados bacterianos foram 

cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Cada isolado bacteriano foi 

repicado em tubo de ensaio contendo 6 mL de meio de cultura Ágar Nutriente líquido, mantido 

por 24 horas em câmara de incubação com agitação de 120 rpm a 28ºC. 

Foram preparados discos de papel filtro com 7 mm de diâmetro, esterilizados em estufa 

a 170ºC. Os discos foram mergulhados no inóculo bacteriano até serem totalmente embebidos. 

O fungo C. falcatum foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura sólido V8. Foram 

retirados de uma cultura em desenvolvimento ativo, discos de micélio fúngico de 7 mm de 

diâmetro. Os discos fúngicos e bacterianos foram postos em placa de Petri contendo meio BDA. 

A distância entre o patógeno e a bactéria inoculados foi de 5 cm (Figura 4). Após a inoculação, 

as placas foram mantidas em câmara de incubação a 25ºC durante 9 dias, tempo necessário para 

o fungo crescer e ocupar todo o espaço da placa. O percentual de inibição do crescimento 

fúngico por contato direto pelos isolados bacterianos foi obtido pela fórmula (IDRIS et al., 

2006): % inibição = [(R-r)/R] x 100, onde, R é o raio do crescimento fúngico para o centro da 

placa do controle e r é o raio do crescimento fúngico no tratamento com a bactéria. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Placa de Petri com disco bacteriano e disco fúngico a 5 cm de distância no teste de 

antagonismo por contato direto. 

 

5 cm 
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3.1.3.2    Antagonismo pelo mecanismo indireto 

 

O mecanismo de contato indireto (TAV) foi avaliado pela capacidade dos isolados 

bacterianos de inibirem o crescimento micelial de C. falcatum pela produção de compostos 

voláteis. Foi utilizado o método adaptado de dupla cultura de MÉNDEZ - BRAVO (2018). 

Os isolados bacterianos foram cultivados em placa de Petri contendo meio de cultura 

BDA. Cada isolado bacteriano foi repicado em tubo de ensaio contendo 6 mL de meio de cultura 

Ágar Nutriente líquido, mantido por 24 horas em câmara de incubação com agitação de 120 

rpm a 28ºC. 

Foram preparados discos de papel filtro com 7 mm de diâmetro, esterilizados em estufa 

a 170ºC. Os discos foram mergulhados no inóculo bacteriano até serem totalmente embebidos. 

O fungo C. falcatum foi cultivado em placa de Petri contendo meio V8, meio rico em nutrientes 

para o desenvolvimento do patógeno. Foram retirados de uma cultura em desenvolvimento 

ativo, discos de micélio fúngico de 7 mm de diâmetro. 

Os discos fúngicos e bacterianos foram postos em placas de Petri de 8 cm de diâmetro, 

com uma divisória no meio, contendo meio BDA em ambos os lados. A distância do patógeno 

e da bactéria foi de 5 cm (Figura 4). Após a inoculação, as placas foram mantidas em câmara 

de incubação a 25ºC durante 5 dias, tempo necessário para o fungo crescer e ocupar todo o 

espaço da placa. 

A percentagem de inibição do crescimento fúngico por contato indireto dos isolados 

bacterianos foi medida pela mesma fórmula utilizada no teste de antagonismo pelo mecanismo 

de contato direto (IDRIS et al., 2006). 

 

3.1.4   Análise estatística 

 

 Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado com 5 

repetições, sendo cada repetição representada por uma placa de Petri. Os dados obtidos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott 

(P <0,05), utilizando-se o software SISVAR. 

 

3.2 Experimentos in vivo    

  

 Foram realizados dois experimentos separadamente. No primeiro foram utilizadas 
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MPBs de cana-de-açúcar da variedade IACSP95-5000, tratadas com fungicida (conforme o 

método padrão de produção de MPB), testando-se dois métodos de inoculação do patógeno 

C. falcatum. No segundo experimento foram utilizadas MPBs da variedade IACSP97-4039, 

sendo que os minirrebolos não foram tratados com fungicida, com o intuito de isolar o possível 

efeito que poderia ter sobre a podridão vermelha da cana-de-açúcar. Todas as mudas foram 

provenientes do Centro de Cana do IAC – Ribeirão Preto. 

 

3.2.1 Efeito dos isolados bacterianos na promoção do crescimento de mudas pré-brotadas 

(MPB) de cana-de-açúcar, variedade IACSP95-5000 

  

 O primeiro experimento, com a variedade IACSP95-5000, foi realizado em casa de 

vegetação, localizada na Fazenda Santa Elisa, pertencente ao Instituto Agronômico, 

Campinas, SP. Foi avaliado o potencial de nove isolados bacterianos: IAC/BECa-135, 

IAC/BECa-152, IAC/BECf-002, IAC/BECf-004, IAC/RBCf-005, IAC/RBCf-004, 

IAC/RBCf-006, IAC-RBcr4, IAC-RBCa-10 (Tabela 1) e um controle sem inoculação de 

bactéria em mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar.  

 Os isolados foram transferidos para placa de Petri contendo meio BDA sólido e 

mantidos em câmara de incubação (BOD) a 28ºC por 24 horas. Posteriormente, foram 

repicados em tubo de ensaio contendo 6mL de meio Ágar Nutriente líquido, incubado a 28ºC 

sob agitação de 120 rpm por 24h. Após o crescimento bacteriano em tubos, os 6mL de inóculo 

foram transferidos para Erlenmeyers de 250mL com meio Ágar Nutriente líquido e incubado 

novamente em BOD por 72 horas. As concentrações dos inóculos constam da Tabela 2.  
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Tabela 2. Concentração dos inóculos bacterianos empregados em mudas pré-brotadas (MPB) 

de cana-de-açúcar, variedade IACSP95-5000.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na primeira etapa de obtenção das MPBs, os minirrebolos foram postos em bandejas com 

substrato comercial Carolina Soil® contendo 24 minirrebolos por bandeja (Figura 5). A primeira 

inoculação bacteriana ocorreu um dia após o plantio (5mL de inóculo bacteriano) em cada gema 

do minirrebolo (Figura 5). As bandejas permaneceram na casa de vegetação, em estruturas sob 

sombrite, por um período de 20 dias. Em seguida, os minirrebolos brotados foram 

transplantados para tubetes, com substrato orgânico comercial Carolina Soil® (Figura 6). A 

adubação, descrita na Tabela 3, foi feita segundo recomendação de LANDELL et al. (2012). 

Foi realizada a segunda inoculação (10mL) de inóculo bacteriano no substrato de cada tubete, 

que permaneceu por mais 40 dias sem a cobertura de sombrite. Após 60 dias, uma parte das 

mudas (5 mudas por tratamento) foi colhida, separada em raiz e parte aérea, que foram secas 

em estufa a 60ºC e pesadas para determinação da massa de matéria seca (MS). Outras cinco 

mudas por tratamento foram empregadas para o teste de biocontrole da podridão vermelha. 

 A parte aérea das mudas após secagem foi triturada em moinho e encaminhada para o 

Laboratório de análise de solo e planta, do Instituto Agronômico, para avaliação do estado 

nutricional das plantas. 

  

Tratamentos 1ª Inoculação 2ª Inoculação 3ª Inoculação 4ª Inoculação

IAC/BECa-135 1,07x10
8

3,04x10
9

 2,33x10
9 

1,48x10
9

IAC/BECa-152 2,31x10
6 

2,31x10
8 

2,38x10
7 

1,94x10
9 

IAC/BECf-002 2,13x10
9

3,92x10
9

2,29x10
9 

2,34x10
9 

IAC/BECf-004 1,03x10
9

1,73x10
9

1,45x10
8 

2,44x10
9

IAC/RBCf-005 7,56x10
8

1,04x10
9

2,08x10
9 

2,80x10
9 

IAC/RBCf-004 8,10x10
9

1,44x10
9

2,49x10
9 

1,32x10
8 

IAC/RBCf-006 8,43x10
9

2,56x10
8

1,31x10
8 

1,97x10
9 

IAC-RBcr4 1,49x10
9

1,55x10
9

2,71x10
9 

1,91x10
8 

IAC-RBCa-10 4,21x10
7 

2,99x10
6 

4,60x10
7 

4,20x10
6 
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Tabela 3. Adubação realizada no substrato para obtenção de MPB de cana-de-açúcar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fosfato monoamônico (MAP) 
9% de N e 44% de P2O5 

 

Nitrato de Cálcio 14 % de N 

Cloreto de Potássio 58% de K2O 

Sulfato de amônio 20% de N 

Termofosfato (Yoorin) 16% de P2O5 mais micronutrientes 

Osmocote Mini Prill® 19% de N; 6% P2O5 e 10% de K2O 

Osmocote Plus® 

15% de N; 9% de P2O5 e 12% de K2O 

mais micronutrientes com liberação em 

torno de 3-4 meses 

Fonte: Landell et al. 2012  
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Figura 4. Inoculação dos isolados bacterianos nas gemas dos minirrebolos de cana-de-açúcar. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Vista geral do experimento com MPB de cana-de-açúcar tratada com isolados 

bacterianos, em casa de vegetação. 

