L UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

>‘a CURSO DE MESTRADO EM CIENCIAS AGRARIAS
wmy " e DISSERTACAO DE MESTRADO

ESTREPTOMICETOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO E
AGENTES DE BIOCONTROLE DA MELOIDOGINOSE NO
TOMATEIRO

CARLA DA SILVA SOUSA

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
ABRIL - 2006



ESTREPTOMICETOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO E
AGENTES DE BIOCONTROLE DA MELOIDOGINOSE NO
TOMATEIRO

CARLA DA SILVA SOUSA

Engenheira Agrénoma
Escola de Agronomia da Universidade Federal da Bahia, 2004.

Dissertacdo submetida a Cémara de Ensino de
Po6s-Graduagdo e Pesquisa da Universidade
Federal da Bahia como requisito parcial para
obtengao do Grau de Mestre em Ciéncias Agrarias,

area de concentracao: Fitotecnia.

Orientador: Prof2. Dr2. ANA CRISTINA FERMINO SOARES

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
MESTRADO EM CIENCIAS AGRARIAS
CRUZ DAS ALMAS - BAHIA - 2006



FICHA CATALOGRAFICA

S725 Sousa, Carla da Silva

Estreptomicetos promotores de crescimento e agentes de
biocontrole da meloidoginose no tomateiro/Carla Sousa da
Silva.- Cruz das Almas, Ba, 2006.

102f.: il., tab., graf

Dissertacao (Mestrado) - Centro de Ciéncias Agrarias e
Ambientais. Universidade Federal da Bahia, 2006.

1.Tomate - crescimento. 2. Tomate — controle bioldgico.
3.Tomate — actinomicetos 4. Tomate — producdo de
indculo. |. Universidade Federal da Bahia, Centro de
Ciéncias Agrarias e Ambientais Il. Titulo.

CDD 20.ed. 635.642




COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr2. Ana Cristina Fermino Soares
Escola de Agronomia — UFBA
(Orientador)

Prof. Dr. Milton Ricardo de Abreu Roque
Departamento de Biologia - UEFS

Dr. Jorge Teodoro de Souza

Comissao de Execucgao e Planejamento da Lavoura Cacaueira

Homologada pelo Colegiado do Curso de Mestrado em Ciéncias Agrarias em



OFERECO

Ao meu querido pai Edmilson (in memorian), pelo
amor, carinho, dedicagao, pois tenho certeza de
que onde estiver, sente-se orgulhoso por mais
esta conquista.

A minha querida mae Eliana, por seu amor,
exemplo de forca, fé, dedicagdo e pelo apoio
incondicional em todos os momentos.

As minhas irmas Cassia e Evelin pela alegria de
té-las, por todo amor, carinho e pela convivéncia

amiga.

DEDICO

As minhas amadas avo Nina e
madrinha Cléia e aos demais
familiares padrasto, tios, tias, primos
e primas pela presenga em todos o0s

momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus que com seu infinito amor deu-me a vida, a inteligéncia, a forga, a
saude e a coragem para vencer todas as dificuldades e obstaculos que apareceram

ao longo dessa caminhada.

Aos meus pais Eliana e Edmilson (in memoriam), pelo constante e
incondicional amor, dedicac&o, apoio, protegcao, carinho e por primaram pela minha

educacéo, vocés sdo para mim exemplo de vida que sempre seguirei.

A minha irma Céssia pelo companheirismo, amor, apoio e carinho constante

em todos os momentos da minha vida.

A minha irmézinha Evelin por preencher a minha vida de graca e ternura

sempre.

A minha amada avé Nina e a madrinha Cléia pela presenca, carinho apoio e

incentivo em todos os momentos.

Ao meu padrasto, tios, tias, primos e primas, enfim toda a minha familia, para

mim alicerce e exemplo de unido e amizade, por todo amor, carinho e incentivo.

Aos meus avds Euclides e Caetano, avo Aurelina, tia Arlinda e primos Jorge
Euclides e César, que fizeram parte da minha histéria e onde quer que estejam os

lembrarei com muito carinho e amor sempre.
Aos meus irmaos Marlon, Nailson e Alex Leal pelo amor e afeto de sempre.

As minhas grandes amigas Luciene e Darcilucia pelo carinho, apoio e

incentivo constante.

A minha orientadora, professora Dr® Ana Cristina Fermino Soares, pelos
valiosos ensinamentos, paciéncia, amizade, exemplo de honestidade e pela

competente orientacdo neste e em todos os trabalhos desde a iniciagao cientifica.

Aos Drs. Jane Oliveira Perez e Joao Luiz Coimbra pelo incentivo, amizade e

ensinamentos.



Aos queridos colegas e amigos do Laboratério de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia Marizete, Marilia, Maiara, Diego, Gisele, Leonardo, Gabriela, Tamara e

Augusto.

Aos colegas do curso de Mestrado em Ciéncias Agrarias, Marli, Lousane,
Rossana, Tatiane Velasco, Rosane Cardoso, Eduardo, Dijaneide, Alexandre,

Ruberval, Moema Angélica, Daniela Hansen e Tania Barros.

Ao Coordenador do Mestrado em Ciéncias Agrarias, professor Dr° Carlos

Alfredo Lopes de Carvalho, pelo incentivo constante.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pela bolsa de estudos, apoio que possibilitou a realizacao deste trabalho.

Aos professores José Carlos Ribeiro de Carvalho e Maria de Fatima da Silva

Pinto Peixoto pela amizade, incentivo e apoio constante.

Aos funcionarios do Mestrado em Ciéncias Agrarias da Escola de Agronomia
da Universidade Federal da Bahia, especialmente a Sidinha pela atencao e gentileza

de sempre.

Ao Dr. Ricardo Harakava, do Instituto Biologico de Sao Paulo, Laboratério de

bioquimica e Fitopatologia, pelo sequenciamento do 16S rDNA dos actinomicetos.

Ao Dr. Kazunori Hatano, do Departamento de Biotecnologia do National
Institute of Technology and Evaluation (NITE), no Japao, pela identificagcdo dos

isolados de estreptomicetos, com base nas sequiéncias de 16S rDNA.

A todos os professores da Escola de Agronomia da Universidade Federal da
Bahia, pelos valiosos ensinamentos que muito contribuiram na minha formacgao
profissional e que serdo sempre lembrados na minha caminhada pela area da

ciéncia.

A Escola de Agronomia da Universidade Federal da Bahia, pelos desafios e

realizagdes proporcionados.

E a todos que direta e indiretamente contribuiram para a realizagdo deste

trabalho os meus mais sinceros agradecimentos.



“No inicio faga o imprescindivel,
depois, o possivel
e, de repente estard fazendo o impossivel'.

Sdo Francisco de Assis.



SUMARIO

INTRODUGAO ..o ee e ee e ees e eseees e e

Capitulo 1

CARACTERIZACAO  MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DE
ESTREPTOMICETOS DO SOLO COM POTENCIAL PARA
BIOCONTROLE E PROMOCAOQ DE CRESCIMENTO........cccceovevererenenn

Capitulo 2
PRODUCAO DE MUDAS DE TOMATEIRO EM SUBSTRATO
ORGANICO INCUBADO COM ESTREPTOMICETOS........cccovvvveverenn.

