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ACTINOBACTERIAS NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E CONTROLE
DE Meloidogyne javanica EM MUDAS DE TOMATEIRO

Autor: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno
Orientador: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: O tomateiro € uma importante hortalica cultivada no Brasil. Contudo,
problemas causados por fitonematoides provocam perdas na produgdo. As
actinobactérias apresentam caracteristicas importantes para o controle bioldgico e
promogao de crescimento de plantas. Este trabalho teve os seguintes objetivos:
realizar a caracterizagédo fisiolégica dos isolados de actinobactérias; avaliar o
potencial desses isolados na promog¢ao de crescimento de mudas de tomateiro e o
seu potencial no biocontrole de Meloidogyne javanica. Dos 42 isolados de
actinobactérias testados, 92,85%, 92,85%, 71,43%, 35,75% e 78,57% apresentaram
atividade lipidica, celulolitica, quitinolitica, xilanolitica e de producdo de acido
indolacético, respectivamente. No primeiro experimento, foram verificados
incrementos de 19,6% e 76,0% no didmetro do caule e massa seca das raizes da
mudas de tomateiro cultivadas no substrato Vivatto Slim® infestado e incubado com
as actinobactérias. A quantificagcdo das actinobactérias no substrato e no solo, em
todos os experimentos, aos 40 dias apods infestacio e incubagao e apds a coleta das
mudas, revelaram densidades populacionais superiores ao tratamento testemunha
para todos os isolados de actinobactérias. Houve aumento no teor de N da parte
aérea das mudas de tomateiro, promovido por alguns isolados de actinobactérias,
nos trés experimentos. Entretanto, ndo houve efeito no teor de P. Nos testes /n vitro
com metabdlitos secundarios produzidos pelas actinobactérias, obteve-se alta taxa
de mortalidade de J2 de M. javanica. A redugdo no numero de galhas e massa de
ovos foi de 62,2% e 76,4%, 73,7% e 72,8%, para as plantas cultivadas no substrato
Vivatto SIim® e no solo, incubados e infestados com os isolados BFT 104 e BFT 4,
respectivamente. O efeito na promog¢ao de crescimento e no biocontrole depende do
isolado de actinobactéria.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Solanum lycopersicum L., Streptomyces spp.



GROWTH PROMOTION AND CONTROL OF Meloidogyne javanica IN
TOMATO PLANTS BY ACTINOBACTERIA

Author: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno
Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Tomato is an important vegetable crop grown in Brazil. However, plant
parasitic nematodes can cause severe yield losses. Actinobacteria present important
characteristics for biological control and plant growth promotion. This study had the
following objectives: to carry out the physiological characterization of actinobacteria
isolates, to evaluate the potential of those isolates for growth promotion of tomato
plants, and for biocontrol of Meloidogyne javanica. From a total of 42 isolates of
actinobacteria tested, 92.85%, 92.85%, 71.43%, 35.75%, and 78.57% presented
lipase, cellulase, chitinase, xylanase activity and production of indol acetic acid,
respectively. In the first experiment, increments of 19.65% and 76.0% were obtained
for stem diameter and root dry matter of tomato plants grown in Vivatto Slim® plant
growth potting mix, infested and incubated with actinobacteria. For all experiments,
quantification of actinobacteria in potting mix and in soil, revealed higher population
densities for the inoculated treatments, compared to the uninoculated control
treatment. Also, in all three experiments, there was an increase in leaf and stem N
levels, as a result of the treatment with some actinobacteria isolates. However, there
was no effect on plant P levels. In vifro tests with secondary metabolites produced by
actinobacteria showed high mortality rates for J2 of M. javanica. The reduction in the
number of galls and egg mass was 62.2% and 76.4%, 73.7% and 72.8% for plants
grown in Vivatto SIim® potting mix and in soil, infested and incubated with isolates
BFT 104 and BFT 4, respectively. The effect on growth promotion and biocontrol
depends on the actinobacteria isolate.

Key-words: Biological control, Solanum lycopersicum/L. , Strepfomyces spp.



INTRODUGAO

A cultura do tomateiro

O tomateiro € uma planta da classe dicotiledoneae, ordem Tubiflorae,
pertencente a familia Solanaceae, género Lycopersicon, sendo a espécie cultivada o
Solanum lycopersicon L. (ALVARENGA, 2004). Segundo Rodriguez et al. (1984), é
uma planta herbacea, anual, possuindo raiz pivotante. O caule é redondo, piloso e
macio quando jovem. As folhas sao alternadas, do tipo composta. A floracéo e a
frutificacdo ocorrem juntamente com o crescimento vegetativo.

O tomateiro tem como provaveis centros de origem a regido montanhosa dos
Andes, o Norte do Chile, Bolivia, Equador, Peru e Coldmbia. O México & considerado
o centro de domesticacdo, onde a planta silvestre foi cultivada e melhorada
geneticamente (FILGUEIRA, 2003). A cultura é considerada cosmopolita, uma vez
que € bastante tolerante a variacdo dos fatores climaticos, podendo desenvolver-se
em regides de clima tropical de altitude, subtropical e temperado (SILVA et al., 1994).

A cultura desempenha importante papel na economia nacional, sendo um dos
principais produtos olericolas. O Brasil se destaca entre os oito paises considerados
como maiores produtores, tendo alcangado em 2008, a producgao total de 3.867.655
milhdes de toneladas de tomate (FNP, 2009). No Brasil, o tomateiro é amplamente
cultivado, praticamente em todos os estados, mas sua producao destaca-se nas
regides Sudeste e Centro-Oeste. O periodo de plantio é peculiar para cada regido
geografica, em funcdo das condig¢des climaticas (FILGUEIRA, 2000). Os Estados com
maior participagdo na safra nacional 2007-2008 foram Goias (26,67%), Sao Paulo
(22,29%) e Minas Gerais (13,37%) (FAOSTAT, 2008).

O tomate € uma hortalica que faz parte da dieta alimentar diaria da maioria da

populacdo brasileira, sendo uma das culturas mais importantes, nao apenas em



producdo, mas também em valor sécio-econémico. E a hortalica mais industrializada,
empregando grandes contingentes de mao-de-obra, com um mercado de derivados
que explora principalmente a produgdo de extratos, molhos prontos e catchup
(KROSS et al., 2001). E importante economicamente, pelo valor de producéo e
socialmente, pelos empregos diretos e indiretos que gera, e ainda pelo valor nutritivo,
por ser rico em vitamina A, complexo B, glicose, frutose, lipideo, proteina e sais

minerais como: fésforo, calcio, potassio e magnésio (MAKISHIMA, 2003).
Fitonematoides e seu impacto na cultura do tomateiro

Os nematoides constituem o grupo de organismos pluricelulares mais
abundantes no planeta, sendo estimados em um milhdo de espécies (KIMPINSKI &
STURZ, 2003; VIGLIERCHIO, 1991). Sdo organismos aquaticos que vivem nas
aguas marinhas, aguas doces e no filme de agua do solo. A maioria € de vida livre,
alimentando-se de micro-organismos, tais como bactérias (bacteriofagos), fungos
(micetéfagos ou micdéfagos), protozoarios (protozoofagos) e nematoides
(nematofagos). Geralmente sao classificados segundo seu habito nutricional. Dentre
os grandes grupos de nematoides estdo os fitonematoides, ou nematoides parasitas
de plantas, que causam perdas econémicas significativas em uma grande variedade
de culturas (FERRAZ & MONTEIRO, 1995).

Estes organismos alimentam-se e reproduzem-se em plantas vivas, podendo
migrar para a regiao rizosférica, para dentro das raizes, ou em diregao a parte aérea.
Os nematoides do género Meloidogyne sao considerados os mais importantes dentre
a vasta gama de géneros fitoparasitos por possuirem ampla distribuicdo geografica e
apresentarem extensa gama de hospedeiros, incluindo mais de 2000 espécies de
plantas, dentre elas, diversas culturas de importadncia econbmica e plantas
espontaneas (PIO-RIBEIRO & ASSIS FILHO, 2005).

Sdo0 muitos os fatores limitantes a producdo de tomate no Brasil, com
destaque para as doengas causadas por nematoides (SILVA et al., 2004), sendo esta
cultura hospedeira de dezenas de espécies de nematoides. S6 no Brasil existem 43
espécies de fitonematoides pertencentes a 21 géneros associados a cultura do
tomateiro, sendo que dois grupos apresentam sintomas tipicos, que s&o as espécies
do género Meloidogyne e Pratylenchus, que provocam galhas e lesbes nas raizes,
respectivamente (CAMPOS, 2000). As perdas na produgdo devido ao ataque de



nematoides as culturas vao desde danos leves a severos. Em termos mundiais,
estima-se que as perdas anuais causadas por estes organismos em todas as culturas
alcancem em torno de 100 bilhdes de ddlares (FREITAS et al., 2001).

As perdas variam de acordo com a época de plantio e com as praticas culturais
adotadas pelos produtores. As espécies M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M.
Jjavanica (Treub) Chitwood e M. arenaria (Neal) Chitwood sdo as mais comuns no
pais, estando presentes em todos os tipos de solo. Em menor intensidade, ocorre a
espécie M. hapla Chitwood, que predomina em clima temperado ou em regidées com
temperaturas entre 15 °C e 25 °C (LOPES & AVILA, 2005).

Os nematoides das galhas sdo endoparasitos sedentarios, cujas fémeas
produzem em média, 500 ovos numa matriz gelatinosa, formando uma massa de
ovos, na maioria das vezes, externamente a raiz. A injecao de secregdes culmina
com a hipertrofia e hiperplasia de células (células gigantes) acompanhadas
normalmente pelo alargamento das raizes, formando galhas. A reprodugdo é
frequentemente partenogenética (WHITEHEAD, 1997). Estes caracterizam-se por
acentuado dimorfismo sexual: a fémea apresenta o corpo globoso, piriforme ou em
forma de saco, e imovel e o macho tem corpo vermiforme. A penetragao nas raizes
ocorre no estadio juvenil vermiforme (J2), pela regido meristematica, em seguida o
juvenil migra até a zona de maturagao, onde estabelece um local de alimentagao na
regido vascular. Este passa por trés ecdises até atingir a fase adulta. Os machos
adultos abandonam o sistema radicular e as fémeas adquirem corpo globoso,
permanecem no interior das raizes, como endoparasitas sedentarias e deposita seus
ovos no exterior da raiz. Os ovos que a fémea langa para o exterior permanecem
unidos por meio de uma matriz gelatinosa secretada pela propria fémea durante a
oviposigcao (COSTA, 2000).

Estes nematoides formam estruturas denominadas galhas no sistema radicular
da planta interrompendo os vasos condutores, xilema e floema, ocasionando murcha
das plantas durante os periodos mais quentes do dia, menor desenvolvimento das
plantas, desfolha prematura sintomas de deficiéncia mineral, clorose, redugéo e
deformagao do sistema radicular, decréscimo da eficiéncia das raizes na absorgéo e
translocacdo de agua e nutrientes e menor crescimento da parte aérea, culminando
em menor produgao, comprometendo ou até mesmo inviabilizando o cultivo em areas

com infestagcbes mais severas (TIHOHOD, 2000). A infeccdo também afeta as



relacbes agua x planta e o processo fotossintético (MELAKEBERHAN, et al., 1986).
Sintomas associados a infecgdo como destruicdo de pelos absorventes e redugao da
taxa de crescimento das raizes, limitam a exploragdo do solo e absor¢gao de agua e
nutrientes, provocando o tombamento de plantas e as predispéem ao ataque de
outros micro-organismos (DIAS & RIBEIRO JUNIOR, 2001).

A contaminagdo de areas agricolas por nematoides, bem como a sua
disseminagao para novas areas, ocorre principalmente por agua de irrigacéo ou de
chuva, por solo aderido a maquinas agricolas e por material propagativo infectado
como mudas e sementes (AGRIOS, 1997).

Para o manejo destes parasitas, frequentemente se recorre ao controle
quimico que tem seu uso cada vez mais limitado por sua alta toxicidade, risco de
contaminagdo ambiental, alto custo, baixa disponibilidade em paises em
desenvolvimento, e baixa eficacia de controle depois de repetidas aplicacdes (DONG
& HANG, 2006). Esforcos tém sido concentrados na integracdo de agentes de
controle biolégico. O controle biolégico, quando aplicado de forma correta, néo
contamina, ndo desequilibra 0 meio ambiente e nem deixa residuos, além de ser
barato e de facil aplicacdo (SOARES, 2006; BETTIOL, 2008).

Controle Biolégico

A preocupacado da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a
contaminagao da cadeia alimentar com agrotoxicos esta alterando o cenario agricola,
resultando em mercados de alimentos produzidos sem o uso de agrotoxicos ou aqueles
com selos que garantem que os agrotoxicos foram utilizados adequadamente
(BETTIOL, 2008). Dentre as alternativas para a redugdo do uso de agrotoxicos o
controle biologico tem sido uma das mais discutidas. O controle biolégico tem se
apresentado eficiente e viavel para o manejo de varias culturas por minimizar o dano
ambiental e ser mais vantajoso economicamente comparado aos métodos quimicos
convencionais (COIMBRA 2005).

O controle biolégico de patdégenos é a total ou a parcial redugdo da populagéo
do patdégeno por outros organismos, e ocorre rotineiramente na natureza (AGRIOS,
2004). Segundo Bettiol (1991), a doenga na planta é o resultado da interagdo entre o

hospedeiro, o patdgeno, e diversos ndo patdogenos que habitam o sitio de infecgao,



apresentando potencial para limitar a atividade do patdégeno ou aumentar a resisténcia
do hospedeiro. Para este autor, os componentes do controle biolégico sdo o patdégeno,
0 hospedeiro e os antagonistas, sob a influéncia do ambiente, todos interagindo num
sistema bioldgico.

Cook & Baker (1993) definem controle biolégico como a redugéo da intensidade
de in6culo ou das atividades determinantes da doenga realizadas por meio de um ou
mais organismos que nao o homem. Nesta definicdo, segundo Junqueira e Gasparotto
(1991), as atividades determinantes da doenga envolvem crescimento, infectividade,
agressividade, viruléncia e outros atributos do patégeno ou processos que determinam
a infecgao, o desenvolvimento dos sintomas e a reprodugéo do patogeno.

O termo organismos inclui individuos ou populagbes avirulentas ou
hipovirulentas dentro das espécies patogénicas, bem como outros antagonistas aos
patogenos. Este termo é utilizado para designar agentes biolégicos com potencial para
interferir nos processos vitais dos fitopatdbgenos, devendo estes estar adaptados
ecologicamente ao mesmo tecido das plantas ocupado pelos patégenos, mas sendo
nao patogénicos as mesmas (BETTIOL & GHINI, 1995). Melo & Azevedo (1998)
definem o controle biolégico como sendo o controle de um micro-organismo por outro
micro-organismo.

O controle biologico visa manter, por meio de certas praticas, um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patégeno, nao sofra
danos significativos, em fungédo da acao controladora dos organismos n&o patogénicos
do sistema (BETTIOL, 1991). Assim sendo, este método de controle inclui praticas
culturais que promovem um ambiente favoravel aos antagonistas e a resisténcia da
planta hospedeira ou ambos; o melhoramento da planta para aumentar a resisténcia ao
patégeno ou adequar o hospedeiro para as atividades antagbnicas de micro-
organismos; a introducdo em massa de antagonistas, linhagens ndo patogénicas ou
outros organismos benéficos (CARDOSO, 1978).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos no controle biolégico € de
fundamental importancia para aumentar as vantagens competitivas no ambiente. Os
principais mecanismos das interagdes antagonisticas entre micro-organismos incluem a
competicdo, a antibiose e o micoparasitismo, além da indugdo de resisténcia do
hospedeiro (MOORE-LANDECKER, 1996; TRONSMO & HJELJORD, 1998).



Algumas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) séo
capazes de induzir resisténcia sistémica em plantas. A ISR (/nduced Systemic
Resistance) pode ser definida como um processo de defesa ativa da planta, em que
esta utiliza multiplos mecanismos induzidos sistemicamente por rizobactérias e que se
apresenta eficiente contra uma variedade de patogenos de plantas (LUZ, 1996). Alguns
dos mecanismos propostos para inducdo de resisténcia sistémica em plantas por
RPCPs incluem varios processos fisioldgicos, tais como: aumento da producédo das
proteinas soluveis em acido (ZDOR & ANDERSON, 1992), acumulo de fitoalexinas
(VAN PEER et al., 1991), lignificagcdo (HOFFLAND & BIK, 1993), produgédo de acido
salicilico em baixa concentracéo de ferro (LEEMAN et al., 1995).

Outros importantes mecanismos de supressdo de patdgenos por rizobactérias
sdo a produgdo de enzimas liticas que atuam na lise de células fungicas, como
quitinases e B-1,3-glucanases, que degradam a quitina e o glucano presentes nas
paredes das células fungicas e a degradagéo de toxinas produzidas pelos patdégenos
(BERG et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).

Dentre os agentes de controle biolégico e promogao de crescimento de plantas,
as actinobactérias pertencentes ao género Sikrepfomyces apresentam um papel
importante na rizosfera de plantas, por influenciarem o seu crescimento, colonizando as
raizes e agindo contra fungos e bactérias fitopatogénicas, devido a producédo de
antibidticos e outros metabdlitos secundarios (COMPANT et al., 2005; RAUPACH &
KLOEPPER, 1998).

Promogao de crescimento de plantas

Bactérias associadas a rizosfera e colonizadoras de raizes de plantas podem
promover efeitos benéficos as plantas, sendo estas denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas. Esse efeito benéfico das rizobactérias refere-
se ao maior crescimento das plantas, refletido na altura, crescimento das raizes e
parte aérea da planta, vigor e produtividade maiores, quando comparadas a plantas
nao associadas as RPCPs (BERTRAND et al., 2001; ROMEIRO & BATISTA, 2002).

Essas bactérias tém sido estudadas em uma extensa variedade de plantas,
incluindo muitas de interesse agricola, tais como, citrus (Citrus spp.) (ARAUJO et al.,
2001; AMORIM & MELO, 2002), milho (Zea mays L.) (ARAUJO et al., 2000), batata



(Solanum tuberosum L.) (REITER et al., 2002), trigo ( 7riticum aestivum L.) e sorgo
(Sorghum bicolor L.) (ZINNIEL et al., 2002), feijao (Phaseolus vulgaris L.) (SILVEIRA
et al., 1995), cacaueiro (7Theobroma cacao) (SILVA, 2007); tomateiro (Solanum
lycorpersicum), (LIMA 2003; SOUSA et al., 2006; SOARES, 2010), bananeira (Musa
spp.) (PAIXAO, 2008), entre outras.