 

3.2.2 Controle biológico da podridão vermelha em MPB da cultivar IACSP95-5000 de 

cana-de-açúcar 

 

 Os experimentos de controle biológico foram realizados na casa de vegetação do 

CAPSA do Instituto Biológico, localizado em Campinas, SP. As mudas já tratadas com os 

isolados bacterianos foram transplantadas dos tubetes para vasos com capacidade de 2L (5 

vasos por tratamento com uma muda cada), contendo substrato comercial Carolina Soil®, com 

adubação recomendada (Tabela 3), onde ocorreu a terceira inoculação bacteriana, como 

descrito no tópico 3.2.1.  

 A preparação do inóculo bacteriano e sua concentração (Tabela 2) seguiu o mesmo 

método e foram utilizados os mesmos isolados bacterianos. 
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 Como se trata de patossistema pouco estudado, foram realizados inicialmente dois 

métodos de inoculação do patógeno, sendo que no primeiro foram utilizados discos de micélio 

e no segundo uma suspensão de conídios de C. falcatum (Figura 7). 

 

3.2.2.1. Método de inoculação com discos de micélio de C. falcatum 

 

O fungo C. falcatum foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura sólido 

V8. Discos de 9 mm de diâmetro contendo micélio fúngico foram retirados das bordas de 

colônias em desenvolvimento ativo. Oito discos foram inoculados em folhas jovens e velhas 

de cana-de-açúcar.  

Para a inoculação do patógeno no caule, foi feito um pequeno ferimento com seringa e 

em seguida um disco com o micélio de C. falcatum foi colocado no ferimento. Após a 

inoculação, os vasos foram mantidos em câmara úmida durante quatro dias, sendo em seguida 

transferidos para viveiro por 11 dias com irrigação por aspersão. Uma segunda inoculação do 

patógeno foi realizada e após 11 dias as plantas foram avaliadas.  

 

3.2.2.2. Método de inoculação com uma suspensão de conídios de C. falcatum 

 

No dia anterior à inoculação da suspensão de conídios de C. falcatum foi feita a quarta 

inoculação bacteriana nas folhas de cana-de-açúcar. As concentrações dos inóculos empregados 

nas mudas de cana estão na Tabela 2.  

O fungo C. falcatum foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura sólido V8, 

por 10 dias a 25ºC. Foram selecionadas culturas em crescimento ativo com a presença de 

conídios e a concentração do inóculo foi ajustada para 105 conídios/mL em câmara de 

Neubauer. Após inoculação, as mudas foram mantidas em câmara úmida  pelo período de quatro 

dias e transferidas para viveiro, onde permaneceram por 26 dias. 

Sessenta dias após a inoculação foi feita uma única avaliação de: (1) incidência da doença, 

avaliada pelo número de folhas e / ou colmos com leões; (2) severidade, avaliada pelo tamanho 

de cada lesão (em cm), medido com régua. Em seguida as mudas foram separadas em raiz e 

parte aérea e encaminhadas para secagem em estufa a 60ºC para determinação da MS. 
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Figura 7. Cronologia do experimento com a variedade de MPB de cana-de-açúcar IACSP95-

5000 

 

3.2.3   Efeito dos isolados bacterianos no crescimento de mudas pré-brotadas (MPB) de 

cana-de-açúcar, variedade IACSP97-4039 

 

 Foi utilizado o mesmo método descrito no tópico 3.2.1, para o plantio dos minirrebolos 

de cana-de-açúcar variedade IACSP9-4039, bem como, para a multiplicação dos nove isolados 

bacterianos (Tabela 1) empregados nas mudas. As bandejas permaneceram em viveiro, por um 

período de 30 dias. Após esse período os minirrebolos brotados foram transplantados para 

tubetes e após 20 dias as mudas foram desbastadas a fim de facilitar os testes de inoculação do 

patógeno C. falcatum. O corte foi realizado 5 cm acima do último nó da planta. As folhas foram 

pesadas em balança comum para determinação de MS.  

Brotação em 
bandejas de MPB de 

cana-de-açúcar

20 dias

Transplante para 
tubete de MPB de 

cana-de-açúcar

60 dias

Inoculação de 
C. falcatum

(Suspensão de 
conídios com rolha 
adaptada com lixa)

30 dias

Inoculação de
C. falcatum (discos 

de micélio)

Transplante das 
mudas de tubetes

para vasos
30 dias

Avaliação de 
incidência e 

severidade da 
podridão vermelha 

em MPB de 
cana-de-açúcar

1ª Inoculação bacteriana 

2ª Inoculação bacteriana 

3ª Inoculação bacteriana 

4ª Inoculação bacteriana 



35 

 

 Foram realizadas as inoculações: no minirrebolo; um dia após o plantio, no transplantio 

das mudas para o tubete e quinze dias após a primeira inoculação do patógeno C. falcatum, nas 

folhas das mudas. As concentrações dos inóculos bacterianos constam da Tabela 4.  

Por ocasião da colheita foi realizada a biometria das mudas de cana-de-açúcar, sendo 

avaliada a altura do caule, medida com régua a partir do substrato até o último nó (cm) e o 

diâmetro do caule, medido com paquímetro (cm). Além disso, as mudas foram separadas em 

raiz e parte aérea, secas em estufa a 60ºC até obter massa constante e pesadas em balança 

comum para determinação de MS. 

 

Tabela 4. Concentração dos inóculos dos isolados bacterianos empregados em mudas de 

cana-de-açúcar variedade IACSP97-4039. Experimento 2. 

 

 

 

 

 

  

Tratamentos 1ª Inoculação 2ª Inoculação 3ª Inoculação

IAC/BECf-001 2,30x10
9

1,98x10
9

1,32x10
9 

IAC/BECf-004 2,60x10
7

2,89x10
7 

2,45x10
6

IAC/BECa-088 1,12x10
9

2,17x10
9

1,15x10
9

IAC/BECa-152 3,71x10
9

2,78x10
9

1,45x10
8

IAC/BECA-090 2,33x10
9

3,10x10
9

2,01x10
7 

IAC-RBcr4 3,12x10
8

4,01x10
9

2,49x10
9

IAC-RBcr6 2,23x10
9

3,50x10
8

1,31x10
8

IAC-RBru1 4,11x10
9

2,96x10
9

2,85x10
8 

IAC-RBCa-10 1,29x10
6

1,98x10
6

1,20x10
7 



36 

 

3.2.4 Avaliação do controle biológico de C. falcatum pelo método de inoculação de 

suspensão de conídios em algodão na variedade IACSP97-4039 

O fungo C. falcatum foi cultivado em placa de Petri contendo meio de cultura sólido 

V8, mantido em câmara de incubação por 10 dias a 25ºC. Após o período de crescimento e 

multiplicação do fungo, foram selecionadas culturas com presença de esporos e foi preparada 

a suspensão de conídeos com concentração de 106 conídios/mL.  

Para inoculação do patógeno foi utilizado o método adaptado descrito por MUTHIAH 

et al. (2013). Foram feitos pequenos ferimentos com bisturi esterilizado nas bainhas localizadas 

no terceiro nó da planta. A região foi coberta com algodão embebido pela suspensão de conídios 

e este foi selado com parafilme (SUNDAR et al. 2009).  

Quinze dias após a primeira inoculação do patógeno foi feita a terceira inoculação 

bacteriana, nas folhas de cana-de-açúcar. O inóculo bacteriano foi espalhado por todas as folhas 

da cana com um pincel, com o intuito de promover o antagonismo bacteriano ao C. falcatum 

pelo mecanismo de contato direto. As concentrações dos inóculos empregados nas mudas de 

cana estão na Tabela 4.  

Um dia após a inoculação bacteriana, foi novamente inoculado o patógeno C. falcatum 

nas folhas, com suspensão de conídios com concentração de 106 conídios/mL. Foi selecionada 

a terceira folha a partir do último nó, onde foram determinados três pontos de inoculação: (1) 

próximo à bainha, (2) na região central e (3) na ponta do limbo foliar. A distância entre os 

pontos foi de 5 cm. Em cada ponto foram feitos pequenos ferimentos com bisturi esterilizado e 

em seguida os locais foram envoltos por algodão embebido com a suspensão de conídios 

selados com parafilme. 

As mudas foram mantidas em câmara úmida por quatro dias e em seguida foram 

transferidas para viveiro, onde permaneceram por 11 dias até a avaliação da incidência e 

severidade da doença. 

 A severidade das lesões nas folhas com inoculação do patógeno foi avaliada de duas 

maneiras: (1) medida do diâmetro das lesões, com régua (cm), sendo realizadas duas avaliações, 

a primeira no sétimo dia e a segunda no 15º dia após a inoculação do patógeno; (2) percentual 

da área foliar lesionada, pelo aplicativo Leaf Doctor, avaliada no 15º dia após a inoculação do 

patógeno (Figura 8) (PETHYBRIDGE e NELSON, 2015). As imagens tiradas das folhas 

lesionadas para avaliação no aplicativo Leaf Doctor foram padronizadas da seguinte maneira: 

8 cm de comprimento por 3 cm de largura com distância de 11 cm entre câmera e a folha (Figura 

9).  