Capitulo 3
ESTREPTOMICETOS NO CONTROLE DA MELOIDOGINOSE EM
MUDAS DE TOMATEIRO. ..ottt

Capitulo 4
PRODUCAO DE INOCULO DE ESTREPTOMICETOS EM ARROZ

AUTOCLAVADO. ...ttt

CONSIDERACOES FINAIS ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeee e seeseseeseesseeenes

14

40

67

92

101



ESTREPTOMICETOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO E AGENTES DE
BIOCONTROLE DA MELOIDOGINOSE NO TOMATEIRO

Autor: Carla da Silva Sousa

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: Os actinomicetos sao procariotas, Gram positivos, que apresentam
caracteristicas importantes para o controle bioldégico e promogéao de crescimento de
plantas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de seis isolados de
estreptomicetos do solo, no biocontrole da meloidoginose e na promogido de
crescimento do tomateiro. Foi feita a caracterizacdo morfolégica e bioquimica dos
estreptomicetos. Todos os isolados produziram as enzimas amilase, catalase e
lipase, produziram o acido indolacético e colonizaram o sistema radicular das
plantulas de tomateiro produzidas in vitro. Os isolados AC-147, AC-95 e AC-29,
foram os maiores produtores de sideréforos. Apenas o AC-92 ndo apresentou
atividade celulolitica e quitinolitica, o AC-26 ndo demonstrou atividade xilanolitica e o
AC-92 cresceu em todos os niveis de salinidade e pH avaliados. Avaliou-se o efeito
da inoculagdo e incubacdo por 15, 30, 45 e 60 dias do substrato com os
estreptomicetos no crescimento do tomateiro. A inoculagao e incubacao do substrato
promoveram o aumento na altura, na producido de matéria seca da parte aérea e
raizes, no didmetro do caule e no teor de nutrientes da parte aérea das mudas,
sendo 43 dias considerado o melhor periodo de incubacio. Na avaliagao in vitro do
efeito dos metabdlitos secundarios produzidos pelos estreptomicetos, no controle da
meloidoginose do tomateiro, observou-se 98,2% de mortalidade e 98,8% de inibicao
da eclosao de juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita, causados pelos
isolados AC-92 e AC-95, respectivamente, sendo estes considerados os mais
eficientes no controle in vitro do nematéide. No substrato inoculado e incubado com
o isolado AC-92, ocorreu uma reducéo de 68% no niimero de galhas.g™ de raiz e de
76,8% no numero de massa de ovos.g”" de raiz. Na avaliagdo da producdo de
indculo dos estreptomicetos em arroz, observou-se a producéo de 0,08 x 10° a 1,42
x 10° esporos.g'1 de arroz, entre os diferentes isolados. O arroz esterilizado
demonstrou ser um substrato viavel para a producdo massal de inoculo desses
microrganismos.

Palavras chave: actinomicetos, biocontrole, promog¢ao de crescimento, indculo.



STREPTOMYCETES AS AGENTS OF PLANT GROWTH PROMOTION AND
BIOCONTROL OF Meloidogyne incognita ON TOMATO

Author: Carla da Silva Sousa

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Actinomycetes are Gram positive prokaryotes, with important
characteristics for biological control and plant growth promotion. This work had the
objective of evaluating the potential of six soil isolates of Streptomyces sp. to control
Meloidogyne incognita and promote growth promotion of tomato plants. The
streptomycete isolates were morphologically and biochemical by characterized. All
isolates produced the enzymes amylase, catalase and lipase, as well as indol acetic
acid and colonized tomato roots in vitro. Isolates AC-147, AC-95, and AC-29
produced the highest amounts of siderophores. Only AC-92 did not show celulolytic
and chitinolytic activity, isolate AC-26 did not show xilanolytic activity, and AC-92
grew all levels of pH and salinity tested. The effect of the inoculation and incubation
of the substrate for 15, 30, 45, and 60 days with streptomycetes was evaluated for
growth promotion of tomato seedlings. The inoculation and incubation of substrate
promoted significant increases in plant height, stem diameter, dry weight root and
shoot, and nutrient levels. Forty three days was considered to be the best incubation
period. In vitro tests on the effect of streptomycete secondary metabolites to control
M. incognita showed 98.2% mortality of second stage juveniles (J2) and 98.8% egg
hatching inhibition. Isolates AC-92 and AC-95 were considered to be the most
efficient ones in the control of this plant parasitic nematode. The substrate inoculated
and incubated with strain AC-92, promoted a reduction of 68% in the number of galls
per gram of roots and of 76.8% in the number of egg mass per gram of roots. A
number of spores ranging from 0.08 x 10° to 1.42 x 10° per gram of rice grains was
obtained for the different streptomycete isolates. Sterile rice grains were shown to be

a suitable substrate for mass production of streptomycete inoculum.

Key- words: actinomycetes, biocontrol, plant growth promotion, inoculum.



INTRODUGAO

ACTINOMICETOS

Os actinomicetos sao encontrados em muitos habitats. No solo sé&o
numericamemente dominantes que outras popula¢des bacterianas, porém sdo mais
numerosos que as populagdes fungicas. O género mais abundante das colbnias
desenvolvidas em meio de cultura solido é o Streptomyces (70-90%), seguido de
Nocardia (5-30%) e Micromonospora (1-15%) (Gava & Neves, 2002).

Streptomyces sao bactérias do solo, Gram positivas, aerdbias estritas, cujas
colénias sdo pequenas pulverulentas ou velutinas, com micélio aéreo de diferentes
tonalidades e produtores de pigmentos soluveis (Araujo, 1998). O ciclo de vida é
complexo, iniciando-se com a germinacdo do esporo, dando origem a um miceélio
formado por hifas ramificadas que penetram no substrato, metabolizando fontes
organicas de nutrientes como polissacarideos (amido, pectina, quitina, celulose),
proteinas (queratina, elastina), lipideos e compostos aromaticos, pela agéo 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 daréo
origem a cadeias de esporos. Nesta fase, ativam-se os metabolismos secundarios,
em que sao produzidos, principalmente, antibidticos e pigmentos (Araujo, 1998;
Padilha, 1998).

A ocorréncia de actinomicetos nos diferentes ecossistemas decorre da sua
diversidade metabdlica e da evolugdo de mecanismos especificos de dispersao.
Esta diversidade metabdlica mostra a grande variabilidade destes microorganismos
em colonizar ambientes salinos, acidos, com elevada temperatura, indicando a
grande capacidade de se adaptarem a ambientes extremos (Araujo, 1998).

Uma caracteristica marcante dos actinomicetos é a producdo de enzimas
extracelulares que degradam macromoléculas complexas comumente encontradas

nos solos como caseina, amido, quitina, humus, celulose, lignocelulose, além da



sintese e excrecdo de milhares de metabdlitos secundarios como antibibticos e o
terpendide geosmin (Moreira & Siqueira, 2002).

Os actinomicetos representantes do género Frankia, fixam o nitrogénio
atmosférico, em simbiose com espécies de angiosperma (Rojas et al., 1992). No
entanto, a importancia destes microrganismos esté relacionada com a produgéo de
antibiéticos, enzimas e inibidores enzimaticos (Gava & Neves, 2002).

Entre os fatores que podem interferir na producdo de antibidticos pelos
actinomicetos, destacam-se os nutricionais e fisico-quimicos. Caracteristicas do
meio como pH, temperatura de crescimento e suprimento de nutrientes podem
interferir tanto na quantidade quanto nas caracteristicas do antibiético produzido. A
producao de metabdlitos secundarios esta mais relacionada a disponibilidade de
carboidratos do que a de compostos nitrogenados e a produgéo de antibioticos tem

sido relacionada com o inicio da produgéo do micélio aéreo e esporos (Gava, 1998).

BIOCONTROLE DE DOENCAS

A preocupacao da sociedade com a contaminagdo do ambiente por pesticidas
se expressa através de segmentos do mercado avidos por produtos agricolas
diferenciados, produzidos sem uso de pesticidas. Esses produtos quimicos tém
efeitos negativos sobre o solo, o clima a vegetagdo, as aguas, 0os animais e o
homem, e provocam a selegdo de mutantes resistentes resultantes de forte pressao
seletiva. Além disso, seu tempo de degradagdo no ambiente € da ordem de
décadas, 0 que provoca uma concentragdo elevada dessas substancias na cadeia
alimentar. Nesse contexto, o controle biolégico vem sendo estudado como uma
alternativa viavel para o controle de doencas de plantas, considerada uma
alternativa vantajosa em relagdo ao controle quimico, especialmente quanto ao
impacto ambiental, ao custo e a especificidade e ao desenvolvimento de resisténcia
(Bettiol, 2001; Franceschini, 2001).

Dentre as varias definigdes para controle biolégico a mais aceita pela maioria
dos pesquisadores é descrita por Baker & Cook (1974) como a reducdo da
densidade do in6culo ou das atividades determinantes de doencga por um patdégeno
ou parasita, promovida por um ou mais organismos que nao o homem, favorecidos

naturalmente ou pela manipulacdo do seu habitat ou ambiente, hospedeiros ou



antagonistas ou pela manipulagcdo em massa de um ou mais antagonistas (Bettiol &
Ghini, 1995).