Os mecanismos de promogdo de crescimento vegetal por bactérias sao
complexos e podem ser influenciados por diversos fatores abiéticos (temperatura, pH,
radiacdo, umidade, ions e elementos minerais e organicos do solo) e bidticos
(caracteristicas do hospedeiro, presenga de patdgenos e outros micro-organismos
associados a planta) (SILVEIRA, 2001; BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001;
ARAUJO et al., 2002). O estimulo ao crescimento vegetal por estas bactérias pode
ser o resultado tanto de agbes diretas, como o aumento da disponibilidade de
nutrientes para a planta e a producdo de substancias reguladoras de crescimento
vegetal (SHISHIDO et al.,, 1999; STURZ et al.,, 2000), como de agdes indiretas, a
exemplo do controle de fitopatégenos por competicao, producado de sideroforos,
antibiose e indugéo de resisténcia sistémica no hospedeiro (VAN LOON et al., 1998;
STURZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).

Outro mecanismo de promog¢do de crescimento indireto dos vegetais é a
antibiose, na qual um ou mais metabdlitos produzidos por um organismo tém um
efeito danoso sobre o outro, inibindo o crescimento de fitopatégenos ou inativando a
célula por toxicidade quimica (SILVEIRA, 2001). Contudo, a acao efetiva de um
antibidtico contra uma populagdo de um determinado fitopatégeno pode néo ter a
mesma eficiéncia sobre outra populacdo da mesma espécie, pela existéncia de
mecanismos genéticos de resisténcia, ou ainda por perda da eficiéncia devido a
condigdes variaveis do ambiente (OLIVEIRA et al., 2003). Entre os antibiéticos com
propriedades de biocontrole ja bem caracterizados, podemos citar as fenazinas,
pioluteorinas, pirrolnitrina, piocianina, 2,4-diacetilfloroglucinol e cianeto de hidrogénio
(RAMAMOORTHY et al., 2001; RAMETTI et al., 2003). Sdo conhecidas produtoras de
antibidticos, espécies de bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas fluorescentes,
Streptomyces, entre outros (MELO, 1998b).

As actinobactérias sao também conhecidas pela sua importancia nos

processos de compostagem, devido a capacidade de produgao de enzimas capazes



de degradar moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente celulose,
lignocelulose, xilanose e lignina (CRAWFORD, 1988).

Actinobactérias

As actinobactérias, principalmente as pertencentes ao género Strepfomyces,
compdem um importante grupo de bactérias do solo, pertencentes a classe
Actinobactéria, familia Streptomycetaceae, sendo Gram positivas, aerdbias estritas,
cujas colbnias sao pequenas pulverulentas ou velutinas, com micélio aéreo de
diferentes tonalidades e produtores de pigmentos soluveis (ARAUJO, 1998). O ciclo
de vida inicia-se com a germinagao do esporo, dando origem a um micélio formado
por hifas ramificadas que penetram no substrato, metabolizando fontes orgénicas de
nutrientes como polissacarideos (amido, pectina, quitina, celulose), proteinas
(queratina, elastina), lipideos e compostos aromaticos, pela agcdo de enzimas
extracelulares. A partir deste micélio vegetativo (hifas primarias), desenvolve-se o
micélio aéreo (hifas aéreas) no centro da colénia. As hifas podem apresentar-se
multinucleadas ou em compartimentos mononucleados, que dardo origem a cadeias
de esporos. Nesta fase, ativam-se os metabolismos secundarios, em que sao
produzidos, principalmente antibidticos e pigmentos (ARAUJO, 1998; PADILHA,
1998).

O género Streptomyces € o mais estudado entre as actinobactérias, sendo
conhecido mundialmente pela capacidade de producé&o de antibioticos (PADILHA,
1998), enzimas liticas e pela decomposicdo da matéria organica, especialmente
polimeros como lignocelulose, amido e quitina (GOODFELLOW, 1985; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002; GETHA et al., 2005). A produgao de metabdlitos secundarios pelos
actinobactérias tem sido associada a diferenciagcdo na sua morfologia celular, tal
como a producdo de esporos, podendo ser limitada ou inibida por deficiéncias
nutricionais.

A utilizagdo de actinobactérias como organismos de controle microbiano é
reforgada ainda pelo fato destas serem habitantes dos mais diversos tipos de solos
(GAVA, 1998), sendo capazes de colonizar a rizosfera e produzir esporos,
apresentando assim caracteristicas desejaveis para o controle bioldgico de doengas
de plantas (MOURA, 1996).



Além do efeito de biocontrole, estes micro-organismos tém um papel
importante na decomposigcdo da matéria organica e promogado de crescimento de
plantas. Os mecanismos de acgao responsaveis pela promog¢édo de crescimento em
plantas também podem estar ligados a inibicdo de patdégenos, beneficiando o
crescimento vegetal de forma indireta (ZAGO et al., 2000). Os efeitos diretos na
promog¢ao de crescimento de plantas ocorrem pela producdo de substancias
promotoras de crescimento como giberelinas, auxinas e citocininas, que causam
efeitos benéficos no crescimento de plantas como o desenvolvimento da parte aérea,
aumento do crescimento de raizes e numero de pélos radiculares absorventes
(CATTELAN, 1999; LUZ, 1996). Os efeitos indiretos ocorrem através da indugéo de
resisténcia sistémica (ROMEIRO, 1999), mineralizagdo de nutrientes (SILVEIRA
2001), produgao de antibiéticos (FRAVEL, 1998), producéo de enzimas (GLICK et al.,
1995), producdo de quitinase (GOMES et al., 2000), produgdo de sideroforos
(WELLER, 1988), produgéo de acido cianidrico (HCN) (LUZ, 1996), solubilizagdo de
fosfato (MELO, 1998) e fixagao biolégica de nitrogénio (GRIMES & MOUNT, 1984).

Entretanto, apesar do potencial destas actinobactéria e de sua importancia nos
sistemas de producédo agricola, trabalhos com Strepfomyces spp. no solo e sobre os
mecanismos de acgdo e do potencial de utilizagdo destes micro-organismos, como
insumo biolégico na agricultura, com efeito na disponibilidade de nutrientes e
promogao de crescimento vegetal, ainda sdo muito incipientes. Dentro deste contexto,
existe a necessidade de se estudar a agao das actinobactérias no solo e em
substratos organicos, seu impacto nas caracteristicas quimicas e bioldgicas dos
substratos, na promogao de crescimento de plantas e controle de fitonematoides.

Este trabalho teve como obijetivo estudar o efeito da infestagdo do solo e de
substrato organico com isolados de Strepfomyces spp., na promog¢ao de crescimento

e no controle de Meloidogyne javanica em plantas de tomateiro.
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ACTINOBACTERIAS NO CRESCIMENTO DE MUDAS DE TOMATEIRO"
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ACTINOBACTERIAS NO CRESCIMENTO DE MUDAS DE TOMATEIRO

RESUMO: As actinobactérias sao conhecidas pela produgcdo de metabdlitos
secundarios, como antibiéticos e enzimas extracelulares, que atuam na degradagéao
de moléculas complexas, desempenhando papel importante nos processos de
compostagem e de promogao de crescimento de plantas. Este trabalho teve como
objetivos: caracterizar os isolados de actinobactérias quanto a produgédo de enzimas
extracelulares (xilanase e celulase), solubilizagao de fosfato de calcio e produgao de
acido indolacético, avaliar a densidade populacional dos isolados no substrato antes
do plantio e apds a coleta das plantas e avaliar o seu potencial na promogéao de
crescimento de plantas de tomateiro. Do total de 42 isolados de actinobactérias
testados, 15 apresentaram atividade xilanolitica, 39 apresentaram atividade
celulolitica, nenhum isolado promoveu a solubilizagao de fosfato de calcio e 33
apresentaram a capacidade de producdo de &acido indolacético. No primeiro
experimento, em que foram testados 17 isolados de actinobactérias por meio de
infestacdo e incubagdo do substrato Vivatto Slim®, observou-se um aumento no
didmetro do caule e na massa seca das raizes do tomateiro. Houve aumento nos
teores de N e K na parte aérea das plantas cultivadas no substrato infestado com
alguns isolados de actinobactérias, porém, ndo houve diferenga significativa para os
teores de P. Entretanto, ndo ocorreram efeitos significativos na promogédo de
crescimento das mudas de tomateiro no segundo e terceiro experimentos, com
diferentes isolados de actinobactérias. Os isolados de actinobactérias multiplicaram
e colonizaram o substrato nos trés experimentos. Estes isolados de actinobactérias
nao apresentaram potencial de promocao de crescimento de mudas de tomateiro em

substrato organico Vivatto SIim®.

Palavras-chave: Acido indolacético, enzimas extracelulares, Solanum lycopersicum L.,

Sreptomyces spp.
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ACTINOMYCETES ON GROWTH OF TOMATO PLANTS

ABSTRACT: Actinobacteria are known for production of secondary metabolites, such as
antibiotics and extracellular enzymes that act in the degradation of complex molecules,
playing an important role in composting processes and plant growth promotion. This
study aimed to: characterize isolates of actinomycetes for production of extracellular
enzymes (xylanase and cellulase), solubilization of calcium phosphate and production
of indol acetic acid, to evaluate the population density of these isolates in plant growth
potting mix, and to evaluate their potential for growth promotion of tomato plants. From
a total of 42 isolates of actinobacteria tested, 15 and 39 isolates presented xylanolytic
and cellulolytic activity, respectively. None of the isolates promoted solubilization of
calcium phosphate and 33 presented the ability to produce indol acetic acid. In the first
experiment, the potting mix Vivatto SIim® was incubated and infested with 17
actinobacteria, and an increase in stem diameter and root dry matter was observed for
tomato plants. There was an increase in N and K levels of aerial parts for plants grown
in potting mix infested with some isolates of actinobacteria. However, no significant
difference was observed for plant P levels. In the second and third experiments, growth
promotion did not occur, with different actinobacteria isolates. The isolates of
actinobacteria grew and colonized Vivatto SIim® potting mix, in all experiments. These
actinobacteria did not showed a potential for growth promotion of tomato plants in

potting mix.

Key-words: Indol acetic acid, extracellular enzymes, Solanum lycopersicum L.,

Sreptomyces spp.
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INTRODUGAO

O consumo de hortalicas tem aumentado devido a maior conscientizagao da
populagdo, em busca de uma dieta alimentar mais rica e saudavel. Desse modo, o
desenvolvimento de sistemas de cultivo de hortalicas, visando a otimizagdo da
producao tem exigido dos agricultores esforgos no sentido de reduzir, ou até mesmo
eliminar deficiéncias do setor produtivo, como problemas nutricionais e fitossanitarios
das mudas (MONTEZANO & PEIL 2006).

A produgdo de mudas constitui-se numa das etapas mais importantes do
sistema produtivo (MINAMI, 1995; SILVA JUNIOR et al., 1995). Dela depende o
desempenho final das plantas nos canteiros de producgao, tanto do ponto de vista
nutricional, quanto do tempo necessario para a colheita e, consequentemente, do
numero de ciclos possiveis por ano (CARMELLO, 1995). A producgao de hortalicas de
boa qualidade depende, entre outros fatores, da qualidade do substrato utilizado na
producao de mudas (CARNEIRO, 1995).

O substrato é um insumo basico, utilizado em substituicdo ao solo, que serve
de base fisica para o crescimento das raizes, dando suporte a planta e
disponibilizando-lhe agua e nutrientes. Suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas devem oferecer as melhores condigdes para que haja uma excelente
germinacgao e favorega o desenvolvimento das mudas (GONCALVES, 1994).

As principais vantagens para produgcdo em substrato s&do: as possibilidades de
cultivo em areas com condi¢des fisicas, quimicas e biolégicas inadequadas, melhor
monitoramento da irrigacéo, possibilidade de efetuar desinfeccdo do substrato para
sua reutilizagdo, possibilidade de cultivo onde o solo apresenta desuniformidade.
Dentre as desvantagens pode-se citar a baixa capacidade tampé&o, significando baixa
tolerancia a erros no manejo da irrigagdo e fertirrigagdo, exigindo, portanto,
monitoramento constante, custos elevados, alto nivel tecnolégico para interpretar os
resultados e tomar decisdes corretas (MILNER, 2002).

O melhor aproveitamento de substratos orgénicos para a produgcdo de mudas
pode ainda ser obtido com a inoculagdo das plantas e/ou do préprio substrato com
micro-organismos benéficos como as Bactérias Promotoras de Crescimento (BPCPs)

(SOUSA et al., 2006). Estas possuem um importante papel como promotoras de
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crescimento vegetal, pela acédo direta através da solubilizacdo de nutrientes do
substrato, producdo de substéncias reguladoras de crescimento de plantas
(CATTELAN, 1999) e pela acéao indireta, através do controle de fitopatégenos por
competicao, produgao de sideréforos, antibiose e indugao de resisténcia sistémica no
hospedeiro (STURZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).

As actinobactérias, principalmente as pertencentes ao género Strepfomyces,
compdem um importante grupo de bactérias do solo, conhecidos pela ampla
capacidade de produgdo de metabdlitos secundarios, como antibiéticos e enzimas
extracelulares (INBAR et al., 2005). Durante o processo de compostagem, as
actinobactérias, atuam na degradagdo de moléculas complexas e recalcitrantes,
especialmente celulose, lignocelulose, xilana e lignina, presentes em abundancia na
biomassa vegetal (PETROSYAN et al., 2003; DING et al., 2004).

Além da atuagdo na decomposicdo da matéria organica, estes micro-
organismos apresentam grande potencial como agentes de controle biolégico de
fitopatogenos (HOSTER et al., 2005) e/ou de promogao de crescimento de plantas
(NASSAR et al.,, 2003, CATTELAN & HARTEL, 2000), devido a capacidade de
producao de antibidticos, sideroforos, enzimas com agao antimicrobiana, substancias
promotoras de crescimento de plantas e competicdo com fitopatégenos por substrato
(CATTELAN & HARTEL, 2000), sendo apontada como alternativa viavel para
sistemas de produgao agricola ecolégica e economicamente sustentavel (COMPANT
et al., 2005).

Estudos de promocgao de crescimento com 63 isolados de rizobactérias em
mudas de cacaueiro cultivadas em solo n&o esterilizado, demonstraram incrementos
na massa seca da parte aérea e massa seca das raizes de 29,1% e 91,8%,
respectivamente (SILVA, 2007). Isolados de actinobactérias promoveram o
crescimento e melhoria do estado nutricional de plantas de tomateiro cultivadas em
solo estéril (SOARES et al., 2010).

Trabalhos realizados por Sousa et al., (2006), demonstraram o potencial
destes de isolados de actinobactérias como agentes de biocontrole de M. incognita e
promogao de crescimento de plantas de mudas de tomateiro. Segundo estes autores,
a promocgao de crescimento de mudas de tomateiro pode ser atribuida a capacidade

de solubilizacao de fosfatos, a enzimas que atuam na mineralizagao dos compostos
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organicos do substrato e/ou a substancias reguladoras de crescimento produzido
pelos estreptomicetos.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar os isolados de actinobactérias
quanto a produgcdo de enzimas extracelulares e acido indolacético, quantificar a
densidade populacional apds o periodo de incubacido e apds a coleta das plantas e
avaliar o potencial desses micro-organismos na promogao de crescimento de mudas

de tomateiro cultivar ‘Santa Cruz Kada’'.

MATERIAL E METODOS

Selecgdo dos isolados de actinobactérias

Foram inicialmente pré-selecionados 42 isolados de actinobactérias
provenientes da coleg&o de culturas do Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola da UFRB. Sendo que 39 isolados foram oriundos do residuo seco de sisal
(AR 5, AR 18, BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 18, BFT 19, BFT 25, BFT 26, BFT 32,
BFT 36, BFT 40, BFT 41, BFT 48, BFT 57, BFT 58, BFT 65, BFT 66, BFT 69, BFT
71, BFT 76, BFT 79, BFT 80, BFT 83, BFT 85, BFT 87, BFT 88, BFT 100, BFT 102,
BFT 104, BFT 106, BFT 112, BFT C, BFT D, BFT K, BM 18, BM 22, BM 28 e PD3)
(Tabela 1) e 3 isolados (AC 50, AC 92 e AC 147) selecionados como potenciais
agentes de promogéo de crescimento para o tomateiro (LIMA, 2003; SOUSA et al.,
2006, PAIXAO, 2008).

Tabela 1. Cdodigos dos isolados de actinobactérias, de acordo com a

origem do residuo seco do sisal.

Municipio Localidade Sigla
Serrinha Araci AR
Campo Formoso Belas/Morrinhos BM
Campo Formoso Baixa do Feijao/Tiquara BFT

Campo Formoso Pau D’arco PD
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Caracterizagao fisiolégica dos isolados de actinobactérias
Produgao de Xilanase e Celulase

As atividades enzimaticas foram determinadas conforme metodologia descrita
por Lewis (1988). Os isolados foram multiplicados em meio minimo de sais (TUITE,
1969), suplementado com xilana (Sigma) ou celulose microcristalina (Vetec) como
unica fonte de carbono e as placas incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D.
a 28°C durante 15 dias. Apds este periodo, foram adicionados 10mL da solugéo
vermelho congo 0,5% em cada placa, seguido de incubagado a temperatura ambiente
por 15 minutos. Apds a incubagao, removeu-se 0 excesso da solugcdo de vermelho
congo e adicionou-se 10mL da solugdo salina (NaCl a 1M) em cada placa, sendo
estas mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a remogao da solugéo,
observou-se a formagao ou ndo de uma zona de hidrdlise de coloragao alaranjada em

torno das coldnias, indicando a atividade celulolitica e xilanolitica dos isolados.