37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análise e resultado da área lesionada da folha de cana-de-açúcar pelo aplicativo 

Leaf Doctor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Técnica utilizada para captura de imagens das folhas de cana-de-açúcar lesionadas 

pela doença podridão vermelha para avaliação no aplicativo Leaf Doctor. 
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3.2.5. Análises estatísticas 

 

 O primeiro experimento realizado com MPB de cana-de-açúcar da variedade IACSP95-

5000 foi realizado com delineamento experimental em blocos casualizados, com 10 tratamentos 

e cinco repetições, sendo cada repetição representada na primeira avaliação pelo tubete e após 

o transplantio pelo vaso. Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Scott-Knott (P <0,05) para comparação das médias, utilizando-se o 

software SISVAR. 

O segundo experimento realizado com MPB de cana-de-açúcar variedade IACSP97-

4039 foi realizado com delineamento experimental em esquema fatorial 10 x 2, sendo nove 

isolados bacterianos e o controle X com e sem C. falcatum, com quatro repetições cada, 

representada pela muda no tubete. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott. (P <0,05), utilizando-se o software 

SISVAR. 

 

 

4 RESULTADOS 

 

 4.1 Testes in vitro 

4.1.1   Caracterização dos isolados bacterianos quanto à produção de sideróforos (SID), 

substâncias indólicas (AIA) e ácido cianídrico (HCN) 

 

Os resultados dos testes qualitativos quanto à produção de sideróforos (SID), substâncias 

indólicas (AIA) e ácido cianídrico (HCN) constam na Tabela 5 e Figura 10. Cerca de 22% dos 

isolados foram produtores de sideróforos ou de AIA.  

Dos 32 isolados testados, 25% (IAC/BECf-001, IAC/BECf-004, IAC/RBCf-001, 

IAC/RBCf-003, IAC/RBCf-004, IAC/RBCf-005, IAC/RBCf-006, IAC/RBCf-008) foram 

positivos para os três compostos (HCN, AIA e SID), todos pertencentes ao gênero 

Pseudomonas e obtidos de café; 25% dos isolados (IAC/BECf-002, IAC/BECf-003, 

IAC/RBCf-002, IAC/RBCf-007, IAC/BECa-095, IAC/BECa-135, IAC-RBru1 e IAC-RBmi1) 

produziram sideróforos e AIA; o isolado IAC/BECf-005 foi positivo para produção de 

sideróforos e HCN e o isolado IAC-RBCa-10 foi positivo para a produção de HCN e AIA 
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(Figura 10). Os demais isolados foram capazes de produzir ao menos um, dos três metabólitos 

avaliados. Observou-se que ao menos um isolado de cada gênero foi positivo para produção de 

AIA (Pseudomonas, Burkholderia, Kosakonia, Herbaspirillum e Bacillus) (Tabela 5).  

Dez isolados foram positivos para produção de HCN, todos do gênero Pseudomonas, 

exceto o isolado IAC-RBCa-10 pertencente ao gênero Bacillus. Já para produção de 

sideróforos, detectaram-se 24 isolados produtores de molécula quelante do Fe3+ (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Caracterização in vitro dos 32 isolados bacterianos avaliados qualitativamente quanto 

à produção de sideróforos (SID), substâncias indólicas (AIA) e ácido cianídrico (HCN), teste 

de antagonismo pela técnica de dupla cultura (TAP) e técnica de emissão de voláteis (TAV).  

 

 

 

  

Café Pseudomonas  sp. IAC/BECf-001 + + + - -

Café Pseudomonas  sp. IAC/BECf-002 + - + - -

Café Pseudomonas  sp. IAC/BECf-003 + - + - -

Café Pseudomonas  sp. IAC/BECf-004 + + + + -

Café Pseudomonas  sp. IAC/RBCf-001 + + + - +

Café Pseudomonas  sp. IAC/RBCf-002 + - + - -

Café Pseudomonas  sp. IAC/RBCf-003 + + + - +

Café Pseudomonas sp. IAC/RBCf-004 + + + - +

Café Pseudomonas sp. IAC/RBCf-005 + + + - +

Café Pseudomonas sp. IAC/RBCf-006 + + + - -

Café Pseudomonas sp. IAC/RBCf-007 + - + + -

Café Pseudomonas sp. IAC/RBCf-008 + + + - +

Café Pseudomonas  sp. IAC/RBCf-009 + - - + +

Café Pseudomonas  sp. IAC/RBCf-010 + - - + -

Café Pseudomonas sp. IAC/BECf-005 + + - - +

Café Pseudomonas sp. IAC/BECf-011 + - - + -

Café Pseudomonas sp. IAC/BECf-012 + - - + -

Cana-de-açúcar Burkholderia  sp. IAC/BECa-023 + - - + -

Cana-de-açúcar Burkholderia sp. IAC/BECa-029 - - + + -

Cana-de-açúcar Burkholderia caribensis IAC/BECa-088 - - + + -

Cana-de-açúcar Kosakonia radicincitans IAC/BECa-090 - - + + -

Cana-de-açúcar Kosakonia radicincitans IAC/BECa-095 + - + + -

Cana-de-açúcar Burkholderia sp. IAC/BECa-099 + - - - -

Cana-de-açúcar Burkholderia tropica IAC/BECa-135 + - + + -

Cana-de-açúcar Pseudomonas fluorensis IAC/BECa-141 + - - - -

Cana-de-açúcar Herbaspirillum fringenses IAC/BECa152 - - + - -

Crisântemo Pseudomonas putida IAC-RBcr4 - - + - -

Crisântemo Pseudomonas plecoglossicida IAC-RBcr6 - - + - -

Rúcula Pseudomonas fluorescens IAC-RBru1 + - + + -

Milho Pseudomonas oryzihabitans IAC-RBal4 - - + - -

Alface Pseudomonas guariconensis IAC-RBmi1 + - + - -

Cana-de-açúcar Bacillus sp. IAC-RBCa-10 - + + - -

AIA TAP TAVORIGEM GÊNEROS ISOLADOS SID HCN
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Figura 6. Percentual de 32 isolados produtores de SID, AIA e HCN avaliados qualitativamente  

 

4.1.2   Avaliação de antagonismo dos isolados ao patógeno C. falcatum 

 

4.1.2.1  Inibição do crescimento micelial de C. falcatum por mecanismo de contato direto 

 

O potencial antagônico dos isolados bacterianos ao patógeno C. falcatum consta na 

Tabela 6. O isolado IAC/BECa-029, pertencente ao gênero Burkholderia, destacou-se no 

controle do patógeno inibindo seu crescimento em 99%, seguido por IAC/BECa-090 

(Kosakonia radicincitans), IAC/BECa-023 (Burkholderia sp.) e IAC-RBru1 (Pseudomonas 

fluorescens) que inibiram o patógeno em 30, 31 e 45% respectivamente (Tabela 6 e Figura 11). 

Alguns isolados não diferiram significativamente do controle em relação ao crescimento 

micelial (Tabela 6). 

. Os isolados BECf-004, RBCf-007, RBCf-009 e RBCf-010 mostraram potencial para o 

controle do fungo, inibindo o crescimento micelial em até 41% (Tabela 6, Figura 11). Os 

isolados IAC/BECf-003 e IAC/RBCf-002 não diferiram significativamente do controle (Tabela 

6).   

 

AIA 

SID HCN 
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Tabela 6. Crescimento micelial do patógeno C. falcatum (CM) e porcentagem de inibição do 

crescimento micelial (IC) por isolados bacterianos, por meio da difusão de compostos tóxicos 

orgânicos (pareamento) in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

  

CM  IC CM IC

cm % cm %

CONTROLE 5,38 a - CONTROLE 5,05 a -

IAC/BECa-023 3,67 c 31 IAC/BECf-001 4,36 b 13

IAC/BECa-029 0,01 d 99 IAC/BECf-002 4,20 b 16

IAC/BECa-088 4,20 b 21 IAC/BECf-003 5,45 a -7

IAC/BECa-090 3,72 c 30 IAC/BECf-004 2,97 d 41

IAC/BECa-095 4,60 b 14 IAC/RBCf-001 4,00 c 20

IAC/BECa-099 4,25 b 21 IAC/RBCf-002 5,62 a -11

IAC/BECa-135 3,80 c 29 IAC/RBCf-003 3,90 c 22

IAC/BECa-141 5,30 a 1,48 IAC/RBCf-004 4,30 b 14

IAC/BECa-152 4,25 b 21 IAC/RBCf-005 4,85 b 4

IAC-RBal4 5,42 a -0,7 IAC/RBCf-006 3,75 c 25

IAC-RBru1 2,92 c 45 IAC/RBCf-007 3,50 c 30

IAC-RBcr4 6,20 a -15 IAC/RBCf-008 4,47 b 11

IAC/RBcr6 3,80 c 29 IAC/RBCf-009 3,10 d 38

IAC-RBmi1 5,12 a 4 IAC/RBCf-010 3,00 d 40

IAC-RBCa-10 5,20 a 3 IAC/BECf-005 4,72 c 6,5

IAC/BECf-011 3,60 c 28

IAC/BECf-012 4,55 b 10

CV % 13,99 - CV% 12,7 -

TratamentosTratamentos
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Figura 71. Formação de halo de inibição obtido no teste de antagonismo in vitro pelo método 

de dupla cultura por isolados bacterianos. a) Controle - C. falcatum, IAC/BECa-090 e 

IAC/BECa-029; b) Controle, IAC/RBCf-007, IAC/RBCf-009 e IAC/RBCf-010; c) Controle e 

IAC/BECf-004; d) Controle e IAC-RBal4. 