Os microrganismos que atuam como agentes de biocontrole apresentam
relagcbes antagdnicas aos patdégenos por meio de mecanismos diretos e indiretos
(Lima, 1998). A competicdo por nutrientes, espagco e oxigénio sdao mecanismos
diretos de controle, destacando-se o papel das leveduras, caracterizadas como
excelentes organismos competidores por nutrientes (Bettiol, 1991). O sucesso na
competicdo por nutrientes podera ser garantido por caracteristicas como maior
velocidade de crescimento e maior capacidade e eficiéncia de utilizagcdo dos
substratos disponiveis, o0 que significa uma maior adaptacdo as condi¢oes
predominantes (Gava, 1998). Outra caracteristica importante da competicdo no
controle de patégenos é a competitividade, ou seja, a capacidade dos organismos
introduzidos permanecerem e proliferarem no ambiente de controle. Contudo, varios
fatores bidticos e abidticos influenciam a capacidade de colonizagéo e sobrevivéncia
de um microorganismo na superficie ou no interior dos vegetais (Oliveira et al.,
2003).

O principal fator que influéncia a capacidade das rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCP) de agirem como agentes eficientes de biocontrole,
por mecanismos de competicdo, é a capacidade de metabolizar compostos
especificos produzidos pelas plantas (como os exsudatos radiculares),
transformando-os em compostos inibitérios aos patégenos (Compant et al., 2005).

A competigao por ferro, mediada pela produgéo de sideroforos, € considerada
como um mecanismo importante no biocontrole de patégenos em solos em que o Fe
disponivel encontra-se em baixas concentragdes (Leong, 1986). Os sideréforos
produzidos por agentes de biocontrole sequestram o Fe do ambiente, tornando-o
indisponivel aos fitopatdgenos e/ou microorganismos deletérios, ocasionando, dessa
forma, uma inibicdo no seu crescimento (Weller, 1988).

Algumas RPCP produzem enzimas que atuam na lise de células fungicas,
como quitinases, B-1,3 glucanases, proteases e lipases (Oliveira et al., 2003).
Fungos, principalmente os Oomicetos, possuem quitina como o principal
componente estrutural da parede celular e a degradacdo do micélio tém sido
associados a quitinase e laminarinase produzidas pelos agentes de biocontrole
(Fridlender et al., 1993).



As RPCP também sido capazes de controlar patégenos radiculares por
mecanismos de antagonismo e por indugcdo de resisténcia sistémica (ISR). A
inducdo de resisténcia pode ser definida como um processo de defesa ativa da
planta, em que esta utiliza multiplos mecanismos induzidos sistematicamente por
agentes bidticos e abidticos, e que se apresenta eficiente contra uma variedade de
patdgenos de plantas (Luz, 1996; Romeiro, 1999)

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na supressdao de doencas
radiculares, como por exemplo, a antibiose devido a produgdo de compostos
bactericidas, fungicidas ou micostaticos e nematicidas. Evidéncias de que
rizobactérias produzem antibidéticos tém sido acumuladas e constituem um
importante fator na supressdo de patogenos (Kerr, 1980). Os antibidticos séo
compostos organicos de baixo peso molecular que, em baixas concentragdes, séo
deletérios ao crescimento ou as atividades metabdlicas de outros organismos
(Fravel, 1998).

Os actinomicetos, principalmente os pertencentes do género Streptomyces
sdo mundialmente conhecidos pela producao de antibiéticos (Padilha,1998), agindo
no controle de diversas doencas de plantas (Singh & Mehrotra, 1980; Crawford et
al., 1993; El-Abyd et al., 1993; Silva, 1998). Esses microrganismos tém grande
importancia industrial, pela variada producdo de metabdlitos secundarios,
respondendo a 70% dos antibiéticos conhecidos. A produgao de antibidticos esta
diretamente relacionada com o ciclo celular, que sofre influéncia de fatores, como
variagdes nutricionais e fatores de regulacéo (substancias de baixo peso molecular,
que desempenham um papel direto na diferenciacdo) (Padilha, 1998). Além dos
antibiéticos de uso clinico, veterinario e agroquimico, outros metabdlitos
secundarios, enzimas, imunomoduladores, inibidores de enzimas, sdo produzidos
também por Streptomyces (Araujo, 1998)

O uso destes microrganismos no controle biolégico de patégenos data desde
1914 (Moura, 1996). Muitas pesquisas vém sendo realizadas com actinomicetos
como agentes potenciais de controle biolégico e promogao de crescimento (Thirup et
al.,, 2001; Melo, 1998; Moura et al., 1998). Alguns metabdlitos secundarios
produzidos por actinomicetos tém sido comercializados como fungicidas, a maioria
destes sendo produzidos por espécies de Streptomyces (Melo, 1998).

A utilizagcdo de actinomicetos como organismos de controle microbiano é

reforgada pelo fato destes serem habitantes dos mais diversos tipos de solos (Gava,



1998), sendo capazes de colonizar a rizosfera e formar estruturas de resisténcia,
apresentando assim caracteristicas desejaveis para o controle biolégico de doengas
de plantas (Moura, 1996).

PROMOGAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

A constante exsudacdo de compostos das células radiculares e dos
microrganismos, como aglutininas, lecitinas, flavondides e polissacarideos sé&o
responsaveis pelo reconhecimento microrganismo-planta (Aguillar et al., 1988; Kijne
et al., 1988) e o efeito rizosférico que culmina na colonizagdo radicular por
microrganismos (Chet et al., 1990; Kortemaa et al., 1994).

A colonizacdo de raizes é um pré-requisito para a manutencido e
sobrevivéncia de rizobactérias, bem como para o eficiente controle de patégenos do
solo (Melo, 1988), gerando efeitos diretos e indiretos no aumento de crescimento de
plantas (Alverez et al., 1995). Os efeitos diretos ocorrem pela produgcdo 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; Azcon & Barea 1975). Os efeitos indiretos
ocorrem através do controle de patégenos (Delgadillo et al., 2001), indugéo de
resisténcia sistémica (Romeiro, 1999), mineralizagédo de nutrientes (Silveira 2001),
destoxificagdo do solo (Ferro et al., 1994), produgédo de antibidticos (Fravel, 1998),
producao de enzimas (Glick et al., 1995), producdo de quitinase (Gomes et al.,
2000), producao de sideroforos (Weller, 1988), producéo de acido cianidrico (HCN)
(Luz, 1996), solubilizagdo de fosfato (Melo, 1998) e fixagao bioldgica de nitrogénio
(Grimes & Mount, 1984).

Muitas RPCP atuam por diversos destes mecanismos, com diferentes modos
de acdo durante o ciclo do vegetal, e o impacto destes microrganismos no
crescimento da planta, depende das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo (Oliveira et al., 2003).

A promocgéao do crescimento vegetal por RPCP ocorre tanto pela transferéncia
de moléculas sintetizadas pela bactéria para a planta, quanto pelo incremento na
absorgao ou aumento da disponibilidade de certos elementos nutricionais (Oliveira et
al., 2003).



A producdo de substancias reguladoras de crescimento ativas, como
fitohormbnios, faz parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias
associadas aos vegetais, podendo alterar o crescimento e desenvolvimento vegetal
(Bashan & Holguim, 1997). Entre os efeitos de estimulo ao crescimento vegetal,
ocorrem estimulos ao desenvolvimento de raizes laterais e elongamento das raizes
primarias (Patten & Glick, 1996)

Grupos de microorganismos especializados do solo sao capazes de
solubilizar minerais contendo P*, Ca™, K*, Mg e outros elementos essenciais as
plantas, tornando-os disponiveis para o crescimento vegetal (Siqueira & Moreira,
2002). Dentre os principais mecanismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos por
microorganismos estdo: a produgdo de CO, e acidos organicos, redugédo de
compostos de Fe™ para compostos de Fe'? e produgdo de H,S sob baixas
concentracdes de O, (Mulder et al., 1969).