Produgao de Acido Indolacético

Para determinar a produgdo de acido indolacético pelos isolados de
actinobactérias, utilizou-se a metodologia proposta por Bric et al., (1991). Os isolados
de actinobactérias foram cultivados em meio de cultura triptocaseina de soja Agar
(10%), acrescido de 5mM de L-triptofano. Posteriormente, cobriram-se as colonias
com uma membrana de nitrocelulose e as placas foram incubadas em camara de
crescimento tipo B.O.D. a 28 + 2°C por 10 dias. Apos este periodo, as membranas
foram removidas e saturadas com solugdo de Salkowski (GORDON & WELBER,
1951). Os isolados que formaram um halo de coloragdo alaranjada na membrana, no

periodo de 30 minutos, foram considerados produtores de acido indolacético.

Solubilizagédo de Fosfato de calcio

A capacidade de solubilizagao de fosfato de calcio foi determinada de acordo
com a metodologia proposta por Katznelson & Bose (1959). Os isolados foram
cultivados em meio de cultura triptocaseina de soja Agar (10%) acrescido de
CaHPO4 e as placas incubados em camara de crescimento tipo B.O.D. por 7 dias.
Apos este periodo, a solubilizacdo de fosfato foi detectada pela formagdo de uma
zona de solubilizacdo de aspecto opaco em torno das colénias dos isolados de

actinomicetos.
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Produgao de indculo de actinobactérias

Para a producdo de inéculo, os isolados de actinobactérias preservados em
glicerol 20% a temperatura de -18°C foram multiplicados em meio de cultura sélido
AGS (POTER et al., 1960) em placas de Petri e incubadas por 10 a 12 dias a 28 +
2°C em camara de crescimento tipo B.O.D. Posteriormente, discos da cultura de
actinobactérias. foram transferidos para arroz esterilizado, conforme descrito por
Soares et al.,, (2007). O arroz colonizado pelos isolados de actinobactérias foi

utilizado para infestacdo do substrato.

Infestacdo e incubagao do substrato:

Os isolados de actinobactérias foram cultivados em meio de cultura AGS sélido
(POTER, 1960) e incubados por um periodo de 10 a 12 dias, em camara de
crescimento tipo B.O.D., a temperatura 28 + 2°C. Em seguida, 10 discos de 6mm de
diametro da cultura das actinobactérias foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer contendo 50g de arroz esterilizado (SOARES et al., 2007), sendo este
incubado a 30°C por 14 dias. Para quantificagdo do numero de unidades formadoras
de colbnias das actinobactérias no arroz colonizado, foi adotado o método de diluicdo
seriada do inéculo e plagueamento em meio AGS sélido, conforme descrito abaixo,
com incubacgao a 28 £ 2°C por 3 dias, até a obtencédo do crescimento das colénias
para contagem destas. O substrato foi infestado com a suspenséo de actinobactérias
na proporgao de 20g de arroz colonizado para 16L de substrato, fazendo-se o ajuste
das UFC/g arroz colonizado. Posteriormente, foi feito o calculo de acordo com a
contagem de UFC e a quantidade de arroz colonizado na suspensao, adotando-se
como padrao o isolado (PD3) que apresentou a maior quantidade de UFC/g arroz
colonizado.

Para infestagcdo, 20g do arroz colonizado foi colocado em sacos de plastico
descartavel com capacidade para 1 litro, sendo adicionados 100mL de agua destilada
esterilizada e agitado para permitir o desprendimento das actinobactérias do arroz.
Essa suspensao foi adicionada ao substrato, com agitagcdo manual para distribuicao e
homogeneizag&o do inoculo. Os substratos infestados foram mantidos em sacos de
polietileno e incubados por um periodo de 40 dias a temperatura ambiente,

mantendo-se a umidade constante, com adi¢cdo de agua esterilizada. O tratamento
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testemunha foi formado por substrato incubado nas mesmas condi¢gdes de umidade e

temperatura, mas sem infestacdo com actinobactérias.

Quantificagao das actinobactérias no substrato e no arroz colonizado

Ap6s a incubagdo por 40 dias do substrato infestado, realizou-se a
quantificacdo da populacdo de actinobactérias por meio da técnica da diluicao
seriada. Amostras de 10g do substrato foram transferidas para frascos de Erlenmeyer
contendo 90mL de solugédo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e agitadas por 20
minutos em agitador orbital. Em seguida, foram realizadas diluicdes decimais em
série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9mL de solugcdo salina esterilizada,
obtendo-se diluicdes de 10" a 10™. Foi realizado o plagueamento de 100ul das
diluigdes 102 a 10* em meio AGS sdlido (Arginine-Mineral Salt Agar), com trés
repeticobes para cada diluicdo, sendo o indculo espalhado com auxilio da alga de
Drigalski esterilizada por flambagem. O meio de cultura recebeu ciclohexamida na
concentragcdo de 100ug/mL para inibicdo do crescimento de fungos. Para o
crescimento dos actinobactérias, as placas foram incubadas por 5 a 7 dias a 28 + 2°C
em camara de crescimento tipo B.O.D. As popula¢des de actinobactérias no substrato
foram estimadas pela contagem das unidades formadoras de colbénias (UFC) e o
calculo com base na seguinte formula: UFC.g™" substrato seco = N x 10 x F x Y,
sendo: N = média do numero de colbnias das trés repeticdes, F = 10 (fator de
correcdo do plaqueamento de 100uL de suspensao por placa para 1 mL de
suspensao), Y = fator de diluigdo da amostra. Para a analise estatistica, os dados
foram transformados em log (x + 1), em que x corresponde ao numero de UFC. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), sendo
realizada a analise de variancia e, em seguida, a comparagao das médias pelo teste
de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A quantificagdo da densidade populacional de actinobactérias no substrato foi
realizada aos 40 dias ap6s a incubacgao e repetida apds a coleta do experimento (das
plantas de tomateiro).

Para a quantificacdo das actinobactérias no arroz colonizado, utilizou-se a
mesma metodologia. Porém, nao foi utilizado a ciclohexamida e a quantificacdo da

densidade populacional foi realizada aos tres dias apds a incubacao.
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Promogao de crescimento de mudas de tomateiro

Foram realizados ensaios preliminares para a promog¢ao de crescimento, com
os 42 isolados de actinobactérias acima indicados. Os pré-ensaios foram realizados,
por que até o momento ndo haviam sido realizados trabalhos com 39 isolados de
actinobactérias provenientes do residuo seco do sisal, constituindo assim no primeiro
trabalho. Na pré-selecdo foram instalados experimentos com um numero maior de
actinobactérias e menor quantidade de repeticdes (dados nao apresentados). Os
isolados de actinobactérias (AR 18, BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 19, BFT 25, BFT 26,
BFT 41, BFT 57, BFT 58, BFT 66. BFT 71, BFT 76, BFT 87, BFT 88, BFT 102, BFT
104, BFT 106, BFT K, BM 28 e PD 3) promoveram melhores resultados no
crescimento de plantas de tomateiro e foram selecionados para condugao dos

experimentos seguintes.

Substrato Vivatto Slim® incubado e infestado com isolados de actinobactérias

Para avaliar o efeito da infestacdo e incubagcao do substrato Vivatto Slim® com
isolados de actinobactérias no crescimento de mudas de tomateiro, foram conduzidos
trés experimentos em casa de vegetagao. No primeiro experimento foram avaliados
dezessete isolados oriundos da colecdo do laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia Agricola da UFRB, codificados como: BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 19,
BFT 25, BFT 26, BFT 41, BFT 58, BFT 66, BFT 71, BFT 87, BFT 88, BFT 102, BFT
104, BFT 106, BFT K e PD 3. Este experimento foi conduzido em delineamento em
blocos inteiramente ao acaso com dezoito tratamentos, sendo dezessete isolados de
actinobactérias e uma testemunha nao infestada, com sete repetigdes. A testemunha
foi composta por substrato incubado com agua, sem infestagdo com actinobactérias.

No segundo experimento foram avaliados oito isolados de actinobactérias
codificados como AR 18, BFT 4, BFT 26, BFT 57, BFT 71, BFT 76, BM 28 e PD 3. O
experimento foi conduzido em delineamento experimental em blocos inteiramente ao
acaso, com nove tratamentos (oito isolados de actinobactérias e uma testemunha) e
sete repeti¢cdes. A testemunha foi composta por substrato incubado com agua, sem
infestagdo com actinobactérias.

Para o terceiro experimento foram avaliados seis isolados de actinobactérias
codificados como AR 18, BFT 41, BFT 57, BFT 66, BFT 76 e PD 3. O experimento foi

conduzido em delineamento experimental em blocos inteiramente ao acaso, com sete
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tratamentos (seis isolados de actinobactérias e uma testemunha) e sete repetigdes. A
testemunha foi composta por substrato incubado com agua, sem infestacdo com
actinobactérias. O substrato foi esterilizado em autoclave, a 120°C, durante uma hora
e meia.

Para instalagdo do segundo e terceiro experimentos, foram selecionados
alguns isolados utilizados no primeiro experimento, com objetivo de verificar diferenca
no desenvolvimento vegetativo das plantas de tomateiro, visto que os experimentos
foram conduzidos em épocas diferentes (o primeiro experimento, durante o inverno e,
os demais no verao).

Apos os 40 dias de incubacdo, os substratos foram colocados em sacos de
muda pretos de polietileno (15 x 0,9 cm), colocando-se 1 litro de substrato por saco
de muda. Para os trés experimentos fez-se a semeadura, colocando-se trés
sementes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’ em cada saco de muda, sendo
realizado o desbaste, uma semana apds a germinagao, deixando-se uma planta por
saco. As mudas foram coletadas aos 45 dias apés a semeadura, avaliando-se a
altura das plantas com auxilio de uma régua milimetrada e o didmetro do caule a
altura dos cotilédones com auxilio de paquimetro digital. Separou-se a parte aérea
das raizes das plantas, sendo estas lavadas em agua corrente e em seguida,
colocadas para secar em estufa com ventilagdo forgcada a 65°C, até atingir massa
constante. Apds a secagem em estufa, determinou-se a massa seca da parte aérea e
das raizes. Em seguida, foi realizada a moagem e digestdo da parte aérea das
plantas para quantificar os teores de N, P e K com &cido sulfurico e perdéxido de
hidrogénio (THOMAS et al., 1967). O teor de nitrogénio total foi determinado pelo
método de Kjeldahl, o de fésforo por colorimetria e o de K por fotometria de chama
(EMBRAPA 1999) Os dados foram submetidos a analise de variancia e a comparagao
de médias foi realizada pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade, utilizando-
se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Avaliagao das caracteristicas quimicas no substrato

As analises quimicas das amostras dos substratos, apds 40 dias de incubacéao
com actinobactérias e do substrato sem infestacdo foram realizadas no Laborat6rio
de Solos da empresa CAMPO - ANALISES AGRICOLAS E AMBIENTAIS. O P, K, Cu,
Fe e Zn disponiveis foram extraidos por Mehlich 1 (EMBRAPA, 1997). A extragao de
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S foi realizada em solugdo de fosfato monobasico de calcio. A extragdo do Ca e Mg

disponiveis foram realizadas em cloreto de potassio 1mol/L. O boro foi extraido com

agua quente. Todos os teores de nutrientes disponiveis foram determinados por

espectrometria de emissao atdmica com plasma induzido de argbnio. Os teores de

nutrientes totais do substrato Vivatto SIim® utilizado neste trabalho sdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagdo quimica do substrato Vivatto SIim® utilizado no

experimento.

Caracteristica Unidade Valor
pH (CaCl; 0,01 mol L-") 5,1
Umidade a 65°C % 39,0
Relagao C/N 61,1
Carbono Organico % 27,9
Matéria Orgénica % 48,1

N —total a’kg 2,8
P-total mg/dm?® 1677,0
K cmolc/dm?® 6,2

Ca cmolc/dm? 23,7
Mg cmolc/dm?® 140,7
S mg/dm? 2300,0
B mg/dm? 28,0
Zn mg/dm? 40,0
Fe mg/dm? 6953,0
Mn mg/dm? 215,8
Cu mg/dm? 8,0

Ni mg/dm? 140,0

Extratores: P, K, Ni e micronutrientes: Mehlich I; S: Fosfato monobasico de calcio; B: agua quente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao fisiolégica dos actinobactérias

Do total de 42 isolados de actinobactérias testados, 15 apresentaram atividade

xilanolitica, 39 apresentaram atividade celulolitica, 33 apresentaram a capacidade de

producdo de acido indolacético. Nenhum dos isolados apresentou capacidade de

solubilizag&o de fosfato de calcio (Tabela 3).



Tabela 3. Produgcdo de enzimas extracelulares, solubilizagdo de fosfato de
calcio e acido indolacético (AlA) pelos isolados de actinobactérias.

Isolado de Enzimas Extracelulares (*) Solubilizagao Acido
actinobacteria Xilanase Celulase de fosfato Indolacético

AC 50 -
AC 92 +
AC 147 +
AR5 +
+
+
+

AR 18

BFTC

BFTD

BFTK -
BFT 4 -
BFT 7 -
BFT11 -
BFT 18 -
BFT 19 -
BFT 25 -
BFT 26 -
BFT 32 + -
BFT 36 -
BFT 40 +
BFT 41 -
BFT 48 -
BFT 57 -
BFT 58 -
BFT 65 -
BFT 66 -
BFT 69 -
BFT 71 -
BFT 76 -
BFT 79 -
BFT 80 +
BFT 83
BFT85
BFT 87 -
BFT 88 -
BFT 100
BFT 102
BFT 104
BFT 106
BFT 112
BM 18
BM 22 -
BM 28 -
PD3 +

+ 4+ + 4+ 4+ + + ++
| I |
+ 4+ + + + + 4+

+ 4+ + +
1
+ + + 4+ 4+ ++ 4+ +0

[
=+

1
+ +

1
+ + + +

+
1
+ + + +

+ 4+ + +

+ +++++F+FF A F A+
1

1
+ + + + + 0

Os sinais indicam resposta positiva (+) ou negativa (-) em relagéo a produgao de enzimas, acido
indolacético e soluhilizacio de fosfato de calcio.
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Murashima et al., (2002) descrevem a celulose como um dos componentes
mais abundantes da biomassa vegetal, composto de moléculas de glicose unidas por
meio de ligagdes glicosidicas B -1,4 formando cadeias lineares, longas e rigidas e que
pode ser degradada por uma série de micro-organismos mediante a acado de
celulases. Os micro-organismos com capacidade de degradagdo deste composto
podem ter um importante papel na decomposi¢ao da matéria orgénica do solo ou
substratos de crescimento de plantas, disponibilizando nutrientes e beneficiando o
desenvolvimento das plantas. Estes podem também agir como agentes de biocontrole
de fitopatdgenos que possuem celulose na sua parede celular (BERG et al., 2000). A
xilana é o segundo maior polissacarideo constituinte do complexo hemicelulésico das
plantas e sua estrutura basica consiste de uma cadeia principal linea de xilopiranosil
unidos por ligagoes B -1,4 glicosidicas (HALTRICH, 1996). A producédo de xilanase
pelos isolados de actinobactérias, indica que estes micro-organismos atuam no
processo de decomposi¢do de compostos organicos, disponibilizando nutrientes que
favorecem a melhoria do estado nutricional e o crescimento das plantas.

Na avaliacdo da produgdo do acido indolacético, 78,5% dos isolados de
actinobactérias demonstraram ser produtores desse horménio que atua no
crescimento vegetal. O acido indolacético afeta a morfologia das raizes, aumentando
o comprimento e o numero de pelos radiculares (BARBIERE et al., 1986), deixando
as plantas com menor suscetibilidade a escassez de nutrientes e ao déficit hidrico
(CATTELAN, 1999).

A atividade xilanolitica, celulolitica, quitinolitica, lipidica e a produgao de acido
indolacético /n vifro foram relatadas por Sousa et al., (2006), com resultados
significativos na promogao de crescimento e controle de Meloidogyne incognita em
mudas de tomateiro produzidas em substrato incubado com actinobactérias. Contudo,
estes autores nado observaram correlagdo positiva entre o efeito benéfico dos
actinobactérias e a produgcao dessas enzimas.

A quantificacdo dos isolados de actinobactérias no substrato Vivatto Slim®,
nos trés experimentos, aos 40 dias apods infestacdo e incubacao e apds a coleta das
mudas, revelou densidades populacionais superiores ao tratamento testemunha (ndo
infestado) para todos os isolados de actinobactérias (Tabela 4). No primeiro
experimento o substrato ndo infestado apresentou uma populacdo de actinobactérias
de 0,26 x 10° UFC.g™" de substrato antes do plantio e de 0,36 x 10°g UFC g de
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substrato ap6s o plantio. A populagdo das actinobactérias no substrato infestado
variou entre 6,96 x 10° e 0,71 x 10° UFC g" de substrato, apés os 40 dias de
incubacdo e de 1,06 x 10" e 1,91x 10° UFC g de substrato, apos a coleta das
plantas. Para o segundo experimento, os resultados foram semelhantes aos
encontrados no primeiro. As densidades populacionais de actinobactérias variaram
entre 2,18 x 10° a 2,1 x 10° UFC g™" de substrato, apos os 40 dias de incubagao e de
2,43 x 10° a 1,93 x 10° UFC g de substrato, apds a coleta das plantas. No terceiro
experimento as densidades populacionais variaram de 2,43 x 10°a 3,4 x 10° UFC g’
de substrato, apds a incubagao e de 2,45 x 10%°a 2,0 x 10° UFC g™ de substrato, apos
a coleta das plantas (Tabela 4).

Os isolados BFT 4, BFT 26 e PD3 apresentaram baixa multiplicagcdo quando
incubados por 40 dias, entretanto, houve boa multiplicagdo apés a coleta das plantas
no primeiro experimento. O isolado BFT 4 diferente do primeiro experimento,
apresentou reducdo na densidade populacional apds a coleta das plantas no segundo
experimento. Os isolados AR 18 e PD3 mantiveram o mesmo comportamento em
ambos os experimentos, ou seja, houve aumento na densidade populacional com o
isolado AR 18 apds a coleta das plantas e o isolado PD3 manteve-se estavel, no
segundo e terceiro experimentos (Tabela 4).

Em todos os experimentos a populacdo de actinobactérias aumentou
nos substratos mantendo-se superior ao tratamento nao infestado, ap6s o periodo de
incubacgéo por 40 dias e apds a coleta das mudas de tomateiro. O isolado PD3 foi o
unico presente nos trés experimentos. No primeiro experimento, houve aumento da
densidade populacional apds a coleta das plantas, enquanto que no segundo e
terceiro experimentos, a densidade populacional deste isolado manteve-se estavel
entre o periodo apds a incubagdo do substrato por 40 dias e apds a coleta das
plantas (Tabela 4). Provavelmente estas variagdes na densidade populacional dos
isolados ocorreram devido a fatores como umidade e temperatura que nao foram
controlados, uma vez que outros fatores como substrato, espécie vegetal e isolado

foram os mesmos entre os experimentos.