 

  

dc 

 

b 

a 

b 

 

a 
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4.1.2.2 Inibição do crescimento micelial de C. falcatum pela produção de substâncias 

antagônicas voláteis 

Alguns isolados obtidos de cana-de-açúcar foram capazes de inibir de 4 a 21% o 

crescimento micelial do fungo C. falcatum em relação ao controle (Tabela 7). Já os isolados 

obtidos de café mostraram maior capacidade de antagonismo pela produção e emissão de 

compostos voláteis. Os isolados IAC/RBCf-003, IAC/RBCf-004, IAC/RBCf-005, IAC/RBCf-

007, IAC/RBCf-008, IAC/RBCf-009, IAC/RBCf-010 e IAC/BECf-005 inibiram o crescimento 

micelial do fungo em cerca de 30 a 40% (Tabela 7 e Figura 12).  

 

Tabela 7. Crescimento micelial do patógeno C. falcatum (CM) e porcentagem de inibição do 

crescimento micelial (IC) pela emissão de compostos voláteis por isolados bacterianos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

  

CM IC CM IC

cm % cm %

CONTROLE  2,68 a -  CONTROLE  2,70 a -

IAC/BECa-023 2,16 c 19 IAC/BECf-001 2,76 a -2

IAC/BECa-029 2,25 c 16 IAC/BECf-002 2,84 a -5

IAC/BECa-088 2,64 a 1,5 IAC/BECf-003 2,94 a -8

IAC/BECa-090 2,20 c 17 IAC/BECf-004 1,98 b 26

IAC/BECa-095 2,89 a -7 IAC/RBCf-001 2,54 a 5

IAC/BECa-099 2,46 b 8 IAC/RBCf-002 2,92 a -8

IAC/BECa-135 2,10 c 21 IAC/RBCf-003 1,62 b 40

IAC/BECa-141 2,68 a 0 IAC/RBCf-004 1,74 b 35

IAC/BECa-152 2,84 a -5 IAC/RBCf-005 2,08 b 22

IAC-RBal4 2,32 b 13 IAC/RBCf-006 2,44 a 9

IAC-RBru1 2,17 c 18 IAC/RBCf-007 1,60 b 40

IAC-RBcr4 2,80 a -4 IAC/RBCf-008 1,74 b 35

IAC-RBcr6 2,76 a -2 IAC/RBCf-009 1,62 b 40

IAC-RBmi1 2,44 b 8 IAC/RBCf-010 1,74 b 35

IAC-RBCa-10 2,55 a 4 IAC/BECf-005 1,84 b 31

IAC/BECf-011 1,76 b 34

IAC/BECf-012 2,66 a 1,48

CV % 7,51 - CV% 14,17 -

Tratamentos Tratamentos
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Figura 8. Teste de antagonismo pela emissão de compostos voláteis bacterianos. a) Controle 

C. falcatum, IAC/RBCf-003, IAC/RBCf-004, IAC/RBCf-005 e IAC/BECf-005. b) Controle C. 

falcatum e IAC/RBCf-008. 

 

4.2. Experimentos in vivo 

 

4.2.1   Promoção do crescimento de MPB de cana-de-açúcar, variedade IACSP95-5000, 

por isolados de BPCP 

 

Sessenta dias após o plantio foi realizada a primeira avaliação da produção de matéria 

seca das MPBs de cana-de-açúcar tratadas com BPCPs, não havendo diferença significativa 

entre os tratamentos (Tabela 8). Aos 60 dias após o transplantio das mudas para vasos com solo, 

as plantas dos tratamentos IAC-RBCf-006, IAC-RBCa-10, IAC/BECf-002, IAC/BECa-152, 

IAC/RBCf-005, IAC/BECf-004 e IAC-RBcr4 apresentaram maior massa de matéria seca da 

parte aérea que o controle. Com exceção do tratamento com o isolado IAC/RBCf-004, os 

demais promoveram o crescimento das raízes, com destaque para o tratamento IAC-Rbcr4, que 

apresentou maior crescimento radicular que os demais isolados (Figura 13).  

As plantas dos tratamentos IAC/RBCf-005, IAC/BECf-004, IAC/RBCf-006, 

IAC/BECf-002, IAC-RBCa-10, IAC/BECa-152 e IAC/RBcr4 apresentaram maior massa de 

matéria seca da raiz e de parte aérea. O isolado que mais se destacou na promoção de biomassa 

de parte aérea e de raiz das mudas de cana-de-açúcar foi o IAC/RBcr4 (Figura 13 e 14). 
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 Quando comparadas ao controle, as plantas tratadas com o isolado IAC/BECa-135 

apresentaram aumento nos teores de Ca, Fe, Cu e Zn na parte aérea; o isolado IAC-RBCf-005 

em Cu e B; o isolado IAC-RBCf-006 em Fe, Cu e B; o isolado IAC-RBcr4 apenas em Cu; o 

isolado IAC-RBCa-10 em Zn e Cu (Tabela 9). Não houve diferenças significativas para os 

teores foliares de N, P, K, Mg, Mn e S entre os tratamentos e, para alguns isolados, as plantas 

apresentaram teores significativamente menores que o controle. 

   Não houve diferença significativa entres os tratamentos, na quantidade acumulada (QA) 

de N, P, K, Ca, Mg, S, Mn e B na parte aérea das mudas de cana-de-açúcar (Tabela 10). Porém, 

foi observado aumento significativo na QA do Fe, Cu e Zn nas plantas tratadas com os isolados 

IAC/BECf-002, IAC/BECf-004, IAC-RBCf-006, IAC-RBCa-10; na QA de Cu e Zn nas 

tratadas com o isolado IACRB-cr4; e na QA de Fe e Zn, com o isolado IAC-/BECa-135 (Tabela 

10).  
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Tabela 8. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) das MPBs de cana-de-

açúcar com o emprego de bactérias benéficas. 

 

 

 

 

 

 

 

*Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

  

MSPA MSR

CONTROLE 1,24 a 0,18 a

Burkholderia tropica IAC/BECa-135 0,99 a 0,14 a

Herbaspirillum fringenses IAC/BECa-152 0,95 a 0,09 a

Pseudomonas sp. IAC/BECf-002 0,95 a 0,16 a

Pseudomonas sp. IAC/BECf-004 1,09 a 0,25 a

Pseudomonas sp. IAC/RBCf-005 1,22 a 0,22 a

Pseudomonas sp. IAC/RBCf-004 1,15 a 0,13 a

Pseudomonas sp. IAC/RBCf-006 1,13 a 0,13 a

Pseudomonas putida IAC-RBcr4 1,26 a 0,27 a

Bacillus sp. IAC-RBCa-10 1,00 a 0,17 a

CV% 16,67 47,42

                                               g                                              
TratamentosGêneros
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Figura 13. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) das MPBs de cana-de-

açúcar tratadas com bactérias benéficas, 60 dias após o transplantio para vaso com solo. 
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Figura 14. Mudas de cana-de-açúcar tratadas com isolado de PGPB. 
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Tabela 9. Teores de nutrientes na parte aérea de cana-de-açúcar sob efeito da inoculação de 

isolados bacterianos. 

 

 

 

 

*Comparação entre diferentes tratamentos bacterianos. Médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

 

 

Tabela 103. Quantidade acumulada (QA) de nutrientes na parte aérea de mudas de cana-de-

açúcar sob efeito da inoculação de isolados bacterianos. 

 

 

 

 

 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

  

 

 

 

N P K Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B

g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

CONTROLE 13,06 a* 5,03 a 25,10 a 5,33 b 3,03 a 2,70 a 82,36 b 179,93 a 7,73 b 51,26 b 4,33 c

IAC/BECa-135 13,93 a 5,33 a 32,00 a 6,20 a 3,46 a 3,13 a 94,70 a 160,96 a 9,00 a 61,83 a 4,46 c

IAC/BECa-152 13,10 a 3,66 b 22,20 a 4,26 d 2,66 a 2,36 b 57,76 d 142,06 a 6,26 c 35,20 c 2,20 e

IAC/BECf-002 13,10 a 4,63 a 26,10 a 4,93 c 3,03 a 2,53 b 72,83 c 154,63 a 8,36 b 45,76 b 2,63 e

IAC/BECf-004 12,93 a 4,43 a 23,96 a 4,43 d 3,16 a 2,30 b 89,80 b 162,43 a 8,00 b 46,00 b 3,96 d

IAC/RBCf-005 14,56 a 5,00 a 27,93 a 5,00 c 3,13 a 3,10 a 82,26 b 168,76 a 8,70 a 56,60 b 5,36 a

IAC/RBCf-004 14,40 a 4,83 a 29,20 a 4,63 c 2,73 a 2,96 a 69,63 c 151,20 a 8,13 b 30,70 c 4,80 b

IAC/RBCf-006 13,33 a 5,40 a 27,10 a 4,86 c 3,36 a 2,60 b 102,96 a 154,20 a 9,96 a 48,70 b 5,60 a

IAC/RBcr4 13,10 a 3,93 b 22,10 a 3,73 d 2,86 a 2,13 b 54,76 d 144,90 a 9,60 a 44,23 b 3,66 d

Bc3j 13,30 a 4,63 a 26,26 a 4,80 c 3,16 a 2,73 a 84,93 b 168,06 a 9,50 a 56,83 a 4,50 c