Os mecanismos de acao responsaveis pela promocido de crescimento em
plantas, também podem estar ligados a inibicdo de patdégenos, beneficiando o
crescimento vegetal de forma indireta. Sideréforos produzidos por bactérias sao
compostos que atuam como promotores de crescimento pela capacidade de
prevenir a proliferacdo de fitopatdégenos no ambiente rizosférico, sequestrando a
maioria do Fe™ disponivel e desta forma facilitando o crescimento vegetal. A
producado de antibidticos e enzimas como quitinases, 3-1,3 glucanases, lipases e
proteases também sdo mecanismos eficientes utilizados pelas bactérias no controle
de fitopatdgenos, favorecendo o crescimento vegetal (Zago et al., 2000; Oliveira et
al., 2003).

Os principais grupos de microrganismos promotores de crescimento de
plantas pertencem aos géneros Pseudomonas spp, Bacillus spp e Streptomyces spp
(Singh & Mehrotra, 1980; Pizzanato & Freitas, 1996). Dentre os agentes de controle
bioldégico e promogao de crescimento de plantas, os actinomicetos pertencentes ao
género Streptomyces, 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 producao de antibidticos e outros metabdlitos
secundarios (Compant et al., 2005; Raupach & Kloepper, 1998). Os estreptomicetos
sdo também conhecidos pela sua importancia nos processos de compostagem,

devido a capacidade de produgdo de enzimas capazes de degradar moléculas



complexas e recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose, xilanose e lignina
(Crawford, 1988).

PRODUGAO DE INOCULO

A introdu¢do massal de antagonistas € a forma mais praticada e estudada de
controle bioldgico, isso porque muitos pesquisadores definem controle biolégico
como 0 controle de um microrganismo por meio de outro microrganismo.
Comercialmente essa é a definicdo utilizada, estando disponiveis no mercado, os
seguintes produtos comerciais e seus respectivos agentes: Epic (Bacillus subtilis),
Conquer (Pseudomonas fluorescens), Trichodex (Trichoderma harzianum), Soil Gard
(Gliocladium virens), dentre outros (Bettiol, 2001; Flavel, 1998).

Em trabalhos de controle bioldgico e promogédo de crescimento de plantas
com actinomicetos, as colonias crescidas em meios de cultura sintéticos,
normalmente sdo resuspendidas em agua estéril ou solugbes tampao, sendo a
suspensao de esporos utilizada como inoculo (Getha et al., 2005; Cao et al., 2005).
Contudo, € um método inviavel, por ser caro e trabalhoso, além de nao permitir a
obtencdo de grandes quantidades de inoculo, para utilizagdo em trabalhos de casa
de vegetacdo e/ou campo. E necesséario desenvolver uma metodologia menos
trabalhosa, mais acessivel e de baixo custo, em substituicido ao uso de meios de

cultura sintéticos para a produgao massal de inoculo desses microorganismos.
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CRESCIMENTO'
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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DE ESTREPTOMICETOS
DO SOLO COM POTENCIAL PARA BIOCONTROLE E PROMOGAO DE
CRESCIMENTO

RESUMO

A selecao de agentes de controle bioldgico e promogao de crescimento de plantas,
geralmente englobam testes in vitro, para determinagdo da atividade antagbnica a
patégenos, capacidade de colonizagao radicular, produgédo de sideréforos, enzimas
extracelulares e substancias reguladoras do crescimento de plantas. O presente
trabalho teve como objetivo caracterizar seis isolados de estreptomicetos:
Streptomyces sp. (AC-26); Streptomyces thermotolerans (AC-29); Streptomyces
griseus subsp griseus (AC-92); Streptomyces sp.N0O035 (AC-95); Streptomyces
purpuraceans (AC-103) e Streptomyces sp. (AC-147). Estes isolados foram testados
quanto a produgao de enzimas extracelulares, acido indolacético e sideréforos,
capacidade de solubilizagao de fosfatos, colonizagéo radicular e de crescimento em
diferentes niveis de pH e salinidade. Para detectar a produgao das enzimas
extracelulares, os isolados foram cultivados em meio de cultura contendo os
substratos dessas enzimas, como Unica fonte de carbono. Para determinar a
capacidade de colonizar o sistema radicular, sementes de tomate foram cultivadas
em meio agar-agua 0,6% e inoculadas com os isolados de estreptomicetos. O
crescimento em diferentes niveis de salinidade e pH foram avaliados em meio de
cultura sélido AGS, com os niveis de NaCl 1%, 1,5%, 2%, 2,5% e 3% e niveis de pH
ajustados em 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 e 7,0. Todos os isolados produziram as enzimas
amilase, catalase e lipase, assim como o acido indolacético. Todos os isolados
apresentam atividade celulolitica e quitinolitica, com excecdo do AC-92. Somente o
AC-26 ndo demonstrou atividade xilanolitica. Os isolados AC-147, AC-95 e AC-29,
foram os maiores produtores de sideréforos. Os isolados AC-26 e AC-29 néo
demonstraram a capacidade in vitro de solubilizar fosfatos. Todos os isolados
colonizaram o sistema radicular das plantulas de tomateiro e AC-92 apresentou
crescimento satisfatério em todos os indices de salinidade e pH avaliados. Os
estreptomicetos testados neste estudo foram considerados potenciais agentes de

biocontrole de doencas e promocao de crescimento de plantas.

Palavras chave: actinomicetos, acido indolacético, enzimas, sideréforos.
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MORPHOLOGIC AND BIOCHEMICAL CARACTERIZATION OF SOIL
STREPTOMYCETES WITH POTENTIAL FOR BIOCONTROL AND PLANT
GROWTH PROMOTION

ABSTRACT

The selection of biocontrol and plant growth promotion bacteria, often include
in vitro tests to determin the antagonistic activity against plant pathogens, root
colonization, production of siderophores, extracelular enzymes and hormones. This
work had the objective of characterizing six isolates of streptomycetes: Streptomyces
sp. (AC-26); Streptomyces thermotolerans (AC-29); Streptomyces griseus subsp
griseus (AC-92); Streptomyces sp.N0035 (AC-95); Streptomyces purpuraceans (AC-
103) and Streptomyces sp. (AC-147). These isolates were tested for the production
of extracelular enzymes, indol acetic acid, capacity for phosphate solubilization, root
colonization and growth under different pH and salinity levels. For detection of
enzyme activity, the isolates were grown in culture media with the enzyme substrates
as sole carbon source. The root colonization assay was performed on tomato
seedlings grown on 0.6% water-agar medium. Growth under different pH and salinity
levels was evaluated in AGS medium with 1%, 1.5%, 2%, 2.5%, and 3% NacCl, and
pH levels adjusted to 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, and 7.0. All isolates produced the enzymes
amylase, catalase, and lypase, as well as indol acetic acid. With the exception of AC-
92, all isolates presented cellulolytic and chitinolytic activity. Only AC-26 did not show
xinalolytic activity. The isolates AC-147, AC-95, and AC-29, were the highest
producers of siderophores. The isolates AC-26 and AC-29 did not show capacity for
phosphate solubilization. All isolates colonized tomato roots in vitro, and AC-92 grew
under all pH and salinity levels tested. The estreptomicetes tested as potential of

biocontrol and plant growth promotion agents.

Key-words: actinomycetes, indol acetic acid, enzymes, siderophores.
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INTRODUGAO

Os actinomicetos sao bactérias do solo, Gram-positivas, aerdbias estritas,
com ciclo de vida complexo, alternando a formagao de esporos e micélio (Padilha,
1998). Dentre os agentes de controle biolégico e promog¢ao de crescimento de
plantas, os actinomicetos pertencentes ao género Streptomyces, apresentam um
papel importante na rizosfera de plantas, por influenciarem o seu crescimento,
colonizando as raizes e agindo contra fitopatdogenos, devido a produgédo de
antibidticos e outros metabdlitos secundarios (Coombs & Franco, 2003; Gava, 1998).
Estes microrganismos sdo também conhecidos pela sua atuagdo nos processos de
compostagem, devido a capacidade de producdo de enzimas capazes de degradar
moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose,

xilanose e lignina (Crawford, 1988).