Tabela 4. Densidade populacional de actinobactérias no substrato Vivatto
Slim® aos 40 dias apds incubacao e apds a coleta das mudas de tomateiro nos
trés experimentos.

1° Experimento

Isolado de actinobactéria Antes do plantio Apos coleta
Testemunha 0,26 x 10°Bg 0,36 x 10°Ag
BFT 4 0,71 x 10°Bf 2,39 x 10° Ad
BFT 7 3,00 x 10°Ac 4,01 x 10°Ac
BFT 11 1,82 x 10° Ad 2,10 x 10°Ad
BFT 19 1,23 x 10°Be 1,01 x 10’ Aa
BFT 25 1,50 x 106 Bd 2,56 x 10° Ad
BFT 26 1,19 x 10°Be 7.30 x 10°Ab
BFT 41 4,29 x 10° Ab 3,92 x 10°Ac
BFT 58 1,12 x 10°Be 2,89 x 10°Ad
BFT 66 1,69 x 10°Bd 6,85 x 10°Ab
BFT 71 4.46 x 10°Ab 2,78 x 10°Bd
BFT 87 2,43 x 10°Ac 3,02 x 10°Ad
BFT 88 6,96 x 10° Aa 3,90 x 10°Bc
BFT 102 1,54 x 10°Bd 1,06 x 10’ Aa
BFT 104 0,79 x 10°Bf 4,09 x 10° Ac
BFT 106 3,76 x 10°Ab 1,91 x 10°Bd
BFT K 2,26 x 10°Bc 2,92 x 10°Ad
PD3 1,06 x 10°Be 2,49 x 10° Ad
CV (%) 13,7

2° Experimento
Isolado de actinobactéria Antes do plantio Apés a coleta
Testemunha 2.10 x 10°Ad 1,93 x 10°Ad
AR 18 1,08 x 10°Bb 2,43 x 10°Aa
BFT 4 2,18 x 10° Aa 1,36 x 10°Bb
BFT 26 1,19 x 10° Ab 9,00 x 10°Ac
BFT 57 1,04 x 106 Ab 9,03 x 10°Ac
BFT 71 6,90 x 10° Ac 6,46 x 10° Ac
BFT 76 1,76 x 10° Aa 8,10 x 10°Bc
BM 28 1,21 x 10° Ab 9,63 x 10°Ac
PD3 2,12 x 10° Aa 2,40 x 10° Aa
CV (%) 16,3

3° Experimento

Isolado de actinobactéria

Antes do plantio

Apbs a coleta

Testemunha 3.40 x 10°Ab 2.00 x 10°Ad
AR 18 1,08 x 10°Ba 2,45 x 10° Aa
BFT 41 1,75 x 10° Ab 1,03 x 10°Bb
BFT 57 2,87 x 10° Aa 1,55 x 10°Ba
BFT 66 1,04 x 106 Ab 9,03 x 10°Ac
BFT 76 2,38 x 10° Aa 8,00 x 10°Ac
PD3 2,43 x 10° Aa 2,07 x 10° Aa
CV (%) 16,2

Letras maiusculas na linha comparam o efeito do periodo de incubacéo (aos 40 dias apds incubacéo e
apos a coleta do experimento) para o mesmo isolado de actinobactéria. Letras minusculas na coluna
comparam o efeito dos isolados de actinobactéria entre si. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste
de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Estes resultados indicam que as actinobactérias colonizaram o substrato, mas
o crescimento depende do isolado de actinobactéria e da capacidade deste em
utilizar os nutrientes do substrato e crescer nessas condicdes de cultivo. A
colonizagao do substrato pelos isolados de actinobactérias € importante, pois propicia
a competicdo por nicho e o0 seu estabelecimento nas fases iniciais do
desenvolvimento vegetal. A infestagdo do substrato antes do plantio pode promover a
estabilizacdo da comunidade de rizobactérias. O substrato forneceu nutrientes para a
multiplicagdo dos isolados de actinobactérias.

Sousa et al. (2006), verificaram que 43 dias foi o melhor periodo de incubagao
do substrato Plantmax® para que houvesse efeito benéfico dos actinomicetos na
promogao de crescimento de mudas de tomateiro. Este periodo esta provavelmente
associado ao ciclo de vida dos actinobactérias e a producdo de enzimas
extracelulares envolvidas na decomposicdo de compostos orgénicos presentes no
substrato e na liberacdo de nutrientes para a planta (SOUSA et al., 2006; JAMES et
al.,1991).

Crescimento de mudas de tomateiro no substrato Vivatto Slim® infestado e incubado
com isolados de actinobactérias

No primeiro experimento, foram observadas diferengas significativas (P<0,05)
entre os isolados quanto ao didmetro caulinar e massa seca das raizes (Tabela 5).
Entretanto, ndo houve diferenga significativa para a altura das plantas e produgao de
massa seca da parte aérea. Foram obtidos incrementos no didmetro caulinar das
mudas produzidas no substrato infestado com seis isolados de actinobactérias (BFT
7, BFT 26, BFT 58, BFT 102, BFT 104 e BFT 106). O isolado BFT 104 destacou-se
promovendo incremento de 19,6% no didmetro caulinar em relacdo as mudas
produzidas no substrato ndo infestado.

Com relagdo a massa seca das raizes, os isolados BFT 7, BFT 41, BFT 87,
BFT 88, BFT 104 e BFT 106 promoveram os melhores resultados (P<0,05),
proporcionando incremento de 76,0%, comparado com o tratamento nado infestado
(Tabela 5).
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Tabela 5. Altura das plantas, didametro caulinar, massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca das raizes (MSR) das mudas de tomateiro cultivadas em substrato
Vivatto Slim® infestado e incubado com os isolados de actinobactérias.

Isolado de Altura (cm) Diametro (mm) MSPA (g) MSR (g)
actinobactéria

Testemunha 96.14 a* 585b 9.02 a 0.83¢c
BFT 4 9214 a 6.00b 9.31a 1,22 b
BFT 7 95,28 a 6.85 a 9,44 a 145 a
BFT 11 93,57 a 557Db 10,10 a 1,22 b
BFT 19 90,00 a 6,14 b 10,10 a 1,22 b
BFT 25 86.85 a 6.14 b 9,55 a 1,14 b
BFT 26 91,00 a 6.85 a 10,39 a 1,26 b
BFT 41 89,71 a 6,00 b 9,68 a 145 a
BFT 58 91,42 a 6,57 a 9,77 a 1,15b
BFT 66 9228 a 585b 9,72 a 1,22 b
BFT 71 89,28 a 585b 9,56 a 1,15b
BFT 87 88,85 a 6.00b 9,27 a 1,46 a
BFT 88 93.85a 585b 9,64 a 1,34 a
BFT 102 90,85 a 6,42 a 10,42 a 1,25b
BFT 104 88,57 a 7,00 a 9.80 a 1,28 a
BFT 106 86,00 a 6.42 a 9,93 a 1,36 a
BFT K 87,57 a 557b 9.71 a 1,24 b
PD3 90,57 a 585b 9.15a 1,13 b
CV (%) 7,80 11,94 9,25 17,35

* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

No segundo experimento, ndo foram verificadas diferengas significativas entre
os isolados de actinobactérias com relacdo a altura das plantas, didametro caulinar,
massa seca da parte aérea e massa seca das raizes que também nao diferiram da
testemunha sem infestagao (Tabela 6A).

No terceiro experimento, ndo houve efeito significativo da infestacdo e
incubacdo do substrato por 40 dias antes do plantio com os isolados de
actinobactérias sobre a altura das plantas, didametro caulinar, produgcdo de massa
seca da parte aérea das plantas. Houve diferenga significativa na massa seca das
raizes, entretanto, alguns isolados apresentaram efeito inferior a testemunha (Tabela
6B).

No primeiro experimento, verificou-se que todos os isolados de actinobactérias
promoveram incrementos significativos na produ¢cdo de massa seca das raizes do
tomateiro, enquanto que 6 isolados (BFT 7, BFT 26, BFT 58, BFT 102, BFT 104 e
BFT 106) promoveram aumento no didmetro caulinar das plantas. Possivelmente, o
Vivatto Slim® por ser um substrato rico em nutrientes, as actinobactérias, mesmo
crescendo e colonizando o substrato, ndo promoveram um efeito significativo na

disponibilizacdo dos nutrientes para serem absorvidos pelas plantas.
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Tabela 6. Altura das plantas, diametro caulinar, massa seca da parte aérea (MSPA) e massa
seca das raizes (MSR) das mudas de tomateiro cultivadas em substrato Vivatto SIim®
infestado e incubado com os isolados de actinobactérias.

A — 2° Experimento

Isolado Altura (cm) Diametro (mm) MSPA (g) MSR (g)
Testemunha 57.85 a 571 a 6.13 a 1.11a
AR 18 60,42 a 571a 7,25 a 1,06 a
BFT 4 55,85 a 5,14 a 7,16 a 1,26 a
BFT 26 59,57 a 571a 6,92 a 1,21 a
BFT 57 56,57 a 5,57 a 711 a 1,45 a
BFT 71 55,42 a 5,42 a 7,23 a 1,04 a
BFT 76 55,42 a 5,14 a 6,59 a 0,93 a
BM 28 56,71 a 571a 6,84 a 1,08 a
PD3 57,85 a 542 a 7,32 a 1,13 a
CV (%) 9.70 14.86 13.90 22,83
B - 3° Experimento

Isolado Altura (cm) Diametro (mm) MSPA (g) MSR (g)
Testemunha 7542 a 5,57 a 8.33 a 1.37 a
AR 18 73,00 a 6,14 a 8,46 a 1,07 b
BFT 41 75,00 a 5,85a 8,65 a 0,92b
BFT57 80,00 a 6,00 a 9,07 a 1,32 a
BFT 66 74,42 a 5,85a 8,84 a 1,24 a
BFT 76 69,14 a 6,28 a 8,48 a 1,30 a
PD3 75,00 a 6,57 a 8,70 a 0,94 b
CV (%) 12,56 11.73 12.41 23.66

* Letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

O crescimento radicular pode ter ocorrido devido a produgdo de acido
indolacético, verificado nos testes /n vitro com os isolados de actinobactérias (BFT 4,
BFT 7, BFT 11, BFT 25, BFT26, BFT 66, BFT 71, BFT 87, BFT 88 e PD3) ou ainda
devido a producéo de enzimas extracelulares, como a celulase, que foi verificada com
15 isolados de actinobactérias utilizados neste experimento (Tabelas 2 e 5).

A producdo de acido indolacético favorece o desenvolvimento de raizes
laterais e alongamento das raizes primarias (OLIVEIRA et al., 2003) e, como
consequéncia, proporcionam a melhor exploracdo do solo ou substrato pela planta
(CATTELAN & HARTEL, 2000). A promogao de crescimento do sistema radicular,
principalmente do crescimento de raizes secundarias e aumento dos pelos
radiculares tem sido observada por diversos autores, em trabalhos com rizobactérias
(SILVEIRA, 2001). A sintese de fitohormbnios por bactérias associadas a plantas é
uma das formas mais importantes de interagdo planta-bactéria, causando

modificagdes na morfologia das raizes, proporcionando desenvolvimento do sistema
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radicular e, melhoria na exploragao do solo, tornando as plantas menos susceptiveis
ao déficit hidrico e a escassez de nutrientes (SPAEPEN et al., 2007).

O acido indolacético pertence ao grupo das auxinas, tendo como precursor de
sua biossintese, o triptofano, que se encontra presente nos tecidos vegetais,
estimulando a multiplicagao celular e promovendo o crescimento vegetal (TIEN et al.,
1979). Este fitohormdnio produzido pelas bactérias, quando se encontra em
concentracbes baixas, atua estimulando o crescimento, e 0 mesmo em
concentragdes altas, prejudicam o desenvolvimento radicular (SILVEIRA, 2008).

A produgao de celulase tem um papel importante na degradagado da matéria
organica de origem vegetal, podendo ser este um dos mecanismos que atuam na
promogao de crescimento de plantas por estes micro-organismos. Murashima et al.
(2002) descrevem a celulose como um dos componentes mais abundantes da
biomassa vegetal, composto de moléculas de glicose unidas através de ligagdes
glicosidicas B (1-4), formando cadeias lineares, longas e rigidas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002) e que pode ser degradada por uma série de micro-organismos
mediante a agao da celulase. A agao da celulase 3 (1-4) glucosidase ocorre com a
clivagem da celulose, molécula complexa e recalcitrante, desdobrando-a em um
dissacaridio chamado celobiose e uma glicose. As reagdes envolvidas na degradagéo
da celulose do solo tornam o carbono disponivel para o crescimento de
microrganismos (DENG & TABATABAI, 1994).

Patten & Glick (2002) verificaram que Pseudomonas putida aumentou de 35%
a 50 % o crescimento primario das raizes de canola (Brassica campestris), devido a
producao de AlA. Eles demonstraram diretamente que o fitorregulador bacteriano tem
um papel importante na elongagdo da raiz, quando a bactéria produtora esta
associada a planta hospedeira. Efeito semelhante foi obtido por Cattelan (1999) com
diferentes isolados de Pseudomonas spp. em soja. Barazani & Friedman (1999)
estudaram a promogao de crescimento de plantas de alface por substancias
secretadas por rizobactérias e verificaram que o crescimento das plantas foi mediado
pela producao de auxinas.

Soares et al. (2010) obtiveram incrementos de até 71% na altura das plantas,
73% no diametro do caule, 266% na producédo de massa seca na parte aérea e 300%
na producdo de massa seca nas raizes das mudas de tomateiro, cultivadas no solo

infestado e incubado com os isolados de actinobactérias. Lima (2003), estudando o
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efeito da infestagdo do solo com isolados de Si#epfomyces spp., em plantas de
tomateiro obteve incrementos de 21,53 % no crescimento da parte aérea e de 94 %
na producado de matéria de seca de raizes de tomateiro.

Trabalhos com produgcdo de mudas de tomateiro cultivadas em substrato
Plantmax® infestados e incubados com actinobactérias demonstraram incrementos
significativos, com valores entre 96,9% e 165,1% para altura das plantas, entre 44,8%
e 87,5% para a massa seca da parte aérea e entre 31,6 % e 51,3 % para matéria
seca das raizes (SOUSA et al., 2009). Mafia et al. (2005) obtiveram aumento de 52%
a 69% na biomassa radicular de mudas clonais de eucalipto, quando tratadas com
rizobactérias.

Nos trés experimentos foram verificados que alguns isolados de
actinobactérias promoveram incrementos significativos na parte aérea das mudas de
tomateiro (P<0,05) nos teores de potassio (K) e nitrogénio total (N-total) das mudas
de tomateiro. Ndo foram observadas diferengas significativas quanto ao teor de
fésforo (P) (Tabela 7). Em alguns casos o teor de N da parte aérea das plantas
cultivadas no substrato infestado com actinobactérias nao diferiu significativamente
da testemunha.

No primeiro experimento verificou-se um aumento dos teores de N-total de
93,3% na parte aérea das mudas de tomateiro crescidas nos substratos infestados e
incubados com o isolado BFT 11, quando comparados com o tratamento testemunha.
No segundo experimento, 0 aumento nos teores de N na parte aérea das mudas de
tomateiro variou de 52,3% a 95,3% para as plantas crescidas nos substratos
infestados e incubados com os isolados BFT 57 e BM 28, respectivamente,
comparados a testemunha. No terceiro experimento, somente houve aumento nos
teores de N na parte aérea das mudas de tomateiro crescidas no substrato infestado
e incubado com o isolado BFT 57, com aumento de 51,93% em relacdo a
testemunha. Os teores de P na parte aérea das mudas variaram de 9,9 a 13,84 g/kg,
de 10,75 a 13,75 g/kg e de 11,90 a 13,75 g/kg para o primeiro, segundo e terceiro
experimentos, respectivamente (Tabela 7).

Quanto ao teor de K na parte aérea das mudas de tomateiro, os tratamentos
com isolados de actinobactérias ndo diferiram estatisticamente da testemunha sem

infestagdo com actinobactérias no primeiro experimento (Tabela 7).
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Tabela 7. Teor de NPK da parte aérea das plantas de tomateiro produzidas em
substrato Vivatto Slim® infestados e incubados com isolados de actinobactérias.

1° Experimento

Isolado N P K
a/kd de massa seca da parte aérea das plantas

Testemunha 18.75 ¢ 1213 a 12.05 a
BFT 4 33,50 a 11,51 a 10,75Db
BFT 7 28,25 b 11,19 a 8,50b
BFT 11 37,00 a 10,25 a 12,00 a
BFT 19 24,75 ¢ 11,00 a 10,25b
BFT 25 26,25 ¢c 10,26 a 9,75b
BFT 26 31, 75a 11,60 a 11,50 a
BFT 41 23,50 ¢ 12,12 a 12,05 a
BFT 58 27,75b 10,53 a 11,25Db
BFT 66 2150 c 11,80 a 12,25 a
BFT 71 33,50 a 11,16 a 11,75 a
BFT 87 32,75 a 13,17 a 11,75 a
BFT 88 27,75Db 9,90 a 9,75b
BFT 102 24,25 c 10,03 a 11,00 a
BFT 104 28,50 b 10,19 a 10,00 b
BFT 106 28,28 b 10,50 a 8,50b
BFT K 31,00 a 12,13 a 13,50 a
PD3 21,00 c 13,84 a 13,25 a
CV (%) 11.25 19.48 15.80

2° Experimento

Isolado N P K
g/kg de massa seca da parte aérea das plantas
Testemunha 18.05¢c 12.25 a 12.25Db
AR 18 23,50 c 13,75 a 12,25 b
BFT 4 33,50 a 11,50 a 10,75 b
BFT 26 31,75 a 11,75 a 11,50 b
BFT 57 27,50 b 12,50 a 13,75 a
BFT 71 33,50 a 11,25 a 11,75b
BFT 76 21,50 c 10,75 a 12,00 b
BM 28 35,25 a 12,50 a 12,25 b
PD3 21,00 c 13,75 a 13,25 a
CV(%) 10.11 21.37 8.68

3° Experimento

Tratamento N P K
g/kg de massa seca da parte aérea das plantas
Testemunha 18.10b 12,30 a 12,00 a
AR 18 23,50 b 13,69 a 12,25 a
BFT 41 23,50 b 12,12 a 12,00 a
BFT 57 27,50 a 12,20 a 13,70 a
BFT 66 21,50 b 11,81 a 12,25 a
BFT 76 21,50 b 10,92 a 12,05 a
PD3 21,00 b 13,84 a 13,15 a
CV (%) 11.85 22,78 9.24

Letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
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No segundo experimento foram verificados aumento de 8,16% e 12,24% nos
teores de K na parte aérea das mudas crescidas nos substratos infestados e
incubados com os isolados PD3 e BFT 57. Nao houve efeito significativo da
infestacdo com os isolados de actinobactérias sobre os teores de potassio na parte
aérea das plantas no terceiro experimento (Tabela 7).