CV% 7,66 9,72 14,09 7,67 11,38 10,03 9,12 9,07 6,63 9,89 9,52

Tratamentos

N P K Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B

CONTROLE 86,23a 33,23a 165,49a 35,23a 20,12a 17,84a 546,58b 1192,35a 51,18b 341,86b 28,76a

IAC/BECa-135 110,93a 42,71a 261,05a 49,35a 28,22a 25,36a 757,44a 1247,1a 72,36b 498,02a 35,74a

IAC/BECa-152 117,88a 33,19a 200,38a 38,38a 24,17a 21,36a 509,58b 1257,01a 56,59b 317,40b 19,73b

IAC/BECf-002 137,72a 48,64a 273,15a 51,90a 31,90a 26,72a 769,20a 1617,86a 87,83a 476,91a 27,63a

IAC/BECf-004 144,89a 49,08a 264,79a 49,36a 35,47a 25,49a 995,69a 1795,53a 89,28a 508,65a 43,70a

IAC/RBCf-005 82,86a 28,2a 158,45a 28,63a 17,89a 17,60a 467,95b 964,62a 49,57b 300,61b 30,69a

IAC/RBCf-004 115,39a 38,52a 228,90a 36,21a 22,36a 23,45a 544,06b 1215,73a 67,93b 245,91b 38,78a

IAC/RBCf-006 110,57a 44,86a 222,51a 40,52a 28,04a 21,45a 852,84a 1282,28a 82,58a 405,40a 46,73a

IAC-RBcr4 143,87a 42,98a 241,13a 40,78a 31,33a 23,29a 602,18b 1592,57a 105,62a 485,23a 40,48a

IAC-RBCa-10 111,69a 38,82a 220,40a 40,00a 26,50a 22,91a 720,55a 1402,61a 79,69a 473,85a 37,85a

CV% 24,69 24,2 27,37 22,96 26,51 26,53 23,68 20,29 25,25 22,78 27,08

Tratamentos
                                                                                                         mg planta-1                                                                                                                                                                                                               µ planta-1                                                                                                       
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4.2.2. Controle biológico de C. falcatum em mudas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-

5000 tratadas com BPCPs 

 

Exceto pelos tratamentos com os isolados IAC-BECf-004 e IAC-RBCf-006, foi 

observado menor incidência de lesões nas mudas, quando comparado ao controle (Tabela 11), 

sendo que IAC-RBCf-004 e IAC-RBCf-005 causaram as diminuições mais significativas na 

incidência de lesões nas mudas. Os tratamentos com os isolados IAC-BECa-135, IAC-RBCf-

005, IAC-RBcr4 e IAC-RBCf-006 reduziram o tamanho médio das lesões no caule das mudas 

de cana-de-açúcar em 53%; 63%, 68,4% e 49%, respectivamente, comparados ao controle 

(Tabela 11 e Figura 15). Não houve diferença significativa com relação ao tamanho das lesões 

nas folhas, embora todos os tratamentos tenham apresentado lesões menores que o controle 

(Tabela 11). 

 

Tabela 11. Número de lesões e tamanho médio das lesões no caule e em folhas de cana-de-

açúcar tratadas com isolados bacterianos e com inoculação de discos de micélio de C. falcatum  

 

 

 

 

 

 

 

* Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

 

 

 

Colmo Folha

CONTROLE 8,80 a 5,16 b 1,30 a

IAC/BECa-135 5,00 b 2,42 c 0,11 a

IAC/BECa-152 5,40 b 4,85 b 0,48 a

IAC/BECf-002 5,00 b 6,42 b 0,27 a

IAC/BECf-004 11,0 a 9,35 a 0,17 a

IAC/RBCf-005 3,00 b 1,92 c 0,38 a

IAC/RBCf-004 3,40 b 5,17 b  0,15 a

IAC/RBCf-006 7,20 a 2,62 c 0,28 a

IAC-RBcr4 5,25 b 1,63 c 0,08 a

IAC-RBCa-10 5,60 b 4,72 b 0,29 a

CV% 43,18 51,28 178,77

Tratamentos Incidência
                                       cm                                       
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Figura 15. Lesões causadas pela podridão vermelha em caules de cana-de-açúcar tratados com 

BPCPs. Da esquerda para direita: IAC/BECa-135, IAC/RBCf-005, IACRBcr4 e Controle. 

 

4.2.3 Promoção do crescimento de MPB de cana-de-açúcar, variedade IACSP97-4039, 

por isolados de BPCP 

 

As análises biométricas das mudas de cana-de-açúcar, variedade IACSP97-4039, 

tratadas com diferentes isolados de BPCPs constam da Tabela 12. Não houve diferença 

significativa entre os tratamentos na altura e diâmetro das plantas com sintomas da doença 

causada por C. falcatum. Nas mudas em que não houve inoculação do patógeno, as plantas 

tratadas com os isolados bacterianos apresentaram altura e diâmetro maiores que nas plantas do 

controle, exceto pelos tratamentos IAC-BECa-088, IAC-BECa-090, e IAC-RBcr6. As plantas 

tratadas com o isolado IAC/BECa-090 mostraram diâmetro significativamente maior que as 

plantas do controle. O IAC-RCa-10 promoveu um incremento de aproximadamente 27% na 

altura do caule em relação ao controle. 

  As mudas com inoculação do patógeno e tratadas com IAC/BECa-088, IAC-RBcr4 e 

o controle tiveram maior crescimento da altura e do diâmetro do caule que as mudas de cana 
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sem inoculação do patógeno. Já o isolado IAC/BECa-090 nas plantas com sintoma da doença 

causou aumento apenas na altura do caule, comparado às plantas sem a inoculação do patógeno 

(Tabela 12).  

 Os tratamentos com inoculação do patógeno não mostraram diferença significativa no 

ganho de biomassa da parte aérea (Tabela 13). Porém, para as mudas de cana sem inoculação 

do patógeno, os isolados IAC/BECf-001, IAC/BECf-004, IAC-RBcr4 e IAC-RBru1 

promoveram significativamente a biomassa da parte aérea, principalmente o IAC-RBCa-10 que 

superou todos os demais isolados e o controle, incrementando em 109% a matéria seca da parte 

aérea das mudas de cana-de-açúcar. A matéria seca de raiz das plantas sem patógeno não diferiu 

significativamente entre os tratamentos bacterianos e o controle. 
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Tabela 12. Altura e diâmetro das mudas de cana-de-açúcar tratadas com isolados de BPCP, 

com inoculação (com doença CD) ou não (sem doença SD) de C. falcatum. 

*Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). Letra minúscula na 

vertical e letra maiúscula na horizontal. 

 

Tabela 13. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) de cana-de-açúcar, 

variedade IACSP97-4039, tratada com isolados de BPCP, com (CD) e sem (SD) sintoma da 

doença podridão vermelha.  

 

 

 

 

 

 

 

 

* Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). Letra minúscula 

compara na vertical e letra maiúscula na horizontal. 

CD SD CD SD

CONTROLE 19,00aA 16,25bB 1,27aA 0,53bB

Pseudomonas sp. IAC/BECf-001 21,52aA 20,00aA 1,30aA 0,91aA

Pseudomonas sp. IAC/BECf-004 18,62aA 19,67aA 1,15aA 1,12aA

Burkholderia caribensis IAC/BECa-088 20,00aA 16,80bB 1,12aA 0,54bB

Herbaspirillum fringenses IAC/BECa-152 17,80aA 18,57aA 1,07aA 1,10aA

Kosakonia radicincitans IAC/BECA-090 20,12aA 17,37bB 0,92aA 0,94aA

Pseudomonas putida IAC-RBcr4 19,87aA 19,25aA 1,22aA 1,10aA

Pseudomonas plecoglossicida IAC-RBcr6 20,37aA 16,92bB 1,30aA 0,64bB

Pseudomonas fluorescens IAC-RBru1 20,10aA 18,60aA 1,20aA 1,15aA

Bacillus sp. IAC-RBCa-10 19,82aA 20,67aA 1,17aA 1,22aA

CV% 9,06 33,53

Altura Diâmentro

Gêneros Tratamentos                                                    cm                                                  

MSPA MSPA MSR MSR

CD SD CD SD

CONTROLE 3,30aA 2,41cA 4,66aA 4,07aA

IAC/BECf-001 3,33aA 3,43bA 4,39aA 4,69aA

IAC/BECf-004 3,23aA 3,65bA 5,15aA 4,72aA

IAC/BECa-088 3,36aA 1,83cB 4,60aA 3,47aA

IAC/BECa-152 2,74aA 2,64cA 4,19aA 4,24aA

IAC/BECA-090 3,44aA 2,81cA 4,40aA 4,60aA

IAC-RBcr4 3,73aA 3,87bA 3,81aA 4,50aA

IAC-RBcr6 3,74aA 2,58cA 4,37aA 5,09aA

IAC-RBru1 2,71aA 3,79bA 4,13aA 4,42aA

IAC-RBCa-10 3,31aB 5,06aA 3,59aA 4,65aA

CV%

Tratamentos                                                                              g                                                                                   

19,0228,84
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4.2.4  Controle biológico de C. falcatum em mudas de cana-de-açúcar, variedade IACSP97-4039, 

tratadas com BPCPs  

 

Não houve diferença estatística significativa entre os tratamentos com relação ao 

número de lesões por folha e área foliar afetada pelas lesões nas mudas tratadas com os isolados 

bacterianos e com o patógeno pelo método do algodão embebido na suspensão de conídios de 

C. falcatum (Tabela 14). Os tratamentos também não apresentaram sintomas visíveis da doença 

no caule das mudas de cana-de-açúcar. 