Os sistemas de produgédo agricola tém se tornado cada vez mais intensivos e
dependentes dos agroquimicos, o que tem gerado problemas com o
desenvolvimento de resisténcia dos patdégenos aos produtos utilizados e impactos
ambientais negativos devido ao amplo espectro de acido destes produtos, atingindo
organismos nao-alvo e causando riscos a saude humana e animal (Compant et al.,
2005). Neste sentido, a utilizagdo de microrganismos com agéo de biocontrole e/ou
promog¢ao de crescimento vem sendo apontada como uma alternativa viavel para
sistemas de produgdo agricola ecologicamente e economicamente sustentaveis
(Compant et al., 2005; Raupach & Kloepper, 1998).

Dentre as avaliagdes realizadas in vitro para a selecdo de agentes de controle
biolégico e promocdo de crescimento de plantas, caracteristicas como atividade
antagbnica ao patégeno (antibiose), capacidade de colonizagdo do sistema
radicular, produgdo de sideréforos, enzimas liticas e substancias reguladoras de
crescimento de plantas, entre outros sdo de fundamental importancia (Cattelan,
1999). Contudo, os potenciais agentes de biocontrole e/ou promog¢ao de crescimento
necessitam ter competéncia rizosférica, ou seja, ter a capacidade de colonizar o
sistema radicular e sobreviver no solo ou rizosfera, na presenca da microbiota nativa
(Compant et al., 2005). Estes autores indicam que a falta de competéncia rizosférica,

determinada por fatores bidticos e abitticos que afetam a interagdo microrganismos-
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planta, como sendo um dos principais fatores responsaveis pelo insucesso dos

trabalhos de campo com os agentes de controle bioldgico.

A salinidade e o pH do solo séo fatores abibticos que podem interferir na
capacidade competitiva dos agentes selecionados, sendo, portanto, a tolerancia a
estes fatores, indicados como critérios para a selegdo de microrganismos, visando a
adaptagdo destes em solos acidos ou salinos, considerando que estes
microrganismos, ao colonizarem o sistema radicular, podem ter um efeito de

protecao da planta nesses ambientes de estresse (Drozdowicz, 1987).

Assim, o presente trabalho teve como obijetivo, caracterizar seis isolados de
estreptomicetos morfologicamente e com relagdo a produgdo de enzimas
extracelulares, acido indolacético e sideréforos, solubilizacdo de fosfatos, além de
avaliar a capacidade de crescimento em diferentes niveis de pH e salinidade e a

colonizagéo radicular in vitro de plantulas de tomateiro.
MATERIAL E METODOS
Identificacdao das espécies dos estreptomicetos

O sequenciamento do 16S rDNA dos actinomicetos foi realizado no
Laboratério de Bioquimica e Fitopatologia do Instituto Biolégico de Sao Paulo e a
identificacdo dos isolados com base nas sequéncias do 16S rDNA, foi realizada no
Departamento de Biotecnologia do National Institute of Technology and Evaluation
(NITE), no Japéo.

Caracterizagdao morfolégica dos estreptomicetos

Os isolados de estreptomicetos estudados foram provenientes da cole¢cao do
Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da Escola de Agronomia da
UFBA, e previamente selecionados como potenciais agentes de promogdo de
crescimento (Lima, 2002). Os isolados de estreptomicetos foram repicados na forma
de estria em meio de cultura sdlido YEM, com trés estrias por placa. Foram
adicionadas préximo as estrias em cada placa, trés laminulas estéreis inclinadas.
Posteriormente, as placas foram incubadas em camara de crescimento do tipo
B.O.D., por oito dias, a 28%+2°C. Apds esse periodo, as laminulas foram

cuidadosamente retiradas com auxilio de uma pinca estéril e colocadas em laminas
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microscopicas contendo 1 gota da solugdo de lactofenol com azul de metila. As
laminas foram visualizadas em microscopio Optico, para observagdo do formato e
tamanho das cadeias de esporos, presenca de micélio aéreo. Foi observada
também, a coloragdo das colbnias e produgdo de pigmentos no meio de cultura

pelos estreptomicetos.
Caracterizagcao bioquimica dos estreptomicetos
Producao de quitinase

A atividade quitinolitica foi determinada conforme a metodologia descrita por
Renwick et al., (1991), onde os isolados de estreptomicetos foram multiplicados em
meio de sais minerais agar (Tuite, 1969), suplementado com quitina coloidal, como
Unica fonte de carbono. As culturas foram incubadas em camara de crescimento tipo
B.O.D., a 28+2°C por dez dias. Apds esse periodo, a atividade quitinolitica dos
isolados foi avaliada pela formagdo de um halo hialino em torno das col6nias

crescidas.
Producao de celulase e xilanase

As atividades celulolitica e xilanolitica foram avaliadas conforme Lewis (1988),
usando meio de sais minerais agar (Tuite, 1969), suplementado com celulose ou
xilana, como Uunica fonte de carbono. Os isolados de estreptomicetos foram
incubados em camara de crescimento tipo B.O.D., 28+2°C por dez dias. Apds esse
periodo, foram adicionados 10 mL da solugao de vermelho congo a 0,5% em cada
placa, seguido de incubagdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse
periodo, foi drenado o excesso da solugao vermelho congo e foram adicionados 10
mL da solugao de NaCl (1 M) em cada placa, seguido de incubag¢ao por 30 minutos.
Apods ter removido o excesso da solugdo, verificou-se a formacdo do halo de
coloracdo alaranjada em torno das colbnias crescidas, indicando a atividade

celulolitica e xilanolitica dos isolados.
Producao de lipase

A producao de lipase pelos isolados, foi avaliada no meio Sierra (1957), usando
Tween 80 como fonte de carbono. Os isolados de estreptomicetos foram incubados

em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por dez dias. A produgado da
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enzima foi detectada pela formacdo de um halo branco difuso, constituido de
minusculos precipitados de oleato de calcio, ao redor das coldnias crescidas dos

microorganismos.
Producao de amilase

A producao de amilases foi determinada conforme descrito por Coon et al., (1957).
Os isolados de estreptomicetos foram multiplicados no meio de cultura agar amido,
constituido de 0,2% de amido soluvel. Posteriormente, as culturas foram incubadas
em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por dez dias. Apds o crescimento
das col6nias, foram adicionados 10 mL da solucéo de lugol nas placas. A producao
da enzima amilase foi detectada pela descoloracdo do meio em torno da colbnia,

devido a hidrélise do amido.
Producao de catalase

Para determinar a produgdo da enzima catalase, os isolados de estreptomicetos,
foram multiplicados em meio de cultura NYDA (Mariano et al., 2000) e as placas
incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., 28+2°C por dez dias. Apds esse
periodo foram adicionadas algumas gotas de peroxido de hidrogénio (H,O2) a 3%. A
reacao positiva foi evidenciada pela formacdo de bolhas imediatamente apds a

adigao do perdxido de hidrogénio (Mariano et al., 2000).
Producao de sideréforos

Foi utilizada a metodologia proposta por Schwyn & Neilands (1987). Os isolados de
estreptomicetos foram cultivados em meio de cultura liquido triptocaseina de soja,
diluido (1/10) e os tubos de ensaio incubados em cémara de crescimento tipo
B.O.D., a 28+2°C por dez dias. A suspensédo de células foi centrifugada a 12.000
rpm por 10 minutos, sendo transferido 1mL do sobrenadante para tubos de ensaio
esterilizados e, em seguida, adicionou-se 1mL da solugao indicadora de cromoazurol
S (CAS). A conversao da cor azul da solugdo CAS no sobrenadante para amarelo,

no periodo de 15 minutos, indica que os isolados séo produtores de sideroéforos.
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Producao de acido indolacético

Para a determinagéo da produgéo de acido indolacético, foi utilizada a metodologia
de Bric et al., (1991). Os isolados de estreptomicetos foram cultivados em meio de
cultura triptocaseina de soja, diluido 1/10, acrescido com 5 mM de L-triptofano.
Posteriormente, as culturas foram cobertas com uma membrana de nitrocelulose e
as placas incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por dez dias.
Apds a incubagédo, as membranas foram removidas e saturadas com solugcéo de
Salkowski (Gordon & Weber, 1951). Os isolados que formaram halo avermelhado na
membrana, no periodo de 30 minutos, foram considerados produtores de acido

indolacético.
Solubilizagao de fosfato

A capacidade de solubilizagdo de fosfatos foi determinada segundo o método
proposto por Katznelson & Bose (1959). Os isolados de estreptomicetos foram
cultivados em meio de cultura triptocaseina de soja, diluido 1/10 e acrescido de
CaHPO,, e as placas incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C,
por dez dias. Apds esse periodo, a solubilizagdo de fosfatos foi detectada pela
formacdo de halo claro em torno das colonias crescidas dos isolados de

estreptomicetos.