Mudas de tomateiro cultivadas em solo infestado e incubado com isolados de
actinobactérias obtiveram incrementos de 400% e 281% no acumulo de P e K,
respectivamente, quando comparadas com as mudas do tratamento controle
(SOARES et al.,, 2010). Sousa et al. (2009) verificaram que mudas de tomateiro
cultivadas no substrato Plantmax® incubado com isolados de actinobactérias
obtiveram aumentos de 220%, 200% e 242% no acumulo de N, P e K,
respectivamente, comparados a testemunha.

De acordo com Jones Junior (1999), mudas de tomateiro produzidas em cultivo
protegido apresentaram teor de N na faixa de concentracdo adequada de 28 a 60
g/kg. Camargos et al. (1998), cultivando o hibrido Carmen, obtiveram concentragéo
de N entre 36,2 a 39,9 g/kg nas folhas. No presente trabalho, verificou-se que o teor
de N na parte aérea das plantas crescidas nos substratos infestados com os isolados
BFT 11, BM 28, BFT 4 e BFT 71 ficou préximo aos valores encontrados por estes
autores (Tabela 7).

O teor de P ficou acima da faixa de 3,0 a 9,0 g/kg, considerada ideal por Jones
Junior (1999) para a cultura do tomateiro. Quanto ao K, em todos os experimentos
verificaram-se teores inferiores aos considerados adequados para a maioria das
culturas. De acordo com Marschner (1995), concentragcdes de K entre 20,0 e 50,0
g/kg de massa seca sao consideradas adequadas para o crescimento da maioria das
plantas. Segundo a Embrapa Hortalicas (2010), os niveis adequados de nutrientes
obtidos em analise foliar de tomateiro sdo 40 a 60 g/kg, 2,5 a 7,5 g/kg e 30 a 50 g/kg
para nitrogénio, fésforo e potassio, respectivamente.

Quanto aos nutrientes disponiveis no substrato, os teores de macro e
micronutrientes obtidos na maioria dos tratamentos foram préximos aos encontrados
na testemunha. Entretanto, por ndo haver repeticbes das amostras, ndo procedeu a
analise estatistica (Tabela 8).
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Tabela 8. Teores de nutrientes disponiveis do substrato Vivatto SIim® infestado e
incubado com actinobactérias, apds 40 dias de incubacgao.

Tratamento P S K Ca Mg B Zn Fe Mn Cu
ma/dm?® cmol./dm3 ma/dm?®
Testemunha 3644 647.0 1.0 6.7 71 4.8 3.6 137.0 354 0.6
AR18 511.7 548.0 1.1 9.6 8.8 59 57 135.0 75,5 04
BFT 4 480,2 633,0 1,8 8,0 8.4 6,0 5,0 142,0 61,8 0,3
BFT 7 529,3 589,0 2.2 10,5 11,1 6,7 8,2 182,0 77,9 0,5
BFT 11 480,6 689,0 1,8 10,3 94 6,2 55 130,0 67,2 04
BFT 19 4154 564,0 1,6 7,0 8,2 6,0 53 162,0 52,0 0,5
BFT 25 477,2 667,0 2,0 8,9 8.4 57 5,0 117,0 67,2 0,4
BFT 26 560,5 618,0 2.2 9,8 10,3 5,6 9,0 173,0 77,0 0,4
BFT 41 4911 609,0 2,0 8.8 8.1 5,9 5,1 152,0 72,2 04
BFT 57 493,0 731,0 1,0 7.1 9,5 57 6,4 164,0 66,3 0,5
BFT 58 538,4 613,0 2,1 11,2 10,1 6,7 6.4 139,0 80,6 0,3
BFT 66 4920 684,0 2,0 10,0 9,7 6,8 6.4 179,0 73,8 0,3
BFT 71 530,17 774,0 2,2 10,0 10,6 6,0 54 139,0 55,3 0,3
BFT 76 551,8 968.,0 1,3 13,2 11,7 57 8,3 107,0 83,5 0,5
BFT 87 507,1 577,0 2,0 9,6 10,4 55 53 1770 67,4 0,4
BFT 88 535,3 703,0 2,1 7.3 7.6 72 6.6 169,0 70,7 0,4
BFT 102 367,7 589,0 1,5 8,4 9,5 6,4 4,0 165,0 48,0 04
BFT 104 463,3 729,0 1,9 8,3 8,7 6,1 6,4 153,0 66,1 04
BFT 106 361,5 657,0 1,3 8,2 9,1 6,3 5,0 170,0 52,7 0,4
BFT K 407,1 736,0 1,6 8,4 9,0 7.1 4.1 169,0 55,3 0,4
BM 28 496,1 842,0 2,2 9,9 10,7 6,4 6,2 163,0 60,6 0,3
PD3 5286 731,0 2,2 94 9,0 6.5 7.8 133,0 82,5 0,5

O substrato orgénico Vivatto Slim® é rico em nutrientes disponiveis (Tabela 8),
sendo constituido de casca de Pinus bioestabilizada, vermiculita, moinha de carvao
vegetal, agua e espuma fendlica. Assim, quantidade de nutrientes disponiveis no
substrato, independente da contribuicdo dos isolados de actinobactérias através da
decomposi¢cdo da matéria organica ja atendeu a demanda da cultura do tomateiro, que
apresenta ciclo curto (coleta foi realizada aos 45 dias apdés a germinagdo das
sementes). Por esta razdo, possivelmente ndo foi observado efeito significativo dos
tratamentos com actinobactérias.

Freitas et al., (2003) sugeriram que aspectos nutricionais do substrato (areia
e/ou esterco), em que se desenvolviam plantas de alface deveriam influenciar a
capacidade de promogado do crescimento por bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas. Freitas & Aguilar-Vildoso (2004), testaram dois substratos (Plantmax®
e areia) inoculados com Pseudomonas, no cultivo de citrus. Os autores observaram
que as plantas de citrus cultivadas no substrato Plantmax® apresentaram produgao
de massa seca da parte aérea e das raizes superiores aquelas cultivadas em areia.

Concluiram que Pseudomonas fluorescentes tem seu desenvolvimento influenciado
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pelo substrato e pelo ambiente em que se desenvolvem, particularmente pela
rizosfera.

O fato dos tratamentos ndo causarem aumentos significativos na altura de
plantas e matéria seca da parte aérea ou nos aspectos nutricionais, pode ser
atribuido a diversos fatores. Estudos com numero superior de isolados sao
necessarios para obtencdo de isolados promissores, principalmente porque menos
de 1 % das rizobactérias sdo capazes de promover crescimento em plantas (CHEN
et al., 1996).

O estudo de promocido de crescimento demonstrou que nas condigcdes
experimentais testadas, os isolados de actinobactérias ndo foram capazes de
estimular o crescimento das mudas de tomateiro e nem tiveram efeito negativo ao

seu crescimento.

CONCLUSOES

1. As actinobactérias tém a capacidade de produzir enzimas extracelulares e acido
indolacético sob condigdes /n vitro,

2. As actinobactérias tém a capacidade de multiplicar e colonizar o substrato
organico de produgédo de mudas Vivatto Slim®.

3. A infestacao e incubacao do substrato Vivatto Slim® por 40 dias com os isolados
de actinobactérias nao resultou em efeito significativo no crescimento e nutricdo das

mudas de tomateiro.
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POTENCIALIDADE DE ACTINOBACTERIAS NO BIOCONTROLE DO NEMATOIDE
DAS GALHAS EM MUDAS DE TOMATEIRO

RESUMO: A meloidoginose € umas das mais importantes doengas do tomateiro, e
de dificil controle. A busca por alternativas de manejo tem intensificado os estudos
com actinobactérias em programas de controle biolégico e promogéao de crescimento
de plantas. O presente trabalho teve como objetivos: caracterizar fisiologicamente os
isolados de actinobactérias, avaliar o efeito de metabdlitos secundarios produzidos
por isolados na mortalidade de (J2) de Meloidogyne javanica e no controle desses
nematoides em mudas de tomateiro. Foi instalado um bioensaio em tubos do tipo
Eppendorf, sendo adicionados em cada tubo, 50uL de uma suspens&o contendo 25
juvenis de M. javanica e 500uL de meio de cultura liquido contendo os metabdlitos.
A mobilidade e mortalidade dos nematoides foram avaliadas apds a incubacgao por
24, 48 horas e 72 horas. Dos 42 isolados avaliados, 71,4% e 92,8% demonstraram
atividades quitinolitica e lipidica. Os metabdlitos produzidos pelas actinobactérias,
em meio de cultura liquido, causaram mortalidade dos J2 de M. javanica, em até
88,8% (BFT 4). Nos experimentos em que o substrato de produgdo de mudas e o
solo foram infestados com actinobactérias, 15 dias apdés a germinagdo das
sementes, realizou-se a inoculagdo ou ndo com 1000 J2 e 2000 ovos por planta. Aos
35 dias apds a inoculagao, realizou-se a coleta das mudas de tomateiro. Raizes de
mudas de tomateiro cultivadas no substrato Vivatto Slim® infestados com o isolado
BFT 104 apresentaram redu¢ao no numero de galhas (NG) por planta, NG/g de raiz,
massa de ovos (MO) por planta e MO/g de raiz de 42,7%, 62,2%, 68,4 e 76,4%,
respectivamente. Contudo, os isolados ndo promoveram o crescimento do tomateiro
quando inoculados ou ndo com nematoides. A maior reducido no nivel de dano das
raizes de tomateiro cultivadas no solo, foi verificada com o isolado BFT 4, com
51,0%, 73,7%, 49,4% e 72,8% no NG/planta, NG/g raiz, MO/planta e MO/g de raiz.
Alguns isolados promoveram o crescimento das mudas de tomateiro, mesmo na
presenca dos nematoides. As actinobactérias multiplicaram e colonizaram o
substrato e/ou solo e, demonstraram potencial para o controle de M. javanica.
Palavras-chave: Controle bioldégico, metabdlitos secundarios, meloidoginose,
Streptomyces sp.
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POTENCIALITY OF ACTINOMYCETES FOR CONTROL OF Meloidogyne javanica
IN TOMATO PLANTS

ABSTRACT: Root knot is one of the most important tomato diseases, and is difficult
to control. The searches for alternative management practices, has intensified his
studies with actinobacteria in biological control and plant growth promotion. This
study aimed to characterize physiologically isolates of actinobacteria, to evaluate the
effect of secondary metabolites produced by actinobacteria on mortality of second
stage juveniles (J2) of Meloidogyne javanica and the control of theses nematodes in
tomato plants. A bioassay was set up in Eppendorf tubes with 50uL of a suspension
with 25 juveniles of M. javanica and 500uL of medium containing the metabolites
produced by actinomycetes. The mobility and mortality of nematodes were evaluated
after incubation for 24, 48 and 72 hours. Of the 42 isolates tested, 71.4% and 92.8%
presented chitinase and lipase activity, respectively. Metabolites produced by
actinobacteria caused mortality of M. javanica up to 88.85% (BFT 4). In the
experiments where Vivatto SIim® plant growth potting mix and soil were infested,
plants were inoculated or not with 1000 J2 and 2000 eggs of M. javanica, per plant,
15 days after germination, and were harvested 35 days after inoculation. Roots of
tomato plants grown in potting mix Vivatto SIim® infested with isolate BFT104
presented reduction in the number of galls (NG) per plant, NG/g of root, egg mass
(MO) per plant and MO/g of root of 42.7%, 62.2%, 68.4% and 76.4% respectively.
However, the isolates did not promote the growth of tomato plants when inoculated
or not with nematodes. The largest reduction in the level of damage of tomato roots
grown in soil, was verified with the isolated BFT 4, with 51.0%, 73.7%, 49.4% and
72.8% in the NG/plant, NG/g of root, MO/plant, and MO/g of root. Some isolates
promoted growth of tomato plants, even in the presence of nematodes.The isolates
of actinobacteria grew and colonized Vivatto SIim® potting mix and soil. The

actinobacteria have potential to control of M. javanica.

Key-words: Biological control, secondary metabolites, root knot, Strepfomyces sp.
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INTRODUGAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) € uma cultura de grande importancia
econbmica, sendo uma das mais cultivadas e consumidas, devido a inumeros fatores,
dentre eles a versatilidade quanto ao seu uso, o valor nutritivo e comercial
(FERNANDES et al., 2007).

Os patogenos de solo possuem grande importancia na cultura do tomateiro,
pelos danos causados e pelas dificuldades no controle. Dentre estes destacam-se os
nematoides parasitos de plantas, que em muitos casos inviabilizam a producéo e o
cultivo em areas infestadas. As plantas de tomateiro quando atacadas severamente
pelo nematoide das galhas, Meloidogyne spp., apresentam o sistema radicular
completamente desorganizado e com poucas raizes funcionais. Em altas infestagdes
do nematoide no inicio da cultura pode ocorrer a morte de mudas no campo, e nas
plantas sobreviventes a producido é fortemente afetada em quantidade e qualidade
(ALVARENGA, 2004; CHARCHAR & ARAGAO, 2005).

O controle quimico tem seu uso cada vez mais limitado por sua alta toxicidade,
risco de contaminagdo ambiental, alto custo, baixa disponibilidade em paises em
desenvolvimento, ou baixa eficacia de controle apds repetidas aplicagbes (DONG &
HANG, 2006). Neste sentido, a busca por micro-organismos benéficos, agentes de
controle biolégico, como alternativa para aumentar a produtividade de plantas e
melhorar seu estado fitossanitario, vem sendo um dos principais objetivos da
pesquisa agricola nas ultimas décadas. O controle biolégico ndo contamina, nao
desequilibra o meio ambiente e nem deixa residuos, além de ser barato e de facil
aplicacdo (SOARES, 2006; BETTIOL, 2009).

Dentre os micro-organismos com potencial para agentes de controle biolégico,
destacam-se as actinobactérias que sdo Gram-positivas, aerdbicas estritas,
comumente encontradas no solo, embora também presentes em diferentes
ambientes, como aquaticos, pantanos e folhagens em decomposi¢cdo (OTINIANO et
al., 2006). As actinobactérias pertencentes ao género Strepfomyces séao
mundialmente conhecidos pela produgdo de antibidticos e enzimas liticas
(PADILHA,1998), que atuam no controle de diversas doengas de plantas (EL-ABYD
et al., 1993; SILVA, 1998).
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Existe uma grande diversidade de metabdlitos secundarios produzidos pelas
actinobactérias, que pode ter efeito nematicida, a exemplo do terpendide geosmin
(POLLAK & BERGER, 1996). A avermectina tem demonstrado efeito nematicida no
controle de M. incognita, Hoplolaimus galeatus, Tylenchulus semipenelrans e
Tylenchorhynchus dubius (BLACKBURN et al., 1996; GARABEDIAN & VAN GUNDY,
1983).

Em estudo realizado por Coimbra et al. (2004) de um total de 42
actinobactérias isolados da rizosfera de plantas, 28 foram eficientes em reduzir o
numero de galhas e 9 reduziram o numero de ovos de M. javanica em raizes de
mudas de tomateiro. Sousa et al., (2006), demonstraram efeito nematicida de
metabdlitos produzidos por actinobactérias que promoveram 98,2% de mortalidade
dos juvenis /n vitro. Estes autores observaram também que houve redu¢ao do numero
de galhas (68%) e do numero de massa de ovos (76,8%) em raizes das mudas de
tomateiro produzidas em substrato infestado e incubado com as actinobactérias.

Yan et al. (2004) isolaram uma cultura de Strepfomyces sp. capaz de controlar
a formagao de galhas e reduzir o numero de J2 de Meloidogyne incognita, em
condigbes de casa de vegetacdo. Sfrepfomyces costaricanus reduziu o numero de
galhas em raizes de pimenteira plantada em solo naturalmente infestado com M.
incognita e a populacéo de R. reniformis em tomateiro e pimenteira (DICKLOW et al.,
1993). Metabdlitos produzidos por isolados de estreptomicetos foram efetivos no
controle do crescimento micelial e germinagcdo de esporos de Colefotrichum
gloeosporioides e Curvularia eragrostides na cultura do inhame (SOARES et al,
2006).

Tendo em vista a importancia da cultura do tomateiro e a eficacia dos
actinobactérias no controle de fitonematoides, este trabalho teve como objetivos:
caracterizar fisiologicamente os isolados de actinobactérias, avaliar o potencial
desses isolados na mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica sob condi¢cées /n vifro e no controle da meloidoginose nas mudas de

tomateiro.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencdo de metabdlitos dos actinobactérias

Foram avaliados 42 isolados de actinobactérias provenientes da colecéo de
culturas do Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB. Sendo
que 39 isolados foram oriundos do residuo seco de sisal (AR 5, AR 18, BFT 4, BFT
7, BFT 11, BFT 18, BFT 19, BFT 25, BFT 26, BFT 32, BFT 36, BFT 40, BFT 41, BFT
48, BFT 57, BFT 58, BFT 65, BFT 66, BFT 69, BFT 71, BFT 76, BFT 79, BFT 80,
BFT 83, BFT 85, BFT 87, BFT 88, BFT 100, BFT 102, BFT 104, BFT 106, BFT 112,
BFT C, BFT D, BFT K, BM 18, BM 22, BM 28 e PD3) (Tabela 1) e 3 isolados (AC 50,
AC 92 e AC 147) selecionados como potenciais agentes de promogao de
crescimento para o tomateiro (LIMA, 2003; SOUSA et al., 2006, PAIXAO, 2008).