 Mesmo com os diferentes métodos de inoculação do patógeno usados nos experimentos, 

não houve diferença significativa nas avaliações de lesões foliares em ambas as variedades, 

IACSP95-5000 e IACSP97-4039, entre os tratamentos (Tabelas 11 e 14).  A variedade 

IACSP95-5000 apresentou lesões no caule após as inoculações de C. falcatum, o que não 

aconteceu nas mudas da variedade IACSP97-4039. Além disso, a incidência das lesões no 

primeiro experimento foi significativamente maior, comparado ao segundo (Tabelas 11 e 14).  

 

Tabela 4. Número de lesões por mudas, tamanho das lesões e porcentagem da área foliar 

afetada pelas lesões em mudas de cana-de-açúcar, variedade IACSP97-4039, tratadas com 

isolados bacterianos e com C. falcatum. 

 

 

 

 

 

 

 

* Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). 

 

c) 

cm % 

CONTROLE 3,25a 1,30a 1,50a

Pseudomonas sp. IAC/BECf-001 3,50a 0,74a 1,37a

Pseudomonas sp. IAC/BECf-004 4,50a 1,08a 1,46a

Burkholderia caribensis IAC/BECa-088 3,50a 1,18a 1,43a

Herbaspirillum fringenses IAC/BECa-152 2,75a 1,13a 1,38a

Kosakonia radicincitans IAC/BECA-090 4,25a 1,42a 1,44a

Pseudomonas putida IAC-RBcr4 3,50a 1,03a 1,55a 

Pseudomonas plecoglossicida IAC-RBcr6 4,50a 1,24a 1,48a

Pseudomonas fluorescens IAC-RBru1 3,00a 1,04a 1,27a

Bacillus sp. IAC-RBCa-10 2,75a 1,10a 1,44a

CV% 39,17 29,73 13,42

Gêneros
Severidade

Tratamentos Incidência 
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5  DISCUSSÃO 

 

5.1    Promoção de crescimento de MPB de cana-de-açúcar tratadas com bactérias e a 

produção de compostos orgânicos bacterianos 

 

As plantas tratadas com os isolados IAC/BECa-152 (Herbaspirillum fringenses); 

IAC/BECf-002 (Pseudomonas sp.); IAC/BECf-004 (Pseudomonas sp.); IAC/BECf-005 

(Pseudomonas sp.) e IAC RBcr4 (Pseudomonas putida) apresentaram maior produção de 

matéria seca da parte aérea que o controle. Cipriano et al. (2016) também obtiveram resultados 

semelhantes em seu estudo, onde diferentes espécies de Pseudomonas isoladas de diferentes 

hospedeiros (crisântemo, milho e rúcula) promoveram aumento no crescimento radicular de 

mudas de alface e expressaram o gene nifH, responsável pela FBN, características diretamente 

ligadas à promoção de crescimento de plantas. Shahid et al. (2017) também mostraram o 

potencial de promoção de crescimento de P. chlororaphis e P. aurantiaca isoladas de cacto e 

algodão, auxiliando no incremento de biomassa da raiz e parte aérea de trigo. No presente 

estudo pode-se observar que três novos isolados de Pseudomonas (IAC/RBCf-002, IAC/BECf-

004 e IAC-RBCf-006) obtidos de cafeeiro e um de Bacillus (IAC-RBCa-10) obtido de cana-

de-açúcar apresentaram potencial para a promoção de crescimento de mudas de cana-de-açúcar. 

Os isolados IAC-RBcr4 e IAC/BECa-135, IAC/BECa-152 também já foram descritos em 

trabalhos anteriores como BPCPs em alface e cana-de-açúcar (IÓRIO, 2016; CIPRIANO e 

FREITAS, 2018; ROSSETTO, 2018; SILVEIRA et al. 2019).  

O incremento de biomassa vegetal é o indicativo da interação positiva planta-bactéria 

benéfica (MANTELIN e TOURAINE, 2004). Neste presente estudo foi observada promoção 

de crescimento de mudas de cana-de-açúcar nos tratamentos com os isolados de bactérias 

rizosféricas e endofíticas, após o transplantio das mudas para os vasos, com o aumento de 

matéria seca mais pronunciado na parte aérea do que nas raízes (Figura 16). Essa resposta 

positiva à inoculação de BPCP após transplantio para vaso com solo também foi observada por 

Rossetto (2018), que observou incremento na produção de biomassa de MBP de cana. O 

incremento de biomassa promovido pelas BPCPs pode ser devido à capacidade de alguns 

micro-organismos em produzir sideróforos, solubilizarem nutrientes presentes no solo, e 

produzirem hormônios reguladores do crescimento vegetativo das plantas como as auxinas 

(HAYAT et al. 2010).  
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No presente estudo foi observada a produção de substâncias indólicas (AIA) por todos os 

isolados que proporcionaram maior acúmulo de matéria seca na parte aérea das mudas de cana. 

O AIA é um fitohormônio pertencente ao grupo das auxinas, que quando liberado em pequenas 

quantidades na rizosfera altera a morfologia radicular e a dinâmica de absorção de nutrientes 

pelas raízes vegetais (DOBBELAERE et al. 1999; GALDIANO JÚNIOR, 2009; 

SATHYABHAMA et al. 2015). A produção dos reguladores hormonais proporciona o 

alongamento celular, formação de raízes secundárias, gemas apicais, laterais e folhas jovens. O 

crescimento radicular é vantajoso, pois seu aumento espacial proporciona maior superfície de 

contato com o solo o que pode facilitar maior absorção de água e nutrientes. Além disso, folhas 

maiores aumentam a taxa fotossintética das plantas, resultando em maior incremento da 

biomassa vegetal (FERRARA et al. 2012; VEGA-CELEDÓN et al. 2016).  

Ferreira et al. (2019) mostraram que cepas de Rhizobium, que produziam giberelinas e 

pequenas quantidades de AIA e citocininas inoculadas em minirebolos de cana-de-açúcar 

aumentaram a taxa de germinação e promoveram o incremento da matéria seca da parte aérea 

e raiz das mudas mesmo em solo com baixa disponibilidade de N. No presente estudo não se 

observou aumento na taxa de germinação dos minirebolos de cana-de-açúcar, mas houve o 

aumento da biomassa vegetal, mesmo com baixo teor de N nos tecidos das plantas, indicando 

que a promoção de crescimento das mudas pode ter ocorrido devido à liberação de 

fitohormônios bacterianos e outros mecanismos. 

A promoção de crescimento de plantas com o emprego de bactérias também pode ser 

resultado da melhora do estado nutricional, e aumentos de biomassa das plantas foram 

observados em estudos com bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN) e bactérias solubilizadoras 

de P (ARIF et al. 2017; DOS SANTOS et al. 2017; BARRETO et al. 2018) . No presente 

trabalho, não foi observado aumento nos teores de macronutrientes (N, P e K) nas mudas de 

cana-de-açúcar (Tabelas 9 e 10). 

Neste estudo os teores e acúmulos de N nas mudas (entre 13,06 e 14,56 mg/kg) 

encontravam-se abaixo do indicado como adequado e não se observou diferença entre os 

tratamentos, ou seja, o aumento da biomassa não ocorreu pela maior absorção de N ou pela 

fixação de N. Em estudo anterior foi demonstrado que os isolados IAC/BECa-135 e IAC/BECa-

152 não possuem o gene nifH, (IÓRIO, 2016) e neste estudo estes isolados tiveram efeito 

diferente nas mudas de cana-de-açúcar, pois enquanto o primeiro isolado não promoveu 

crescimento das plantas, o isolado IAC/BECa-152, promoveu.  
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As plantas tratadas com os isolados IAC/BECa-135 (Burkholderia tropica) e IAC/RBCf-

006 (Pseudomonas sp.) tiveram maior teor e acúmulo de Fe (Tabela 9 e 10). Bactérias 

endofíticas e rizosféricas produtoras de sideróforos desempenham importante papel na 

obtenção de Fe para as plantas, pois os compostos produzidos pelas mesmas quelam o Fe3+ 

mineralizado no solo, solubilizando e disponibilizando esse micronutriente para a planta 

(NADU e NADU, 2002; JIN et al. 2014; KRAMER et al. 2020). Maior acúmulo de Fe 

observado em alguns tratamentos deve ter sido à produção de sideróforos pela bactéria. Neste 

estudo os isolados IAC/BECf-002, IAC/BECf-004 e IAC/BECf-006, além de promoverem 

crescimento, apresentaram produção de sideróforos e maiores acúmulos de Fe na parte aérea 

das plantas. No entanto outros mecanismos também podem estar associados ao incremento no 

crescimento das plantas, pois os isolados IAC/BECa-152 e IAC/RBcr4, não causaram aumento 

nos teores de Fe na planta, mas promoveram crescimento. 