Crescimento em meio de cultura AGS (arginina-glicerol-agar) com diferentes

niveis de NaCl.

Para avaliar o crescimento dos isolados de estreptomicetos, no meio de cultura AGS
soélido (Poter et al., 1960), com diferentes niveis de NaCl, foi montado um bioensaio
em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com
seis isolados de estreptomicetos e cinco niveis de NaCl, com quatro repeticées. Os
isolados foram repicados nas placas de Petri, contendo meio de cultura AGS com os
seguintes niveis de NaCl (1,0%; 1,5%; 2,0%; 2,5%; e 3,0%). Como testemunha, os
isolados foram cultivados em meio AGS, com adi¢cao de 0,5% de NaCl (meio de
cultura comum). Posteriormente, as placas foram incubadas em cémara de
crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por sete dias, sendo observado o crescimento

dos isolados de estreptomicetos.
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Crescimento em meio de cultura AGS (arginina-glicerol-agar) com diferentes

niveis de pH

Para avaliar o crescimento dos isolados de estreptomicetos, no meio de cultura AGS
(Poter et.al., 1960), com diferentes niveis de pH, foi montado um bioensaio em
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com seis
isolados de estreptomicetos e cinco niveis de pH, com quatro repeticdes. Os
isolados foram repicados em placas de Petri, contendo meio de cultura AGS com os
diferentes niveis de pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0), ajustados com as solu¢des de HCIl a
1,0 N e NaOH a 0,5 mol, e acrescido de solugdo tampao de fosfato. Como
testemunha, os isolados foram cultivados em meio AGS, com pH ajustado em 7,9 —
8,2 (padréao para o crescimento). Posteriormente, as placas foram incubadas em
camara de crescimento tipo B.0O.D., a 28+2°C por sete dias, sendo observado o

crescimento dos isolados de estreptomicetos.

Colonizagdao in vitro das mudas de tomateiro pelos isolados de

estreptomicetos

Para avaliar a capacidade in vitro dos isolados de estreptomicetos em colonizar o
sistema radicular das mudas de tomateiro, foi montado um bioensaio em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis isolados de
estreptomicetos e cinco repeticdes. Inicialmente, as sementes de tomateiro cv.
Santa Clara foram desinfestadas pela imersdo nas solugdes de alcool 70% (3
minutos) e hipoclorito de sodio 1% (1 minuto), seguida de seis lavagens
consecutivas em agua destilada. Apds desinfestadas, as sementes foram secas em
papel de filtro estéril e transferidas, com auxilio de uma pinga estéril, para tubos de
ensaio (trés sementes/tubo), contendo meio agar-agua com 0,6% de agar. Os tubos
foram mantidos em cdmara de crescimento sem luz, a temperatura de 30°C, até a
emissao da radicula (periodo de 3 a 4 dias). Apds a emissdo da radicula, com auxilio
de uma alga de platina, fez-se a raspagem dos estreptomicetos cultivados por oito
dias em placa de Petri com meio AGS e os esporos foram colocados préximo a
radicula. Os tubos de ensaio foram mantidos a temperatura e luminosidade
ambiente, sendo observados diariamente para avaliagdo visual da colonizagdo

radicular.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificagdao das espécies de estreptomicetos

Com base no sequenciamento do 16S rDNA, os isolados de estreptomicetos
foram identificados como Streptomyces thermotolerans (AC-29), Streptomyces
griseus subsp. griseus (AC-92), Streptomyces purpuraceans (AC-103), Streptomyces
NO035 (AC-95) e Streptomyces sp. (AC-26) e (AC-147).

Caracterizagdao morfolégica dos estreptomicetos

Em geral, as colbonias de esporoactinomicetos apresentam consisténcia
cartilaginosa, aderindo firmemente ao meio sdlido através do micélio vegetativo, e
podem ser reconhecidas utilizando-se um microscopio estereoscépio. Em particular,
o grupo Streptomyces apresenta colonias pulverulentas ou velutinas, com micélio
aéreo de diferentes tonalidades (Araujo, 1998). As colbnias também podem produzir
pigmentos soluveis de cores diversas. Contudo, estas caracteristicas fenotipicas
dependem da composi¢cdo do meio de cultura (Cross, 1989). A Tabela 1 apresenta
as caracteristicas fenotipicas dos estreptomicetos estudados. Os isolados de
estreptomicetos apresentavam diferentes tonalidades de coloragao do micélio aéreo

(Figura 1).

Figura 1. Streptomyces purpuraceans (AC-103) - A; Streptomyces thermotolerans (AC-29)
— B; Streptomyces sp. (AC-147) — C; Streptomyces N0035 (AC-95) — D, Streptomyces
griseus subsp. griseus (AC-92) — E, Streptomyces sp. (AC-26) - F, apds 8 dias de cultivo
em meio de cultura AGS. Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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Tabela 1. Caracterizacdo morfolégica dos isolados de estreptomicetos. Cruz das

Almas, Bahia, 2006.

Cadeia de esporos Micélio Cor da Producao de
Isolado de estreptomiceto
Formato Comp. aéreo colonia pigmentos
Streptomyces sp (AC-26) Flexuosa Longa Presente Branca Ausente
S. thermotolerans (AC-29) Flexuosa Longa Presente Azul Marrom
S. griseus subp griseus (AC-92) Flexuosa Longa Presente Bege Ausente
Streptomyces sp. N0O035 (AC-95) Flexuosa Longa Presente Cinza Ausente
S. purpuraceans (AC-103) Flexuosa Longa Presente g?:rl:(r:c; Marrom
Streptomyces sp (AC-147) Flexuosa Longa Presente Cinza claro Ausente

Os isolados, com excegado do Streptomyces griseus subsp. griseus (AC-92)
apresentaram atividade quitinolitica (Tabela 2). A produgdo de quitinase pelos
isolados de estreptomicetos pode ser um mecanismo utilizado no biocontrole,
principalmente de fungos fitopatogénicos, considerando que a parede celular desses
microorganismos € composta basicamente por polissacarideos como a quitina e
glucana (Gooday, 1990; Gooday et al., 1992).

Com excegao do Streptomyces griseus subsp. griseus (AC-92), os isolados
de estreptomicetos apresentaram atividade celulolitica (Tabela 2). A celulose é o
polissacarideo mais abundante na biomassa vegetal (20 a 50%), formado por
cadeias de unidades de glicose, ligando-se ao C-4 da unidade seguinte por uma
ligacdo de glicosideo ou ligacdo B 1-4, sendo degradado por uma série de
microorganismos por meio da agao de varias enzimas, como a celulase (Murashima,
et al, 2002; Lynd, et al, 2002). Os microorganismos celuloliticos, ao atacarem a
celulose, clivam sua molécula de alto peso molecular, desdobrando-a com celobiose
(um dissacarideo, com glicose ligada a glicose) e glicose livre, pela agao da celulase
(B 1,4 glucosidase). Microorganismos aerébios oxidam a glicose via CTA, enquanto
0os anaerobios fermentadores produzem, a partir da glicose, acetato, propianato,
butirato, H, e CO,, como principais produtos (Moreira & Siqueira, 2002). Estes
microrganismos tém um papel importante na decomposicédo da matéria organica e
consequente promogdo de crescimento de plantas por meio da mineralizagdo de
nutrientes. Também podem agir como agentes de biocontrole de microrganismos
que possuem celulose (17-25%) na composicédo da parede celular como, alguns

géneros de fungos fitopatogénicos, como Phytophthora e Pythium (Lima, 1998)
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Tabela 2. Producdo de enzimas extracelulares pelos isolados de estreptomicetos.
Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Enzimas extracelulares