Tabela 1. Cddigos dos isolados de actinobactérias, de acordo com a

origem do residuo seco do sisal.

Municipio Localidade Sigla
Serrinha Araci AR
Campo Formoso Belas/Morrinhos BM
Campo Formoso Baixa do Feijao/Tiquara BFT
Campo Formoso Pau D’arco PD

Os isolados de actinobactérias foram multiplicados em placas de Petri
contendo meio de cultura solido AGS, as quais foram mantidas em camara de
crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28°C por dez dias. Apds este periodo, 10
discos de 6mm das culturas foram transferidos para meio de cultura liquido AGS e
incubados durante 14 dias a 28 + 2°C, em agitador orbital, a 140rpm. Ao final desse
periodo, as culturas de actinobactérias foram centrifugadas a 15000rpm por 10
minutos para separar as células de actinobactérias (sobrenadante). Esse
sobrenadante foi armazenado em tubos de centrifuga em polietileno, com capacidade

para 15mL, com tampa de rosca e mantidos em freezer -4°C para testes futuros.
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Obtencao e desinfestagado de juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica:

Para obtenc¢do dos J2 raizes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’, cultivado em
casa de vegetacgao, inoculadas com M. javanica, foram lavadas com agua potavel e
trituradas em liquidificador por 20 segundos com uma solugao de hipoclorito de sodio
a 0,5%, seguindo-se a técnica de Hussey & Barker (1973), modificada por Boneti &
Ferraz (1981). Em seguida, a suspensao de raizes trituradas foi transferida para um
conjunto de peneiras, constituido por uma peneira superior de 60 mesh e uma
peneira inferior de 500 mesh. O material retido na peneira inferior foi transferido para
camara de eclosdo montada numa placa de Petri com tela de 35 mesh e papel toalha
poroso. Para a desinfestagdo dos J2 a suspensdo obtida na cadmara de ecloséo foi
transferida para uma peneira de 500 mesh, na qual os J2 ficaram retidos. A peneira
com os J2 foi imersa numa solugado de hipoclorito de sddio a 0,5% durante 1 minuto,
seguido de quatro lavagens com agua destilada esterilizada. Para confirmacdo da
espécie, foi utilizado a isoenzima esterase (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001) e o corte
na regiao perineal das fémeas adultas (TAYLOR & SASSER, 1978).

Caracterizagao fisiolégica dos isolados de actinobactérias, produgdo de quitinase e
lipase

A atividade quitinolitica foi determinada conforme metodologia descrita por
Rewick et al., (1991). As actinobactérias foram multiplicados em meio minimo de sais
minerais agar (TUITE, 1969), suplementado com quitina coloidal como unica fonte de
carbono. As culturas foram incubadas em camara B.O.D. a 28°C por 10 dias. Apds
este periodo, detectou-se a atividade quitinolitica dos isolados através da visualizagao

de um halo hialino em torno das col6nias crescidas.

Producéao de lipase

A produgédo de lipase pelos isolados de actinobactérias, foi avaliada no meio Sierra
(1957), usando Tween 80 como fonte de carbono. Os isolados de actinobactérias
foram incubados em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28 + 2°C por 10 dias. A
produgdo da enzima foi detectada pela formacdo de um halo branco difuso,
constituido de minusculos precipitados de oleato de calcio, ao redor das colénias

crescidas dos micro-organismos.
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Avaliagao dos metabdlitos dos actinobactérias na mortalidade de juvenis do segundo
estadio (J2) de M. javanica

Foi instalado um bioensaio em tubos do tipo Eppendorf, esterilizados, com
todos os isolados de actinobactérias selecionados anteriormente. Foram adicionados
50 yL de uma suspensao contendo 25 juvenis de M. javanica, juntamente com 500 pL
de meio de cultura liquido contendo os metabdlitos produzidos pelos isolados de
actinobactérias. Os tubos foram mantidos a 28°C em cémara de crescimento B.O.D.
ApoOs 24 e 48 horas de incubagao foram contados os nematoides moveis e imoveis,
com auxilio do microscopio 6ptico. Em seguida, os nematoides foram retirados da
suspensao de metabdlitos e transferidos para agua esterilizada, onde permaneceram
por mais 24 horas em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28°C.
Foram considerados mortos os nematoides que depois desse periodo em agua, nao
recuperaram a mobilidade. Dessa forma, foi avaliada a porcentagem de J2 iméveis e
mortos. Nas testemunhas, os J2 foram incubados em agua destilada esterilizada e
em meio liquido AGS sem cultivo de actinobactérias. Empregou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. Os dados obtidos
foram transformados em arc sen (x/100)°°, submetidos & andlise de variancia e a
comparagdo das médias foi realizada pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Infestagdo e incubagdo do substrato e do solo com actinobactérias no controle de M.
Jjavanica em mudas de tomateiro

Para avaliar o efeito das actinobactérias no controle da meloidoginose em
mudas de tomateiro, foram selecionados os isolados de actinobactérias que
apresentaram melhores resultados nos testes /n vifro. Foram instalados dois
experimentos, sendo utilizado o substrato orgénico Vivatto SIim® no primeiro
experimento e, solo no segundo experimento.

No primeiro experimento foram avaliados dezoito isolados, codificados como:
BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 19, BFT 25, BFT 26, BFT 41, BFT 58, BFT 66, BFT 71,
BFT 87, BFT 88, BFT 102, BFT 104, BFT 106, BFT K e PD3. Este experimento foi
conduzido em delineamento experimental em blocos inteiramente casualizado, com

quatorze repeticbes, em esquema fatorial 18 x 2, sendo dezessete isolados de
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actinobactérias e uma testemunha, inoculados com M. javanica e sem inoculagéo
com M. javanica.

Para o segundo experimento, foram coletadas amostras do horizonte A de
solo, na camada de 0 a 20 cm, pertencentes a uma mesma classe, em area de
cultivo no municipio de Cabaceiras do Paraguagu, BA. Selecionaram-se nove
isolados de actinobactérias, codificados como: BFT 4, BFT 26, BFT 41, BFT 71, BFT
87, PD3, AC 50, AC 92 e AC 147. O delineamento experimental foi em blocos
inteiramente casualizado, com 12 repeticdes em esquema fatorial 10 x 2, com nove
isolados de actinobactérias, mais a testemunha, com inoculagdo e sem inoculacéo

com M. javanica.

O solo e substrato foram esterilizados duas vezes em autoclave a 121°C, em
dias consecutivos durante 1 hora. A composi¢cao quimica do solo e do substrato

utilizados nos experimentos esta apresentada nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Caracterizagdo quimica do substrato Vivatto SIm® utilizado no
experimento.

Caracteristica Unidade Valor
pH (CaCl, 0,01 mol L-") 5,1
Umidade a 65°C % 39,0
Relacdo C/N 61,1
Carbono Organico % 27,9
Matéria Organica % 48,1

N —total a/kg 2,8
P-total mg/dm? 1677,0
K cmolc/dm? 6,2

Ca cmolc/dm? 23,7
Mg cmolc/dm?® 140,7
S mg/dm? 2300,0
B ma/dm? 28,0
Zn mg/dm? 40,0
Fe mg/dm? 6953,0
Mn mg/dm? 215,8
Cu mg/dm? 8,0

Ni mg/dm?® 140,0

Extratores: P, K, Ni e micronutrientes: Mehlich I; S: Fosfato monobasico de calcio; B: agua quente.
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Tabela 3. Caracterizagao quimica do solo utilizado no experimento.

Caracteristica Unidade Valor
pH (CaCl, 0,01 mol L-") 4.5
SB cmolc/dm?® 24.4
CTC cmolc/dm?® 54,2
V % 45
Matéria Organica g.dm? 16
P mg/dm?® 11

K cmolc/dm?® 2.4
Ca cmolc/dm?® 11
Mg cmolc/dm?® 11

Métodos: M. O.- Dicromato/Colorimétrico; P, K, Ca e Mg - Resina trocadora de ions

Para producdo do indculo, os isolados de actinobactérias preservados em
glicerol 20% a temperatura de -18°C foram cultivados em meio de cultura AGS sdlido
(POTER, 1960) e incubados por um periodo de 10 a 12 dias, em camara de
crescimento tipo B.O.D., a temperatura 28 + 2°C. Em seguida, 10 discos de 6mm de
diametro da cultura das actinobactérias foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer contendo 50g de arroz esterilizado (SOARES et al., 2007), sendo estes
incubados a 30°C por 14 dias. Para quantificagcdo do numero de unidades formadoras
de colbnias das actinobactérias no arroz colonizado, foi adotado o método de diluicao
seriada do inéculo e plagueamento em meio AGS sélido, conforme descrito abaixo,
com incubagao a 28 £ 2°C por 3 dias, até a obtengdo do crescimento das colbnias
para contagem destas. O substrato foi infestado com a suspenséo de actinobactérias
na proporgédo de 20g de arroz colonizado para 16L de substrato, fazendo-se o ajuste
das UFC/g arroz colonizado. Posteriormente, foi feito o calculo de acordo com a
contagem de UFC e a quantidade de arroz colonizado na suspensao, adotando-se
como padrao o isolado (PD3) que apresentou a maior quantidade de UFC/g arroz
colonizado.

Para infestagcédo, 20g do arroz colonizado foi colocado em sacos de plastico
descartavel com capacidade para 1 litro, sendo adicionados 100mL de agua destilada
esterilizada e agitado para permitir o desprendimento das actinobactérias do arroz.
Essa suspensao foi adicionada ao substrato, com agitagcdo manual para distribuigéo e
homogeneizag&o do indculo. Os substratos infestados foram mantidos em sacos de
polietileno e incubados por um periodo de 40 dias a temperatura ambiente,

mantendo-se a umidade constante, com adi¢do de agua esterilizada. O tratamento
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testemunha foi formado por substrato incubado nas mesmas condi¢gdes de umidade e
temperatura, mas sem infestacdo com actinobactérias.

Apobs incubacéo, foi realizada semeadura do tomateiro foi realizada colocando-
se trés sementes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’ em sacos de muda pretos de
polietileno com capacidade para 1 kg de solo (15 x 0,9 cm). O desbaste foi realizado
uma semana apos a germinagao, deixando-se uma planta por saco. Quinze dias apods
a germinacao das sementes de tomateiro, foi feita a inoculagdo das mudas com cerca
de 1000 juvenis (J2) e 2000 ovos por planta de M. javanica, fazendo orificios no solo
e/ou substrato e colocando o indculo em contato com as raizes, com o auxilio de uma
micropipeta de 1mL. Aos 35 dias apés a inoculagdo com M. javanica, foi realizada a
coleta das plantas, avaliando-se a altura das plantas e didametro do caule a altura dos
cotilédones. Em seguida, parte aérea e raizes foram separadas, sendo as raizes
lavadas em agua corrente e em seguida colocadas para secar em estufa com
ventilacdo forgada a 65°C, até atingir massa constante. Para a contagem do numero
de massa de ovos e galhas, amostras de raizes frescas foram separadas e coloridas

por imersao em solugao de fucsina acida a 0,15 %, durante 20 minutos.

Quantificagdo das actinobactérias no solo, substrato e no arroz colonizado

Foi determinada a densidade populacional de actinobactérias no arroz, solo ou
substrato infestado por 40 dias, utilizando a técnica da diluicdo seriada, onde
amostras de 10g do substrato foram transferidas para frascos de Erlenmeyer
contendo 90mL de solugédo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e agitada por 20
minutos em agitador orbital. Em seguida, foram realizadas diluicdes decimais em
série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9mL de solugcdo salina esterilizada,
obtendo-se diluicdes de 10" a 10™. Foi realizado o plagueamento de 100ul das
diluicdes 102 a 10* em meio AGS sdlido (Arginine-Mineral Salt Agar), com trés
repeticobes para cada diluicdo, sendo o indculo espalhado com auxilio da alga de
Drigalski esterilizada por flambagem. O meio de cultura recebeu ciclohexamida na
concentragcdo de 100ug/mL para inibicdo do crescimento de fungos. Para o
crescimento dos actinobactérias, as placas foram incubadas por 5 a 7 dias a 28 + 2°C
em camara de crescimento tipo B.O.D. As populagdes de actinobactérias no solo e
substrato foram estimadas pela contagem das unidades formadoras de colbnias

(UFC) e o calculo com base na seguinte formula: UFC.g™" solo seco=Nx 10 x F x Y,
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sendo: N = média do numero de coldnias das trés repeticdes, F = 10 (fator de
correcao do plaqueamento de 100uL de suspensdo por placa para 1 mL de
suspensao), Y = fator de diluigdo da amostra. Para a anadlise estatistica, os dados
foram transformados em log (x + 1), em que x corresponde ao numero de UFC. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000), sendo
realizada a analise de variancia e, em seguida, a comparagado das meédias pelo teste
de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A quantificagdo da densidade populacional de actinobactérias no solo e/ou
substrato foi realizada aos 40 dias apds a incubacao e repetida apds a coleta do
experimento (das plantas de tomateiro). Para a quantificacdo das actinobactérias no
arroz colonizado, utilizou-se a mesma metodologia. Porém, nao foi utilizado a
ciclohexamida e a quantificagcdo da densidade populacional foi realizada aos trés dias

apods a incubacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao fisiolégica dos isolados de actinobactérias

Do total de 42 isolados avaliados, 71,4% e 92,8% demonstraram ser
produtores das enzimas quitinase e lipase, respectivamente (Tabela 4).

As quitinases produzidas por muitos organismos, entre eles as actinobactérias,
sdo enzimas hidroliticas com a propriedade de hidrolisar a quitina em oligbmeros de
N-acetilglicosamina (NAG), que assim podem ser absorvidos e metabolizados, sendo
um dos mecanismos utilizado no biocontrole de nematoides, pela destruicdo da
cuticula do nematoide (GOODAY et al., 1992; PARK et al.,, 2002). No solo, a
decomposicao da quitina libera substancias toxicas a fitonematoides como a aménia,
uma vez que essa macromolécula possui teor elevado de nitrogénio. Além disso, a
quitina serve como substrato e fonte de energia para as actinobactérias, permitindo a
esses organismos competir com mais eficiéncia com outros micro-organismos do solo
e da rizosfera.

As lipases sédo importantes no controle de nematoides por degradarem as
reservas energéticas dos nematoides e por atuar nos lipidios de membrana. Os J2 de
M. javanica apos eclosdo possuem 30% do seu peso corporal em lipidios, como fonte

de reserva energética, a qual é utilizada no processo de migragao e parasitismo na
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planta (ARDUIM, 2006; ROCHA, 2007), micro-organismos produtores de lipases, sao
importantes no biocontrole. Miller & Sands (1977), testando os efeitos /in vifro das
enzimas protease, lipase e quitinase sobre T7ylenchorhynchus dubius, observaram
que apds 24 horas houve modificagdes estruturais na cuticula do nematoide, devido a

uma provavel degradagao enzimatica.

Tabela 4. Producao de enzimas extracelulares, pelos isolados de actinobactérias

Enzimas extracelulares Enzimas extracelulares
Isolados  Quitinase Lipase Isolados Quitinase Lipase

AC 50 - + BFT 58 + +
AC 92 + - BFT 65 + -
AC 147 + + BFT 66 - +
AR5 - + BFT 69 + +
AR 18 - + BFT 71 + +
BFTC + + BFT 76 + +
BFT D - - BFT 79 + +
BFT K + + BFT 80 + +
BFT 4 + + BFT 83 - +
BFT 7 - + BFT85 + +
BFT11 - + BFT 87 + +
BFT 18 - + BFT 88 + +
BFT 19 + + BFT 100 - +
BFT 25 + + BFT 102 + +
BFT 26 + + BFT 104 + +
BFT 32 + + BFT 106 + +
BFT 36 + + BFT 112 + +
BFT 40 + + BM 18 - +
BFT 41 + + BM 22 - +
BFT 48 + + BM 28 + +
BFT 57 + + PD3 + +
Os sinais indicam resposta positiva (+) ou negativa (-) em relagdo a produgdo de enzimas

extracelulares (quitinase e lipase).

Avaliagdo dos metabdlitos das actinobactérias na mortalidade de juvenis do segundo
estadio (J2) de M. javanica

Metabalitos produzidos pelos isolados de actinobactérias testados reduziram a
mobilidade e causaram mortalidade de juvenis de M. javanica (P<0,05), quando
comparados as testemunhas com &agua ou meio liquido AGS (Tabela 5). A
imobilidade de J2 de M. javanica acima de 50% foi verificada por metabdlitos de 32
isolados de actinobactérias apds 24 horas, quando comparados as testemunhas em

que os J2 foram incubados em agua ou em meio liquido AGS.
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Apos 48 de exposicdao, metabdlitos de 31 isolados mantiveram o efeito
nematostatico sobre os J2 de M. javanica. Verificou-se que os metabdlitos de seis
isolados (BM 22, BFT 83, BFT 76, BFT 69,BFT 18 e BFT C) apresentaram efeito
nematostatico apenas com 48 horas de exposi¢do, enquanto que o metabdlito
produzido pelo isolado AR 18 apresentou efeito nematostatico sobre os J2 somente
durante 24 horas de exposi¢ao (Tabela 4).

Foi comprovado o efeito nematicida de metabdlitos produzidos por 34 isolados
de actinobactérias, sendo observada taxa de mortalidade dos J2 acima de 50%. Os
metabdlitos produzidos pelos isolados AR 5, BFT 48, BFT 80 e BM 18 apresentaram
efeito apenas nematostatico, uma vez, que os nematoides, quando transferidos para
agua, retomaram a mobilidade.

Os isolados de actinobactérias que causaram as maiores percentagens de
mortalidade do nematoide M. javanica foram: BFT 4, BFT 11, BFT 41, BFT 100, PD3,
BFT 58, BFT 25, BFT 76, que apresentaram 88,85%, 87,27%, 86,85%, 86,57%,
86,12%, 85,75%, 85,57% e 84,12%, respectivamente (Tabela 5).