Observou-se que grande parte dos tratamentos bacterianos promoveu maior teor de Cu e 

Zn na parte aérea, especialmente os tratamentos com os isolados IAC/BECa-135 e IAC-RBCa-

10. A solubilização de Cu e Zn também é apontada como característica de BPCPs. Esses 

elementos estão presentes nas vias enzimáticas como um co-fator, ligado na ativação de 

enzimas metálicas (VOSS E THOMAS, 2001; YRUELA, 2005). A síntese hormonal depende 

da ação dessas enzimas. O gênero mais estudado de bactérias solubilizadoras de Zn é 

Gluconacetobacter diazotrophicus (NATHEER E MUTHUKKARUPPAN, 2012), mas 

também há estudos que relatam a ação de Pseudomonas fluorecens e Bacillus spp. como 

solubilizadores de Zn in vitro (SHAHID et al. 2017; CHANDRA, et al. 2018). Neste estudo, 

entre os isolados que promoveram o crescimento das mudas foi observado aumento na 

quantidade acumulada de Zn na parte aérea das plantas tratadas com isolados de Pseudomonas 

(IAC-BECf-002; IAC-BECf-004; IAC-RBCf-006 e IAC-RBcr4) e Bacillus (IAC-RBCa-10) 

(Tabela 10). Possivelmente os maiores teores de Cu e Zn são resultados da solubilização desses 

nutrientes pelas bactérias, o que pode estar associado ao maior crescimento das plantas. Mas 

outros mecanismos ou uma combinação de mecanismos podem estar associados ao maior 

crescimento das plantas, pois os isolados IAC/BECa-152 e IAC/BECf-005, que promoveram 

crescimento, não causaram aumento nos teores e acúmulos de Cu e Zn. 

A promoção indireta de crescimento envolve a prevenção dos efeitos deletérios de 

organismos fitopatogênicos. Os mecanismos envolvidos no controle biológico de fitopatógenos 

podem ser através da produção de compostos antibióticos, como por exemplo: oomicina, 

fenzina e tensina produzidos por Pseudomonas spp. (HAYAT et al. 2010; SANDHYA et al. 



58 

 

2010), produção de enzimas como a β 1,3-glucanase, responsável por hidrolisar e destruir a 

parede celular de fungos (FERRAZ et al. 2014), a síntese de sideróforos disponível no solo. 

Dessa maneira o Fe, além de ser absorvido pela planta, auxiliando em seu crescimento, torna-

se indisponível para fungos patogênicos, uma vez que os sideróforos bacterianos possuem mais 

afinidade com o Fe, inibindo o crescimento do patógeno (CHIN-A-WOENG et al. 2003; 

PICARD et al. 2004; GUPTA e BUCH, 2019) e a produção de compostos orgânicos voláteis, 

como as cetonas, sulfóxidos e o cianeto de hidrogênio (HCN) capazes de inibir o 

desenvolvimento de fungos (CAI et al. 2009; YUAN Et al. 2012; HUNZIKER et al. 2015; 

LAZAZZARA et al. 2017; BRAVO et al. 2018).  

 

De modo geral o sucesso do crescimento e desenvolvimento vegetal baseia-se na 

produção de hormônios, taxas fotossintéticas adequadas, absorção de água e nutrientes, 

resultando no incremento de biomassa. O estresse biótico, desafia a planta a uma resposta de 

defesa eficaz em paralelo com a manutenção do seu desenvolvimento. Visando mitigar o 

desequilíbrio causado pelo estresse biótico, a seleção de BPCPs com características antagônicas 

a patógenos torna-se um importante aliado na agricultura, pois através da produção de 

metabolitos secundários bacterianos, é possível auxiliar na promoção de crescimento vegetal e 

no controle de patógenos, C. falcatum causador da podridão vermelha em cana-de-açúcar, de 

forma sustentável e de baixo custo, visto que esses micro-organismos habitam naturalmente a 

rizosfera e a endosfera. 

A promoção de crescimento de plantas pelo emprego de micro-organismos benéficos vem 

sendo demonstrada há anos, em diversos estudos (IDRIS et al. 2007; DOS SANTOS et al. 2017; 

SILVEIRA et al. 2019 PYLAK et al. 2019). E a busca por isolados bacterianos que possuam 

uma ou mais características de promoção de crescimento e que sejam antagonistas a patógenos 

é um desafio a ser enfrentado para produção de bioinoculantes. Apesar de estudos avançados 

nas interações planta-patógeno, mecanismos da interação benéfica entre BPCP-patógeno-planta 

ainda necessitam ser elucidados.  

Assim como observado neste estudo, Patel (2018) ao inocular Ochrobactrum 

intermedium e Bacillus sp. em mudas de cana-de-açúcar observou o aumento na altura e 

diâmetro do caule nas mudas, mesmo quando estas foram inoculadas com C. falcatum. No 

presente estudo foi observado aumento da altura e diâmetro do caule nos tratamentos controle, 

IAC/BECa-88 e IAC-RBcr6, desafiados com o patógeno (Tabela 13). Especula-se que o 
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aumento da parte aérea dessas mudas seja resultante de alguma interação, ainda não conhecida 

entre a cana-de-açúcar e C. falcatum. 

 

5.2    Avaliação de antagonismo ao patógeno C. falcatum in vitro e in vivo 

 

Estudar as diferentes características benéficas, bem como a coexistência dessas 

características num único micro-organismo, pode auxiliar na triagem direcionada de bactérias 

rizosféricas e endofíticas eficientes para o crescimento e controle de doenças em cana-de-

açúcar. Neste estudo, a produção de AIA, HCN e sideróforos, foram incluídos por estarem 

associados a promoção do crescimento das plantas e o controle biológico de fitopatógenos, 

como C. falcatum.  

A produção de sideróforos por isolados bacterianos é uma característica que atua em via 

dupla. Desse modo, a competição pela aquisição de Fe pode limitar o desenvolvimento de 

patógenos (PATEL et al. 2019). A produção de HCN, por outro lado, está diretamente ligada 

ao controle biológico de patógenos (SHAHID et al. 2017; SILVEIRA et al. 2019).  

Embora a produção de HCN tenha sido encontrada em outras espécies bacterianas, como 

Bacillus, dados moleculares atuais sobre a síntese de HCN, disponíveis no GenBank®, 

concentram-se principalmente ao grupo das Pseudomonas. Esse grupo vem sendo amplamente 

estudado, devido à onipresença nos solos, as interações benéficas com as plantas e pela sua 

atuação como agentes de biocontrole (RIJAVEC E LAPANJE, 2017; GUPTA e BUCH, 2019). 

O papel do HCN no biocontrole consiste na inibição de doenças fúngicas de raízes, diminuição 

de sintomas de doenças nas folhas e crescimento de diversos fungos fitopatogênicos, devido as 

suas propriedades antifúngicas (SHAHID et al. 2017).  

Neste estudo os isolados de Burkholderia tropica IAC/BECa-135, isolado de cana-de-

açúcar; Pseudomonas sp. IAC/BECf-005, isolado de cafeeiro e Pseudomonas putida IAC-

RBcr4, isolado de crisântemo, reduziram a incidência e a severidade das lesões da podridão do 

colmo, causada por C. falcatum nas mudas de cana-de-açúcar. O isolado IAC/BECa-135 

produziu substâncias antagônicas a C. falcatum no experimento realizado in vitro. Os demais 

não produziram substâncias difundidas no meio e nem substâncias voláteis, que poderiam inibir 

o desenvolvimento do micélio de C. falcatum. 
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 A seleção de isolados bacterianos com características de promoção de crescimento e 

antagonismo, não necessariamente coexistentes em um único isolado, mostra a importância da 

realização de diferentes métodos de avaliação para confirmação dos efeitos benéficos trazidos 

pelas bactérias, pois os testes in vitro parecem não prever o comportamento dos isolados em 

condições de casa-de-vegetação. As interações que ocorrem no meio ambiente são diversas e 

complexas. Alterações no pH, tipo de solo, temperatura e a competição entre os micro-

organismos nativos podem influenciar diretamente no estabelecimento e eficiência das BPCPs 

(KRUASUWAN E THAMCHAIPENET, 2016). 

A resistência da cana-de-açúcar à podridão vermelha é prejudicada devido a poliploidia 

complexa e a ausência de informações genômicas completas da cana-de-açúcar, bem como o 

surgimento frequente de diversas variantes patogênicas de C. falcatum (ASHWIN et al. 2018). 

Embora os fungicidas ofereçam proteção significativa contra o ataque de fungos patogênicos, 

ainda não há um produto totalmente eficiente. O emprego de BPCPs em mudas de cana-de-

açúcar pode potencializar as respostas de defesa da planta, pela resistência sistêmica induzida 

(RSI). Estudos anteriores mostraram que a incompatibilidade patogênica entre cana-BPCPs, 

pode ativar as vias de sinalização das plantas, gerando aumento do ácido jasmônico e etileno, 

resultando na produção de fitoalexinas (CHOUDHARY et al. 2007; RAIS et al. 2017). Além 

disso, o envolvimento de diferentes proteínas PR, como β-1,3-glucanases, quitinases e proteínas 

do tipo taumatina (TLPs) e enzimas antioxidantes, já foi associado à RSI mediada por 

Pseudomonas (VISWANATHAN et al., 2005).  