Isolado de estreptomiceto Quitinase Celulase Xilanase Amilase Catalase Lipase

Streptomyces sp. (AC-26) + + - + + +
S. thermotolerans (AC-29) + + + + + +
S. griseus subsp. griseus (AC-92) - - + + + +
Streptomyces sp. NO035 (AC-95) + + + + + +
S. purpuraceans (AC-103) + + + + + +
Streptomyces sp. (AC-147) + + + + + +

Apenas o isolado Streptomyces sp. (AC-26), nao apresentou atividade
xilanolitica (Tabela 2). A xilana é o principal polissacarideo constituinte do complexo
hemicelulésico das plantas e consiste de uma cadeia principal formada por residuos
de xilopiranosil unidos por ligagées 3-1,4-glicosidicas (Biely, 1993). A produgao de
xilanase pelos isolados de estreptomicetos, indica que estes microorganismos atuam
nos processos de decomposicdo de compostos organicos, liberando nutrientes e
outros compostos que favorecem a melhoria do estado nutricional e o crescimento

das plantas.

Todos os isolados demonstraram ser produtores das enzimas lipase, amilase
e catalase (Tabela 2), que também apresentam papel importante na promogao de
crescimento e controle biolégico de doengas de plantas. Os lipideos produzidos
pelas plantas e animais sdo ésteres complexos de acidos graxos e alcoois, sendo
que pouco se conhece da sua degradagdo, mas sabe-se que a cutina, lipidio que se
assemelha a celulose por sua longa cadeia, pode ser atacada por leveduras e
bactérias dentre elas do género Streptomyces (Moreira & Siqueira, 2002). O amido &
uma mistura de dois polimeros de glicose: amilose e amilopectina, sendo o mais
importante composto organico de reserva das plantas. Poucos microorganismos
parecem ser aptos a degradar o amido. Dentre os bons degradadores estdo os
actinomicetos que produzem acidos organicos, CO, e dextrinas durante a
decomposic¢ao (Moreira & Siqueira, 2002). A Figura 2 ilustra a produgado das enzimas

extracelulares pelos isolados de estreptomicetos.
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Figura 2. Producao de enzimas extracelulares pelos isolados de estreptomicetos. lipase AC-
103 (A); quitinase AC-147 (B); catalase AC-92 (C); celulase AC-26 (D); amilase AC-95 (E) e
xilanase AC-29 (F). Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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Ocorreu variabilidade entre os isolados, quanto a capacidade de produzir
sideréforos (Tabela 3 e Figura 2), sendo os maiores produtores os isolados
Streptomyces sp (AC-147); Streptomyces NO0095 (AC-95) e Streptomyces
thermotolerans (AC-29). A produgao de sideréforos confere aos microrganismos
maior competitividade no solo, uma vez que os sideroforos atuam como moléculas
sequestradoras de ferro, secretadas por microorganismos em resposta a baixa
disponibilidade de Fe* (Scher & Baker, 1982; Oliveira et al., 2003). Estes compostos
atuam do lado externo da membrana celular, capturando moléculas de ferro em
solugado e ligando-as especificadamente a receptores do complexo localizado na
membrana, por onde sao absorvidos, tornando assim o ferro disponivel para o
crescimento dos vegetais (Neilands & Leong, 1986). Estes compostos atuam como
promotores de crescimento de plantas devido a capacidade de inibir a proliferacao
de fitopatdgenos no ambiente rizosférico, devido & retengdo do Fe™, tornando-o

indisponivel para os patégenos (Wei et al., 1996).

Os vegetais dificilmente sofrem limitagdes de crescimento por deficiéncia de
ferro nestas condigbes, por possuirem na membrana moléculas receptoras do
complexo ferro-sideréforo bacteriano (Bar-Ness et al., 1992). Este mecanismo de
controle é eficaz somente quando a disponibilidade de Fe*® é muito baixa, sendo
esta disponibilidade relacionada ao pH do solo, de modo que em menores valores

de pH, ocorre maior disponibilidade de Fe*? (Oliveira et al., 2003).

Tabela 3. Producdo de sideréforos, acido indolacético, capacidade de solubilizagao de
fosfatos e colonizagdo radicular in vitro de mudas de tomateiro pelos isolados de

estreptomicetos. Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Acido Solubilizagao de Colonizagao
Sideréforos*

Isolado de estreptomiceto indolacético fosfato radicular **
Streptomyces sp (AC-26) + + - +
S. thermotolerans (AC-29) +++ + - +
S. griseus subp griseus (AC-92) + + + +
S. N0035 (AC-95) +++ + + +
S. purpuraceans (AC-103) ++ + + +
Streptomyces sp (AC-147) +++ + + +

* Produgéo de sideréforos com base na intensidade da cor do meio de cultura: (+++) produgao intensa (amarelo);
(++) producdo moderada (alaranjado); ( +) producéo fraca (vermelho) e (- ) sem produgéo (roxo)
**Presenga de colonizagao radicular (+); Auséncia de colonizagéo radicular (-)
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A producédo de reguladores de crescimento ativos como fitohorménios faz
parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias associadas aos vegetais,
causando modificagdes na morfologia das raizes, influenciando na absor¢do de
nutrientes e agua e, consequentemente, favorecendo o crescimento vegetal (Bashan
& Holguim, 1997). Todos os isolados de estreptomicetos avaliados demonstraram
ser produtores de acido indolacético (Tabela 3), detectada através da formacao de
halo avermelhado nas membranas de nitrocelulose (Figura 3). Tien et al., (1979)
observaram um aumento no numero de raizes laterais e de pélos radiculares em
milheto (Pennisetum americanum L.), cultivado em condi¢cdes axénicas, em resposta
a inoculacdo com Azospirillum brasiliense. Estes autores observaram a producio de
acido indolacético (AlA), giberelinas e citocianinas por essa bactéria. Efeitos
semelhantes foram observados em tomate (Lycopersicon esculentum L.) inoculado
com A. brasilense (Hadas & Okon, 1987) e em soja (Glycine max L. Merr.), inoculada

com diferentes isolados de Pseudomonas spp. (Cattelan, 1993; Catellan,1995)

Dentre as vias de biossintese conhecidas do acido indolacético, estdo as vias
dependentes de triptofano e as vias independentes deste aminoacido, que ocorrem
a partir de seus precursores 3-indolacetamina, acido 3-indolpiruvico e 3-
indolacetonitrilo (Patten & Glick, 1996). Através da produgao de fitohormdnios, os
microorganismos podem promover um estimulo ao crescimento vegetal, além de
aumentar a producao de metabdlitos pelas plantas que podem ser utilizados para o
seu proprio crescimento (Oliveira et al., 2003). Estes ainda podem exercer a fungao
de detoxicagao celular causada por elevados teores de triptofano (Manulis et al.,
1998). A capacidade dos microorganismos produzirem auxinas esta relacionada a
fatores de patogenicidade e de estimulos ao crescimento vegetal (Oliveira et al.,
2003). A promogao de crescimento vegetal esta associada ao nivel populacional da
espécie microbiana presente, que ira refletir na quantidade de fitohorménio
disponivel para a planta, o que ira afetar quanto a promog¢ao ou a inibicado do
crescimento das raizes, e este nivel esta sujeito a varios mecanismos de regulagao
(Patten & Glick, 1996).

Os isolados de estreptomicetos, com excecado dos isolados Streptomyces sp
(AC-26) e Streptomyces thermotolerans (AC-29), apresentaram a capacidade in vitro
de solubilizagdo de fosfatos (Tabela 3), visualizada através da formagéo de halo

opaco em torno das colbnias crescidas (Figura 3). Jing & Sato (1994) estudaram
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bactérias rizosféricas de trigo (Triticum aestivum L.) com 26 a 68 dias de
crescimento e observaram que havia correlagio linear positiva entre o crescimento
das plantas e o numero das bactérias solubilizadoras de P (r=0.73), destacando as

Pseudomonas fluorescentes (r=0.68) e as bactérias celuloliticas (r=0.72).