A imobilidade e mortalidade de J2 de M. javanica aumentaram em todos os
filtrados bacterianos testados, quando se aumentou o periodo de exposi¢cao de 24
para 48 horas (NAVES et al., 2004). Coimbra & Campos (2005), ao avaliar o efeito
de exsudatos de actinobactérias na motilidade e mortalidade de juvenis de M.
Jjavanica, observaram que 6 isolados entre os 37 testados, promoveram efeito
nematicida, com valores de mortalidade entre 19 e 100%. Sousa et al., (2009)
avaliaram o efeito de actinobactérias no controle do nematoide Scutellonema bradys
em tuberas de inhame e verificaram que metabdlitos produzidos pelos isolados de
actinobactérias promoveram até 100% de mortalidade dos nematoides. Houve
inibicdo parcial ou total do movimento de M. incognita causada por 50 rizobactérias
em testes /n vitro (BECKER et al.,1988).

Substancias produzidas /n vifro por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo a eclosao, afetando a motilidade e causando mortalidade em fitonematoides
(COSTA, 2001). O efeito dos metabdlitos secundarios na motilidade e mortalidade
dos nematoides variam de acordo com o isolado de actinobactéria. Além disso,
diferenga intrinseca entre as espécies de actinobactérias, bem como outras
caracteristicas do meio de crescimento, (pH, temperatura e disponibilidade de

nutrientes), pode interferir tanto na quantidade quanto na composi¢ao dos
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metabolitos produzidos (MOURA et al., 1998). Estas caracteristicas podem ter
influenciado, em parte, o diferente grau de mortalidade proporcionado pelos isolados

de actinobactérias testados.

Tabela 5. Efeito de metabdlitos de actinobactérias na motilidade e mortalidade de
juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica apés 24, 48 e 72 horas de exposic¢ao.

Juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica

Isolados de actinobactérias Iméveis (%) Mortos (%)

) 24 h 48 h 72h
Testemunha (Agua) 0,00 i* 0,00 h 4,27 h
Testemunha (AGS) 6,20 h 8,25¢g 11,57 g
AC 50 67,85b 69,72 ¢ 73,70 c
AC 92 70,05b 71,85¢c 78,80 b
AC 147 76,20 b 82,15b 63,72d
AR5 60,67 d 63,80 ¢ 48,07 e
AR 18 55,12d 49,65d 4910¢e
BFT C 31,30 f 81,30 b 74,20 c
BFTD 64,65 c 88,00 a 81,92b
BFT K 67,85¢c 89,30 a 78,80 c
BFT 4 77,75b 80,75b 88,85 a
BFT 7 77,05b 87,85a 7297 c
BFT11 78,52 b 84,07 a 87,27 a
BFT 18 42,80 e 57,45d 67,82d
BFT 19 7240 b 84,30 a 77,00 b
BFT 25 58,20 d 88,85 a 85,57 a
BFT 26 83,45 a 79,35b 63,92d
BFT 32 59,57 d 7715b 64,52d
BFT 36 65,20 c 69,45 ¢ 7512 ¢
BFT 40 65,27 c 51,37 d 69,77 c
BFT 41 73,95b 85,97 a 86,85 a
BFT 48 57,58d 69,75 ¢ 40,12 e
BFT 57 2545 f 19,47 f 19,32 f
BFT 58 71,25b 79,35b 85,75 a
BFT 65 12,12 g 35,30 e 43,62 e
BFT 66 79,05b 78,20 b 81,82b
BFT 69 40,95 e 67,85¢ 67,52d
BFT 71 51,65d 88,67 a 76,97 b
BFT 76 45,92 d 73,57 c 84,12 a
BFT 79 57,05d 89,25 a 81,92b
BFT 80 25,37 f 32,00 e 62,37d
BFT 83 30,15 f 65,52 ¢ 78,97 b
BFT85 20,22 f 28,92 e 50,80 e
BFT 87 89,55 a 76,72 b 75,37 ¢
BFT 88 7290 b 78,12 b 7715b
BFT 100 66,65 c 66,72 c 86,57 a
BFT 102 78,97 b 69,92 ¢ 80,05b
BFT 104 71,25b 74,32 b 64,87d
BFT 106 7145b 76,62 b 81,37 b
BFT 112 7210 b 62,22 ¢ 59,87 d
BM 18 56,60d 64,92 ¢ 49,85¢
BM 22 24,32 f 77,87 b 68,42d
BM 28 53,00d 51,97d 71,92 c
PD3 84,25 a 85,12 a 86,12 a
CV(%) 8,58

Letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Efeito da infestagdo e incubagdo de substrato organico com actinobactérias no
controle de M. javanica em mudas de tomateiro

Houve diferenca estatistica (P<0,05) para o numero de galhas e massa de
ovos das raizes das mudas de tomateiro cultivadas no substrato em relacdo a
testemunha (Tabela 6).

Dos 17 isolados de actinobactérias avaliados, 11 promoveram reducgao de até
42,7% (BFT 104) no numero de galha/planta em relacdo a testemunha inoculada
com nematoides. Os isolados de actinobacterias BFT 7, BFT 26, BFT 41, BFT 58,
BFT 66, BFT 71, BFT 88, BFT 104, BFT 106 e PD3 promoveram redug¢ao do numero
de galhas, diferindo estatisticamente da testemunha .

Tabela 6. Efeito de actinobactérias no numero de galhas e massa de ovos nas
mudas de tomateiro, cultivadas no substrato Vivatto Slim®.

Numero de Galhas (NG) Massa de ovos(MO)
Isolado Redugéao Redugéo Redugéo Redugéo
NG/planta NG/planta ’\:g/zg NG/g raiz MO/planta MO/planta '\cz?i;g MO/g
P (%) (%) P (%) raiz (%)

Testemunha 107,42 a - 5,74 a - 102,71 a - 4,84 a -
BFT 4 95,28 b 11,30 412 a 28,22 40,14 ¢ 61,00 2,54 b 47,52
BFT 7 81,71b 23,93 251b 56,27 58,85 ¢ 42,70 1,84 c 61,98
BFT 11 113,71 a - 3,69 a 35,71 65,42 b 36,30 2,15b 55,58
BFT 19 149,28 a - 4,36 a 24,04 105,28 a - 291b 39,87
BFT 25 117,00 a - 3,58 a 37,63 74,14 b 27,81 2,26 b 53,30
BFT 26 76,00 b 29,25 262b 54,35 38,71 ¢ 62,31 1,39 ¢ 71,28
BFT 41 85,42 b 20,48 2,71b 52,78 50,85 ¢c 50,49 1,60 c 66,94
BFT 58 111,00 a - 3,04 b 47,03 77,57 b 24,47 2,14 b 55,78
BFT 66 64,42 b 40,03 2,73 b 52,44 53,28 ¢ 48,12 2,34 b 51,65
BFT 71 90,28 b 15,95 3,02b 47,38 68,57 b 33,24 251b 48,14
BFT 87 63,85b 40,56 6,87 a - 47,71 c 53,55 1,88 c 61,15
BFT 88 77,71b 27,65 248 b 56,79 51,42 c 49,93 1,62 ¢ 66,53
BFT 102 104,71 a - 3,79 a 33,97 44,71 c 56,47 1,64 c 66,11
BFT 104 61,57 b 42,68 217b 62,20 3242c 68,43 1,14 c 76,44
BFT 106 89,71b 16,48 2,86 b 50,17 61,00 c 40,61 1,84 c 61,98
BFT K 131,14 a - 3,52 a 38,67 102,57 a - 2,69b 44,42
PD3 67,71b 37,97 219b 61,84 39,14 c 61,89 1,26 ¢ 73,96
CV(%) 15,11 21,82 19,32 15,56

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Quanto a massa de ovos/planta, com excecdo, dos isolados de
actinobactérias BFT 19 e BFT K, todos os isolados reduziram a massa de
ovos/planta comparando com a testemunha. Os isolados PD3, BFT 26 e BFT 104
reduziram a massa de ovos/planta nas raizes de tomateiro em 61,9%, 62,3% e
68,4%, respectivamente. Em relacdo a massa de ovos/grama de raiz, todos os
isolados apresentaram efeito nematicida, com destaque para os isolados BFT 26
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(71,2%), PD3 (73,9%) e BFT 104 (76,4%) diferindo da testemunha (Tabela 6). O
isolado BFT 104 se destacou entre os demais, com as maiores percentagens de
reducao do numero de galhas/plantas, galhas/g raiz, massa de ovos/planta e massa
de ovos/q raiz.

Coimbra & Campos (2010) estudando a ocorréncia de actinobactérias em
rizosfera de ervas daninhas e gramineas e seus efeitos antagOnicos sobre M.
Jjavanica, verificaram que cerca de dez isolados de actinobactérias testados
reduziram o numero de galhas e massa de ovos por grama de raiz de tomateiro.
Isolados de Streptomyces sp. reduziram em 52,8 % e 63,5% a formacgao de galhas e
massa de ovos de M. incognita, respectivamente (YAN et al., 2004).

Sousa et al. (2006) observaram que a redugdo do numero de massa de ovos
de nematoides em raizes de tomate foi proporcionada por pela infestacdo e
incubagcdo do substrato de cultivo com actinobactérias. Jonathan et al. (2000)
relataram redugcdes no numero de galhas e numero de ovos de M. javanica em
raizes de tomateiro quando infestadas com isolados de actinobactérias.

O substrato utilizado foi infestado e incubado por 40 dias antes do plantio com
as actinobactérias. Durante a incubagéo, pode ter ocorrido a producédo de enzimas
extracelulares e metabdlitos secundarios no substrato, causando a redugao na
infectividade dos nematoides nas raizes de tomateiro. A quantificacdo dos isolados
de actinobactérias no substrato Vivatto SIim®, aos 40 dias apds infestagdao e
incubacao e apds a coleta das mudas, demonstrou que a densidade populacional
dos isolados foi superior ao tratamento testemunha (n&o infestado) (Tabela 7).

Houve aumento na populagdo de actinobactérias apos a coleta das mudas de
tomateiro em quase todos os tratamentos, com excecéo dos tratamentos incubados e
infestados com os isolados de actinobactérias BFT 71, BFT 88 e BFT 106. Contudo,
tanto na populacéo inicial quanto na final houve um aumento significativo em relagéo
a testemunha (Tabela 7). Estes resultados indicam que as actinobactérias cresceram
e colonizaram o substrato, produzindo substancias com efeito nematostatico e

nematicida.
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Tabela 7. Densidade populacional de actinobactérias no substrato Vivatto Slim® aos
40 dias apods incubacao e apds a coleta das mudas de tomateiro.

Densidade populacional de actinobactérias (UFC. g™ de substrato)

Tratamento Antes do plantio Apods coleta
Testemunha 0,26 x 10°Bg 0,36 x 10° Ag
BFT 4 0,71 x 10° Bf 2,39 x 10° Ad
BFT7 3,00 x 10° Ac 4,01 x 10°Ac
BFT 11 1,82 x 10° Ad 2,10 x 10° Ad
BFT 19 1,23 x 10°Be 1,01 x 10’ Aa
BFT 25 1,50 x 10°Bd 2,56 x 10° Ad
BFT 26 1,19 x 10°Be 7,30 x 10° Ab
BFT 41 4,29 x 10° Ab 3,92 x 10°Ac
BFT 58 1,12 x 10°Be 2,89 x 10° Ad
BFT 66 1,69 x 10°Bd 6,85 x 10° Ab
BFT 71 4,46 x 10° Ab 2,78 x 10°Bd
BFT 87 2,43 x 10°Ac 3,02 x 10° Ad
BFT 88 6,96 x 10° Aa 3,90 x 10°Bc
BFT 102 1,54 x 10°Bd 1,06 x 10’ Aa
BFT 104 0,79 x 10° Bf 4,09 x 10°Ac
BFT 106 3,76 x 10° Ab 1,91 x 10°Bd
BFT K 2,26 x 10°Bc 2,92 x 10° Ad
PD3 1,06 x 10°Be 2,49 x 10° Ad
CV(%) 13,7

Letras maiusculas na linha comparam o efeito do periodo de incubacéo (aos 40 dias apds incubagéo e apds a
coleta do experimento) para o mesmo isolado de actinobactéria. Letras minusculas na coluna comparam o
efeito dos isolados de actinobactéria entre si. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a
5% de probabilidade.

N&o houve interacdo significativa entre a infestacdo do substrato com os
isolados e a inoculacdo ou ndo com nematoides, para altura das plantas, diametro
caulinar e massa seca da parte aérea. Entretanto, apresentou interagcdo para a
massa seca das raizes (Tabela 8).

A altura das plantas e a producdo de massa seca da parte aérea do tomateiro
nao foram influenciadas pela presenca dos isolados de actinobactérias quando
inoculados ou ndo com os nematoides (Tabela 8). Houve diferenga estatistica
(P<0,05) quanto ao didmetro caulinar das mudas inoculadas e sem inoculagdo com
nematoides, com incrementos de até 21,01% (BFT 58) das mudas de tomateiro
inoculadas com M. javanica.

Quanto ao desenvolvimento radicular do tomateiro, observou-se que os
tratamentos infestados com actinobactérias e inoculados com nematoides,
proporcionaram producdo de massa radicular superior aos tratamentos sem

inoculagao para 11 isolados (Tabela 8).
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Tabela 8. Altura das plantas, didametro caulinar, massa seca da parte aérea (MSPA) e das
raizes (MSR) das mudas de tomateiro produzidas em substrato Vivatto Slim® infestado com
isolados de actinobactérias e inoculados ou ndo com nematoides.

Isolado Altura (cm) Diametro (mm) MSPA (g) MSR (g)
SI* Cl SI Cl SI Cl Sl Cl

Testemunha 96,14 Aa  90,42Aa 585Ab 6,14Ab 982Aa  10,73Aa 0,83Bc 1,33Ab
BFT 4 92,14 Aa 94,28 Aa 6,00 Ab 6,71 Aa 9,91 Aa 10,54 Aa 1,22Ab 1,31 Ab
BFT 7 95,28 Aa 89,42 Aa 6,85 Aa 7,00 Aa 9,44 Aa 9,54 Ab 1,45Aa 1,61Ab
BFT 11 93,57 Aa 89,14 Aa 5,57 Ab 6,14 Ab 10,10 Aa 10,78 Aa 1,22Bb 1,86 Aa
BFT 19 90,00 Aa 90,42 Aa 6,14 Ab 6,57 Aa 10,10 Aa 9,97 Ab 1,22Bb 1,85 Aa
BFT 25 86,85 Aa 92,71 Aa 6,14 Ab 6,00 Ab 9,55 Aa 10,05 Ab 1,14Bb 1,70 Aa
BFT 26 91,00 Aa 91,71 Aa 6,85 Aa 6,57 Aa 10,39 Aa 10,84 Aa 1,26 Ab 1,51 Ab
BFT 41 89,71 Aa 92,71 Aa 6,00 Ab 6,71 Aa 9,68 Aa 10,19 Ab 1,45Ba 1,81 Aa
BFT 58 91,42 Aa 93,28 Aa 6,57 Aa 7,14 Aa 9,77 Aa 10,15 Ab 1,15Bb 1,96 Aa
BFT 66 92,28 Aa 93,28 Aa 5,85 Ab 5,42 Ab 9,72 Aa 10,53 Aa 1,22Ab 1,35Ab
BFT 71 89,28 Aa 94,57 Aa 5,85 Ab 5,85 Ab 9,56 Aa 9,86 Ab 1,195Bb 1,43 Ab
BFT 87 88,85 Aa 95,42 Aa 6,00 Ab 5,85 Ab 9,27 Aa 9,82 Ab 1,46 Aa 1,28 Ab
BFT 88 93,85 Aa 89,71 Aa 5,85 Ab 6,57 Aa 9,64 Aa 9,58 Ab 1,34 Ba 1,77 Aa
BFT 102 90,85 Aa 91,72 Aa 6,42 Aa 6,42 Aa 10,42 Aa 11,18 Aa 1,25Ab 1,51 Ab
BFT 104 88,57 Aa 94,71 Aa 7,00 Aa 6,57 Aa 9,80 Aa 8,85 Ab 1,28 Aa 1,52 Ab
BFT 106 86,00 Aa 93,28 Aa 6,42 Aa 6,57 Aa 9,93 Aa 10,14 Ab 1,36 Ba 1,83 Aa
BFT K 87,57 Aa 88,14 Aa 5,57 Ab 6,28 Ab 9,71 Aa 9,26 Ab 1,36 Ba 1,88 Aa
PD3 90,57 Aa 91,85 Aa 5,85 Ab 6,42 Aa 9,50 Aa 10,76 Aa 1,13Bb 1,52 Ab
CV(%) 7,50 12,41 11,27 17,31

*SI — sem inoculagdo com nematoides; Cl — com inoculagdo com nematoides. Letras mailusculas na linha comparam
o efeito do mesmo isolado de actinobactéria quando inoculado ou ndo com nematoides. Letras minusculas na coluna
comparam o efeito dos isolados de actinobactéria nos substratos inoculados ou ndo com nematoides. Letras iguais
néo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

O aumento no desenvolvimento do sistema radicular das plantas de
tomateiro, na presenca dos nematoides, pode ser explicado pela maior
disponibilizacdo de nutrientes no substrato para serem absorvidos pelas raizes das
plantas, favorecendo a formacgao de raizes secundarias, o que contribuiu para um
melhor desenvolvimento do sistema radicular e uma maior infeccdo e formacgao de
galhas.

Abrdo & Mazzafera (2001) ao avaliar o efeito do nivel de in6culo de M.
incognita no algodoeiro, verificaram que houve aumento na massa radicular seca
das plantas quando inoculadas com os nematoides. Alguns autores sugerem que
esse aumento seria a consequéncia de efeito combinado da emissdo de novas
raizes secundarias, nos locais de infecgdo do nematoide (HUTANGURA et al., 1999)
e também pela formagéo de galhas (ABRAO & MAZZAFERA, 2001; CARNEIRO,
2000; CARNEIRO et al., 1999).
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Efeito da infestagdo e incubagdo do solo com actinobactérias no controle de M.
Jjavanica em mudas de tomateiro

Neste experimento, foi utilizado solo esterilizado infestado e incubado com os
isolados de actinobactérias por 40 dias na producao das mudas de tomateiro. Houve
diferenga significativa no numero de galhas e massa de ovos nas raizes de
tomateiro em relacdo a testemunha sem infestacdo com actinobacterias e
inoculadas com M. javanica (Tabela 9).

Com excecao dos isolados de actinobacterias AC 50 e BFT 71, os demais
reduziram em até 51% (BFT 4) o numero de galhas/planta diferindo estatisticamente
da testemunha. Os isolados de actinobactérias BFT 4, BFT 41, BFT 87 e PD3,
causaram significativa redu¢ao no numero de galhas/g de raiz.