O estudo realizado por Zia et al. (2019) também mostra isolados de Bacillus produtores 

de glucanases atuando na RSI. A inoculação bacteriana gerou o aumento da atividade de 

enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), responsável por eliminar radicais 

livres, neutralizando as espécies reativas de oxigênio (EROs), ativadas após a inoculação de C. 

falcatum, em cana-de-açúcar. Em outros trabalhos também se observaram rizobactérias 

induzindo atividades significativas de enzimas oxidantes na defesa de patógenos em cana-de-

açúcar (HASSAN et al. 2010; SHAKEEL et al. 2015; SOUZA et al. 2017; RAIS et al. 2017). 

Supõe-se que as plantas tratadas com os isolados IAC/BECa-135, IAC/RBCf-004 e IAC-RBcr4 

que obtiveram menores sintomas da podridão vermelha nas MPBs de cana-de-açúcar, tenham 

gerado uma possível indução de resistência sistêmica, porém estudos mais profundos são 

necessários. 
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No segundo experimento, com as mudas de cana da variedade IACSP97-4039 não houve 

diferenças significativas em relação ao controle da doença. De modo geral, o estabelecimento 

e as avaliações dos sintomas da doença ocorrem após o período de 60 dias, como feito no 

primeiro experimento com a variedade IACSP95-5000 e em diversos estudos já realizados 

(HASSAN et al. 2011; WALAYAT et al. 2011; SINGH et al. 2017; PATEL et al. 2019). O 

curto período de tempo decorrido entre a última inoculação da suspensão de esporos de C. 

falcatum e a última avaliação (30 dias) possivelmente afetou tais resultados, fazendo-se 

necessário outros estudos sobre o controle da doença na variedade IACSP97-4039 tratada com 

bactérias. Também foi utilizado um método diferente de inoculação, que pode interferir nos 

resultados obtidos. Como se trata de um patossistema pouco estudado, é interessante que mais 

experimentos sejam feitos visando a desenvolver uma metodologia prática e reprodutível para 

essa interação cana-de-açúcar x C. falcatum. 

Diversos estudos mostram os benefícios trazidos pelo emprego de BPCPs, bem como as 

possíveis aplicações para diferentes culturas agrícolas. Pseudomonas putida demonstrou 

enorme potencial como biofungicida e biobactericida, atuando no controle de Fusarium 

oxysporum em tomate, Sclerotinia sclerotiorum em alface e Rhizoctonia solani e 

Pectobagterium atrospticum em batata (OLIVER et al. 2019).  Ji et al. (2019) observaram o 

efeito sinérgico de Bacillus methylotrophicus e do fungicida Fluopimomida, aumentando o 

controle do mofo cinzento, causado por Botrytis cinera, em tomate.  

Em cana-de-açúcar, especialmente no Brasil, estudos sobre o controle da doença podridão 

vermelha, causada por C. falcatum ainda são escassos. Neste estudo foi possível observar que 

a maioria dos isolados estudados demonstrou capacidade de promover o crescimento das 

plantas, mas apenas três promoveram o controle de C. falcatum. Portanto pode-se esperar que 

seja mais difícil obter isolados com capacidade para o biocontrole de C. falcatum do que 

isolados que promovam o crescimento das plantas. 

 

5.3    Métodos de inoculação de C. falcatum em mudas de cana-de-açúcar 

 

Embora a podridão do colmo da cana-de-açúcar tenha aumentado de importância na 

cultura, poucos estudos foram feitos envolvendo este patossistema. Por esta razão dois métodos 
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de inoculação foram testados neste estudo visando avaliar o possível controle da doença pelas 

bactérias promotoras de crescimento de planta. 

No primeiro experimento, com a variedade de cana IACSP95-5000, os discos de micélio 

de C. falcatum foram inoculados nas folhas e no colmo. Observou-se que parte do inóculo 

(disco composto por meio de cultura sólido) se desmanchou após a colocação nas folhas. O 

método de inoculação no colmo, onde foi realizado um pequeno ferimento antes de fixar o disco 

micelial de C. falcatum foi interessante e talvez simule o que ocorre em condições de campo, 

no chamado complexo broca-podridão vermelha. A broca da cana Diatraea saccharalis 

(Lepidoptera: Crambidae) abre fissuras no colmo, formando galerias que favorecem a entrada 

de patógenos como o C. falcatum (ROE et al. 1981; PANNUTI et al. 2013). 

No segundo experimento, com a variedade de cana IACSP97-4039, foi utilizado o método 

do algodão embebido em uma solução contendo conídios de C. falcatum. Esse método foi 

baseado no esfregaço nodal e utilizada em experimentos anteriores com esse patossistema por 

Sundar et al. (2009) e Muthiah et al. (2013). Pelo que se observou o algodão preservou a 

umidade trazida pela suspensão de conídios, o que possivelmente favoreceu o desenvolvimento 

e propagação do fungo nas folhas, porém, a inoculação da suspensão nas bainhas não resultou 

em lesões no caule das mudas. 

As pequenas fissuras causadas pelo bisturi provavelmente atuaram na quebra inicial de 

barreira física das folhas de cana-de-açúcar, facilitando a infecção de C. falcatum. Tais 

condições não foram observadas no primeiro experimento em que o método de suspensão de 

conídios também foi utilizado, porém, utilizando-se uma rolha adaptada com lixa. 

Provavelmente, o ferimento ocasionado pele lixa nas folhas de cana foi sutil e insuficiente para 

a entrada do patógeno. Além disso, as características morfológicas das folhas da cana-de-

açúcar, inviabilizam a concentração de líquidos em sua superfície, escorrendo logo após a 

aplicação, o que pode ter prejudicado na infecção de C. falcatum. Apesar de não apresentarem 

diferenças significativas entre os tratamentos, no experimento com a variedade IACSP97-4039, 

as folhas das mudas apresentaram lesões características da doença após quatro dias da 

inoculação, o que não foi observado no experimento com a variedade IACS95-5000, em que as 

folhas das mudas apresentaram pouco ou nenhum sintoma.  

 Neste experimento utilizou-se um método digital para a avaliação da severidade da 

doença. O uso do programa informatizado Leaf Doctor (PETHYBRIDGE et al. 2015) melhorou 

a capacidade de avaliar a severidade da doença, possibilitando estimar a severidade das lesões 
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causadas por C. falcatum com menor erro experimental. Estudos já foram bem documentados 

mostrando a desvantagem da avaliação manual causada por fadiga, gerando muitas vezes a 

documentação divergente de valores da severidade de doenças nas folhas (NUTTER E 

SCHULTZ, 1995; NILSSON, 1995). 

O programa avalia a imagem de folhas inteiras e neste estudo, foram necessárias 

adaptações a fim de otimizar as análises da severidade da podridão vermelha. Devido ao 

comprimento das folhas de cana-de-açúcar, fez-se necessário a sua divisão em três partes para 

que não houvesse interferência na qualidade e nitidez da imagem. A distância de 11 cm entre a 

folha e a câmera foi suficiente para garantir um resultado preciso. Para melhor funcionamento 

do programa sugere-se que as imagens sejam tiradas em locais com baixa luminosidade, pois a 

quantificação na folha saudável e doente é feita pelo diferencial das tonalidades de cores das 

folhas e, a interferência da luz altera a precisão do resultado. Além disso, neste estudo as 

imagens foram tratadas com Photoshop; o fundo preto nas imagens garantiu o direcionamento 

correto das avaliações de severidade nas folhas.  

 O método de avaliação manual também foi aplicado e a severidade das lesões foi medida 

com régua (cm). Não foram observadas diferenças de resultados entre os dois métodos de 

avaliação, provavelmente pela pequena quantidade de repetições e da presença de lesões 

avaliadas. A utilização do programa Leaf Doctor pode viabilizar as quantificações de 

severidade de doenças no campo. O aplicativo se mostrou de fácil compreensão e manuseio 

gerando resultados mais rápidos. Além disso, a utilização de imagens possibilita que as 

avaliações sejam feitas a qualquer momento, não apenas na colheita do experimento, e os dados 

obtidos possam ser arquivados rapidamente em forma de imagens. 
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6 CONCLUSÕES 

 Oito isolados bacterianos os três compostos envolvidos nos mecanismos de defesa e 

crescimento de plantas (SID, AIA e HCN). 

 Onze isolados bacterianos produziram substâncias antagônicas que inibiram entre 30 e 

40% o crescimento micelial de C. falcatum. 

 Entre os 18 isolados testados em mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar das variedades 

IACSP95-5000 e IACSP97-4039, nove promoveram o crescimento das plantas: 

IAC/BECf-001, IAC/BECf-004, IAC/BECf-005 e IAC/BECf-006 IAC/BECf-002 

IAC/RBcr4, IAC/RBru1 e IAC/RBca-10. 

 Os isolados IAC/BECa-135, IAC/RBCf-005 e IAC-RBcr4 reduziram o número de 

lesões nas folhas e o tamanho das lesões no colmo de cana-de-açúcar, variedade 

IACSP95-5000. 

 Três isolados (IAC/BECa-135, IAC/RBCf-005 e IAC/RBcr4) promoveram crescimento 

e controlaram a doença podridão vermelha em cana-de-açúcar.  

 O método de inoculação com discos de micélio foi mais eficiente do que com a 

suspensão de conídios aplicada sobre as folhas ou embebida em algodão para causar 

sintomas de podridão vermelha em mudas pré-brotadas de cana-de-açúcar. 
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