A massa de ovos/planta foi menor nas raizes infestadas com os isolados AC
92, AC147, BFT 4, BFT 26, BFT 41 e BFT 87. Ao avaliar a massa de ovos/g de raiz,
houve reducgdo significativa, contudo, os resultados diferiram um pouco daqueles
encontrados na massa de ovos/planta, com destaque para os isolados AC 92, BFT
4, BFT 41, BFT 87 e PD3 (Tabela 9).

A maior reduc¢do no nivel de dano (numero de galhas e massa de ovos) no
solo, foi verificada com o isolado BFT 4 com 51,0%, 73,7%,49,4% e 72,8% no
numero de galhas/planta, numero de galhas/g raiz, massa de ovos/planta e massa
de ovos/g de raiz, respectivamente, diferindo estatisticamente da testemunha.

Nos testes /n vitro, observou-se que os isolados avaliados neste experimento
produziram metabdlitos secundarios, com efeito, nematicida. Estes resultados foram
confirmados nos testes /7 vivo com os isolados AC 92, BFT 4, BFT 41 e BFT 87 que
reduziram o numero de galhas/planta, numero de galhas/g de raiz, a massa de
ovos/planta e massa de ovos/g de raiz das mudas de tomateiro. Os isolados AC 147
e PD3 também apresentaram bons resultados nestas avaliacbes, porém, nao
diferiram da testemunha quanto ao numero de galhas/g de raiz e massa e

ovos/planta, respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito de isolados de actinobactérias no numero de galhas e no numero de
massa de ovos, nas mudas de tomateiro cultivadas em solo.

Numero de Galhas (NG) Massa de ovos (MO)

Isolados Redugéo NG/g Redugéo Redugéo MO/g Redugéo

NG/planta NG/planta ' NG/graiz ~ MOJplanta ;010040 . MO/g raiz

raiz (%) raiz (%)
(%) (%)

Testemunha 65,8 b -* 1,7b - 546 b - 99 b -
AC 50 65,8 b - 8,2b 29,6 60,3 b - 6,5b 34,6
AC 92 48,6 ¢ 26,1 45c¢ 38,9 412c 13,5 44c 55,5
AC 147 450c 31,6 10,7 b 8,50 35,3d 35,3 8,3b 16,2
BFT 4 32,3¢c 51,0 31c¢c 73,7 276d 494 2,7c¢c 72,8
BFT 26 50,5¢ 23,2 179 a - 51,0b 6,6 16,2 a -
BFT 41 47,3 c 28,1 44 c 62,3 38,3¢c 29,8 3,5¢ 64,5
BFT 71 101,6 a - 95b 18,8 79,5 a - 7,3b 26,0
BFT 87 46,5¢c 29,3 4.4 c 62,0 39,3 ¢c 28,0 3,7¢c 62,4
PD 3 63,3 ¢c 3,80 54c 534 56,3 b - 48¢c 49,1
CV (%) 13,2 24.8 12,8 26,2

Letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Nao houve redug&o no nimero de galhas
e massa de ovos em relacéo a testemunha.

Algumas rizobactérias produzem metabdlitos toxicos que causam inibigdo do
movimento de nematoides /n vifro, enquanto outras inibem a eclosao de juvenis e o
processo pelo qual eles penetram as raizes (STIRLING, 1991). A inibicdo total ou
parcial do movimento de M. incognita causada por cerca de 50 rizobactérias em
testes /n vitro foi observada por Becker et al. (1988). Estes autores relataram que,
destas bactérias, 20% reduziram significativamente o numero de galhas em plantas
de pepino, demonstrando a importancia deste modo de acao.

Sousa et al. (2006), ao avaliar o efeito de isolados de actinobactérias,
verificaram que o mesmo reduziu significativamente o numero de galhas e massa de
ovos por grama de raiz nas mudas de tomateiro inoculadas com M. incognita.
Krechel et al. (2002), depois de testar isolados de actinobactérias do género
Streptomyces, obtidos da rizosfera da batateira, visando ao controle de M. incognita
em casa de vegetacao, observaram redu¢ao no numero de galhas entre 50% e 85%
e reducdo no numero de massas de ovos entre 40% e 100%, quando comparados
com a testemunha. Oka et al. (1993) relataram atividade nematicida de Bacillus
cereus sobre ovos e juvenis, e a exposigdo do nematoide a essa bactéria inibiu a
penetracao do parasita nas raizes de tomateiro.

A orientacdo e a migracao de fitonematoides para raizes dependem de varios
fatores, entre eles a natureza dos exsudados radiculares. Os micro-organismos, por

sua vez, colonizam o sistema radicular e afetam a composicdo quimica dos
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exsudados liberados (MELO, 1998). Khan et al. (2007) demonstraram que o
tratamento de sementes de feijdo com B. subtilis também resultou na supresséo de
formacao de galhas e reproducdo do nematoide infestado no solo. Outro possivel
mecanismo de biocontrole consiste no parasitismo pelos actinobactérias, os quais
utilizam de enzimas como proteases, quitinases e lipases que atuam na destruicdo
da cuticula dos nematoides (PARK et al., 2002).

Alguns dos isolados de actinobactérias testados nos dois experimentos
(substrato e solo) demonstraram nos testes /in vifro capacidade de produzir as
enzimas quitinase e lipase (Tabela 4). A quitinase € uma enzima frequentemente
produzida por antagonistas (MANJULA et al., 2004; ARORA et al., 2007) e tem como
finalidade a degradacado da parede celular de fungo ou a cuticula do nematoide,
sendo um mecanismo relacionado ao biocontrole e quando secretada por bactérias
promotoras de crescimento, pode reduzir o crescimento de fitopatdgenos presentes
na regiao rizosférica (COMPANT et al., 2009).

O nematoide traz consigo 30% de seu peso corporal em lipidios, constituindo-
se a principal fonte energética para os gastos no processo de penetracdo e
parasitismo do hospedeiro (FREIRE et al., 2007). Segundo estes autores, a perda
dessas reservas reduz a infectividade e a reproducdo, podendo levar a morte.
Quando ha redugdo de 50% a 60% das reservas energéticas lipidicas de J2 de
Meloidogyne spp., ha uma redugao substancial do seu potencial infectivo. No solo a
movimentacdo do juvenil (J2) de Meloidogyne spp. em direcdo ao local de
penetracdo ocorre, entre outros fatores, em resposta a por substéncia exsudadas
pela raiz (ROCHA, 2007).

As lipases sdo importantes no controle de nematoides por degradarem as
reservas energéticas dos nematoides e por atuar nos lipidios de membrana
(ARDUIM, 2006; ROCHA, 2007).

Todos os isolados de actinobactérias apresentaram densidade populacional
das actinobactérias apds o periodo de incubacgao por 40 dias, superior ao tratamento
testemunha, com destaque para os isolados BFT 4, BFT 41, AC 92, AC 50 e PD3.
Estes isolados apresentam capacidade de utilizar os nutrientes do solo e/ou
exsudatos radiculares para o seu crescimento, favorecendo o seu estabelecimento

nas fases iniciais do desenvolvimento vegetativo (Tabela10).
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Tabela 10. Densidade populacional de actinobactérias solo aos 40 dias apés
incubacao e apos a coleta das mudas de tomateiro.

Densidade populacional de actinobactérias (UFC.g-' de solo seco)

Tratamento Antes do plantio ApOds coleta

Testemunha 4,10 x 10° Ae 3.20 x 10°Ac
AC 50 9,10 x 10°Bc 1,54 x 10° Aa
AC 92 4,87 x 10° Aa 1,96 x 10°Ba
AC 147 2,30 x 10° Bf 9,30 x 10° Ab
BFT 4 9,70 x 10°Bc 2,15 x 10° Aa
BFT 26 7,20 x 10° Ad 9,00 x 10°Ab
BFT 41 1,88 x 10° Ab 1,75 x 10° Aa
BFT 71 5,60 x 10°Ad 6,46 x 10°Ab
BFT 87 9,30 x 10°Ac 9,03 x 10°Ab
PD3 1,87 x 10° Ab 2,07 x 10° Aa
CV(%) 14.4

Letras maiusculas na linha comparam o efeito do periodo de incubagéo (aos 40 dias apds incubagéo e
apos a coleta do experimento) para o mesmo isolado de actinobactéria e letras minusculas na coluna
comparam os isolados de actinobactérias entre si. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As populagdes microbianas, pela diversidade de substratos metabdlicos que
podem utilizar, podem variar de cultivar para cultivar, em funcdo das diferencas na
exsudacgao radicular. Gendtipos vegetais e micro-organismos rizosféricos variam em
sua interacdo, diferentes solos ou substratos levam as alteragdes metabdlicas
importantes que podem influenciar a maneira como plantas e micro-organismos
interagem. Se houver uma alteragdo no padrdo exsudativo da planta, o mesmo
isolado e o mesmo genétipo vegetal podem interagir de maneira diferente (NANO,
2003). Freitas et al. (2003) observaram instabilidade nos efeitos dos isolados
fluorescentes de Pseudomonas sp. sobre plantas de alface, atribuindo essa
variagado, pelo menos em parte, as mudancas ocasionadas pelos diferentes
substratos usados.

Houve interacao significativa entre o substrato infestado com isolados de
actinobactérias e inoculagcdo ou ndao com nematoides para a altura das plantas,
diametro caulinar, massa seca da parte aérea e das raizes de plantas de tomateiro
(Tabela 11).

Para a altura das plantas, as mudas de tomateiro do tratamento testemunha e
infestadas com o isolado BFT 26 (ambos sem inoculagdo com nematoides)
apresentaram desenvolvimento superior as inoculadas. Entretanto, para os demais
isolados, ndo houve interagao significativa (Tabela 11). No didmetro caulinar, ndo
houve interagao, exceto, para o isolado BFT 26. Avaliando de forma isolada, os
isolados BFT 4, BFT 41, BFT 87 e PD3 diferiram da testemunha e de alguns
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isolados nas plantas sem inoculagdo com os nematoides. Estes resultados foram
confirmados nas plantas inoculadas.

Quanto a producdo de massa seca da parte aérea, ndo obteve interagao entre
a testemunha, contudo, apresentou interacdo com o isolado BFT 26 e PD3. Nas
plantas inoculadas com nematoides e infestadas com estes isolados, a producéo de
massa seca foi inferior aquelas sem inoculagdo. Nos tratamentos com inoculacéo, os
isolados BFT 4 e AC 50 promoveram incrementos de 70,5%. Os isolados de
actinobacterias AC 147 e BFT 41 apresentaram produgéo de massa seca das raizes
inferior nas plantas inoculadas. Porem, o isolado BFT 4, promoveu incremento de

312,7% na massa seca das raizes de tomateiro das plantas inoculadas (Tabela 11).

Tabela 11. Altura das plantas, diametro do caule, massa seca da parte aérea (MSPA) e das
raizes (MSR) de mudas de tomateiro cultivadas em solo infestado com isolados de
actinobactérias e inoculados ou ndo com nematoides.

Isolado Altura (cm) Diametro (mm) MSPA (g) MSR (g)
SI* Cl Sl Cl Sl Cl Sl Cl
Testemunha 49,00Ab 4125Bc 530Ab 4,81 Ab 3,08 Ac 248 Ac 0,84 Ad 0,55 Ac
AC 50 46,83 Ab 4533 Ab 571 Ab  569Aa 3,09Ab 4,23 Aa 1,64 Ab 1,54 Ab
AC 92 57,33 Aa 54,00Aa 528Ab 5,33Ab 3,20 Ac 3,57Ab 1,13 Ac 1,86 Ab
AC 147 43,00 Ac 4733Ab 493Ac 480Ab 2,05Ac 1,35Ad 1,98 Ab 1,09 Bb
BFT 4 48,75Ab 4933 Ab 6,25Aa 6,55Aa 4,53 Aa 423 Aa 1,94 Ab 2,27 Aa
BFT 26 4450 Ac 33,16Bd 4,80Ac 4,20Bc 1,90 Ad 0,96Bd 0,77 Ad 0,61 Ac
BFT 41 48,75Ab 48,16 Ab 6,28 Aa 6,20 Aa 4,54 Aa 3,76 Aa 2,76 Aa 1,70 Bb
BFT 71 4950 Ab 4466 Ab 541Ab 566 Aa 3,54 Ab 297Ab 1,73 Ab 1,31 Ab
BFT 87 48,00Ab 4416 Ab 6,40Aa 590Aa 3,77 Ab 3,39Ab 1,96 Ab 1,58 Ab
PD 3 49,33Ab 4366 Ab 6,38Aa 6,16 Aa 5,04 Aa 4,08Ba 2,25 Aa 1,64 Ab
CV(%) 13,92 9,11 22,28 43,24

Letras maiusculas na linha comparam o efeito do periodo de incubagao (aos 40 dias apds incubagédo e apés a coleta do
experimento) para o mesmo isolado de actinobactéria e letras minudsculas na coluna comparam os isolados de
actinobactérias entre si. Letras iauais nédo diferem entre si pelo teste de Tukev a 5% de probabilidade

Soares et al., (2010) avaliaram o efeito da infestacéo e incubagao do solo com
isolados de estreptomicetos no crescimento de mudas de tomateiro e verificaram
que houve incremento de 266% e 300% na producdo de massa seca da parte aérea
e das raizes, respectivamente, em relacdo ao controle. Sousa et al., (2009),
verificaram que a infestacdo e incubacido do substrato por 20 dias, promoveram o
crescimento e a melhoria nutricional das mudas de tomateiro. Tal periodo esta
associado ao ciclo de vida do actinomiceto e ao periodo necessario para a produgao
de enzimas extracelulares e degradagao dos compostos presentes no substrato.

O efeito no crescimento das mudas também pode ter sido causado pela

producdo de substancias promotoras de crescimento que podem ter promovido
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tolerdncia a M. javanica. As bactérias promotoras de crescimento vegetal
influenciam no crescimento vegetal por meio da indugédo de resisténcia a doengas,
producao de substancias como antibiéticos, sideroforos, fitorménios, bem como por
meio da fixagado bioldgica de nitrogénio e solubilizagcdo de fosfatos, sendo estes
mecanismos pelos quais s&o disponibilizados certos nutrientes as plantas
(MARIANO et al., 2004; FREITAS, 2007). Outros mecanismos de biocontrole de
fitopatdégenos produzidos por varias bactérias promotoras de crescimento sdo os
siderdforos, cianetos, enzimas desintoxicantes, antibidticos e enzimas liticas
(BOTELHO et al., 2006).

A utilizacdo de agentes bioldgicos constitui numa alternativa ecologica aos
agroquimicos, além de ser uma estratégia significativa contra patégenos do solo
para os quais as medidas de controle sao restritas. Assim, os resultados destes
trabalhos demonstraram que as actinobactérias tem grande potencial para o
biocontrole de M. javanica.

CONCLUSOES

1. Os isolados de actinobactérias demonstraram ser produtores das enzimas

extracelulares quitinase e lipase, sob condigdes /n vitro;

2. Metabdlitos secundarios produzidos por 34 isolados de actinobactérias causaram
taxa de mortalidade dos J2 de M. javanica, acima de 50% nos testes /n vitro;

3. Os isolados de actinobactérias BFT 7, BFT 26, BFT 41, BFT 58, BFT 66, BFT 71,
BFT 88, BFT 104, BFT 106 e PD3 reduziram o numero de galhas nas raizes de

mudas de tomateiro cultivadas no substrato Vivatto SIim®;

4. Os isolados PD3, BFT 26 e BFT 104 causaram elevada reducdo na massa de
ovos de M. javanica, nas mudas de tomateiro cultivadas no substrato Vivatto Slim®;

5. Os isolados AC 92, BFT 4, BFT 41, BFT 87 e PD3 reduziram o numero de galhas
e de massa de ovos de M. javanica, nas raizes nas mudas de tomateiro cultivadas

no solo;
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6. A infestacdo e incubacéo do solo com os isolados de actinobactérias AC 50, BFT
4, BFT 41, BFT 71, BFT 87 e PD3 promoveram o crescimento das mudas de

tomateiro cultivadas no solo inoculadas com M. javanica.

7. As actinobactérias apresentam potencial para o controle de M. javanica e

promogao de crescimento do tomateiro.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A cultura do tomateiro tem importante papel econdmico e social no pais,
econdmico pelo valor de produgéo e social pelos empregos diretos e indiretos que
gera, e ainda pelo valor nutritivo. Contudo, doengas causadas por nematoides,
principalmente aqueles do género Meloidogyne, possuem grande importancia
fitossanitaria na cultura do tomateiro, pelos danos causados e pelas dificuldades no
controle.

As actinobactérias s&o conhecidas mundialmente pela capacidade de produzir
metabalitos secundarios, como antibidticos e enzimas extracelulares, que atuam na
degradagdo de moléculas complexas, desempenhando importante papel nos
processos de compostagem, bem como na promogao de crescimento e no controle
de fitopatogenos.

A producgédo de enzimas extracelulares e acido indolacético pelos isolados de
actinobactérias /n vitro (Capitulo 1) ndo é indicativo de que estas atividades
fisioloégicas ocorram in vivo. Neste trabalho, as atividades fisiolégicas /n vifro foram
utilizadas apenas como indicadores de possiveis mecanismos de acdo dos
actinobactérias.

O efeito na promogédo de crescimento pelas actinobactérias em mudas de
tomateiro depende do isolado de actinobactéria (Capitulo 1).

As actinobactérias demonstraram ter potencial para o controle de M. javanica.
Estes resultados foram verificados nos testes /n vifro e em mudas de tomateiro,
produzidas no substrato Vivatto Slim® e no solo (Capitulo 2), incubados e infestados
com os actinobactérias, em condigdes de casa de vegetacgao.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos para identificacdo das
actinobactérias ao nivel de espécie e das substancias envolvidas na interagao
actinomiceto-substrato-nematoide.

Trabalhos em campo deverao ser realizados, buscando o conhecimento
aplicado, explorando o potencial destes isolados de actinobactérias. Estudos futuros
com a utilizacdo de isolados mais promissores, permitirdo obter informagdo de
extrema relevancia para um controle eficiente de M. javanica e o crescimento de
plantas de tomateiro e de outras culturas, contribuindo na estabilidade da producéo e,

consequentemente, garantindo o retorno dos investimentos feitos pelos produtores.