Figura 3. Produgdo de sideréforos (A); acido indolacético AC-92 (B) e

solubilizagao de fosfatos AC-103 (C) pelos isolados de estreptomicetos. Cruz
das Almas, Bahia, 2006.

A solubilizagdo biolégica é uma alternativa para a maior eficiéncia na
utilizagao de fosfatos naturais. O principal mecanismo de agéo na solubilizagdo de P
mineral é através dos acidos organicos sintetizados por microorganismos, o0 que
também promove a acidificagdo da célula microbiana e o ambiente ao seu redor.
Entre estes acidos, o acido glucdnico aparece como o agente mais frequente de
solubilizagao. Outros acidos envolvidos na solubilizagdo de fosfatos sao os acidos 2-
cetoglucénico, latico, isovalérico, isobutirico, e acético (Rodriguez & Fraga, 1999).

Além dos acidos organicos, a liberacdo de prétons H+ para a superficie celular
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externa das ATPases, a producdo de substancias quelantes ou a produgcdo de
acidos organicos (sulfidrico, nitrico e carbdnico), podem construir mecanismos
alternativos na solubilizagdo de fosfatos organicos (Oliveira et al., 2003). A
solubilizagdo do P-organico, também chamada de mineralizagéo, ocorre a partir de
restos vegetais e animais contendo elevados teores de compostos fosfatados
(Oliveira et al., 2003). As principais moléculas fornecedoras de P através da
mineralizagdo sdo os acidos nucléicos, fosfolipideos e acucares fosfatados,
facilmente degradados, e o acido fitico, polifosfatos e fosfatados que sé&o
mineralizados mais lentamente. Esta mineralizacdo é promovida por enzimas
chamadas fosfatases, ou fosfohidrolases, classificadas em acidas ou alcalinas de
acordo com o pH 6timo de atividade. Estas enzimas podem ser secretadas fora da
membrana plasmatica, ou permanecerem retidas na membrana como proteinas

soluveis (Rodriquez & Fraga, 1999).

Todos os isolados de estreptomicetos colonizaram in vitro o sistema radicular
das plantulas de tomateiro. A constante exsudagdo de compostos das células
radiculares e dos microorganismos, como aglutininas, lecitinas, flavondides e
polissacarideos sdo responsaveis pelo reconhecimento microorganismo-planta
(Aguillar et al., 1988; Kijine et al., 1988) e o efeito rizosférico que culmina na
colonizagéo radicular por microrganismos (Chet et al., 1990; Kortemaa et al., 1994).
Contudo, o efeito rizosférico ndo é especifico, ou seja, ndo ocorre o favorecimento
de determinada espécie microbiana pelos compostos exsudados das raizes (Moreira
& Siqueira, 2002).

Tabela 4. Crescimento dos isolados de estreptomicetos em meio de cultura AGS

com diferentes faixas de pH. Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Isolado de estreptomiceto PH

5,0 55 6,0 6,5 7,0
Streptomyces sp. (AC-26) - - + + ++
S. thermotolerans (AC-29) ++ +++ +++ +++ +++
S. griseus subsp. Griseus (AC-92) ++ +++ +++ +++ +4++
Streptomyces sp. N0O035 (AC-95) + ++ +++ +++ +++
S. purpuraceans (AC-103) + + ++ 44 +++
Streptomyces sp. (AC-147) + + + ++ ++

(+++) Muito crescimento; (++) Crescimento médio; (+) Pouco crescimento; (-) Sem crescimento.
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De um modo geral, observou-se melhor crescimento dos isolados de
estreptomicetos em niveis de pH superiores a 6,5, sendo considerado 6timo o pH
7,0 (Tabela 4). Gava (1998) relatou que a maioria de actinomicetos isolados de solo

rizosférico e nao-rizosférico, crescem na faixa de pH de 6,5 a 8,0.

Somente os isolados Streptomyces thermotolerans (AC-29) e Streptomyces
griseus subsp. Griseus (AC-92) apresentaram boa multiplicagdo, caracterizada pelo
abundante crescimento micelial no meio de cultura com pH entre 5,0 e 5,5 (Figura
4), sendo estes considerados acido tolerantes (Moreira e Siqueira, 2002). Pesquisas
realizadas por Coelho & Drozdowicz, (1998), em solos acidos (pH 4,9) no cerrado
brasileiro, mostraram uma populagdo microbiana bastante numerosa e rica em
actinomicetos. Os resultados deste trabalho sugerem adaptabilidade destes
microorganismos a essas condi¢des ambientais, o que lhes pode conferir boa

capacidade de competicdo e sobrevivéncia em solos acidos.

Tabela 5. Crescimento dos isolados de estreptomicetos em meio de cultura AGS

com diferentes niveis de salinidade. Cruz das Almas, Bahia, 2006.

. Niveis de salinidade (% NaCl no meio de cultura)
Isolado de estreptomiceto

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Streptomyces sp. (AC-26) ++ ++ ++ + +
S. thermotolerans (AC-29) ++ ++ ++ + +
S. griseus subsp. griseus (AC-92) +++ +++ +++ +++ +++
Streptomyces sp. N0O035 (AC-95) ++ ++ + + +
S. purpuraceans (AC-103) ++ + + + +
Streptomyces sp. (AC-147) + + + + +

(+++) Muito crescimento; (++) Crescimento médio; (+) Pouco crescimento; (-) Sem crescimento.

O crescimento dos isolados no meio de cultura AGS, com diferentes niveis de
NaCl (variando de 1 a 3 %), sugere tolerancia a salinidade e adaptabilidade destes
isolados a condicbes adversas. Somente o isolado Streptomyces griseus subsp.
Griseus (AC-92) apresentou crescimento satisfatério em todos os niveis de
salinidade avaliados (Tabela 5), indicando que este possui maior tolerancia a
salinidade, o que deve favorecer a adaptagao desse microorganismo em ambientes
adversos, conferindo-lhe maior capacidade competitiva e, possivelmente, acéo de

protecdo da planta a estas condigbes ambientais, caso este isolado apresente
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competéncia rizosférica. O isolado Streptomyces griseus subsp. Griseus (AC-92)
apresenta a capacidade de colonizagao radicular, quando inoculado em plantulas de
tomateiro propagadas in vitro (Tabela 3). Estudos futuros deverdo avaliar a
sobrevivéncia e capacidade competitiva deste isolado, em relagdo a microbiota
nativa do(s) substratos.

Figura 4. Crescimento do isolado Streptomyces griseus subp griseus (AC-92) apds
8 dias de cultivo em meio AGS com diferentes niveis de pH e crescimento do
isolado Streptomyces thermotolerans (AC-29) apés 8 dias de cultivo em meio AGS

normal e com 3% de NaCl.

A ocorréncia de actinomicetos nos diferentes ecossistemas decorre da sua
diversidade metabdlica e da evolugdo de mecanismos especificos de dispersédo e
adaptabilidade as diferentes condi¢des ambientais. Esta diversidade metabdlica
permite que estes microorganismos sobrevivam em ambientes salinos, acidos, com
elevada temperatura, indicando a grande capacidade de se adaptarem a ambientes
extremos (Araujo, 1998). Esses microorganismos apresentam elevada capacidade

competitiva na presenga da microflora nativa, permitindo o seu estabelecimento nos
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ambientes onde sao introduzidos (Habe & Uesughi, 2000), podendo favorecer o

estabelecimento de espécies vegetais em condigcdes ambientais adversas.
CONCLUSOES

1. Todos os isolados sdo produtores das enzimas extracelulares amilase, catalase e
lipase, além do acido indolacético e colonizadores do sistema radicular de

plantulas de tomateiro;

2. Somente o isolado AC-26 nao apresentou atividade xilanolitica e o isolado AC-92

nao produz quitinase e celulase;

3. Os isolados AC-29, AC-95 e AC-147 sao os mais produtores de sideroforos e

somente os isolados AC-26 e AC-29 ndo sao solubilizadores de fosfatos;

4. O isolado AC-92 apresentou crescimento satisfatério em todos os niveis de pH e
salinidade avaliados. Os isolados AC-103 e AC-147 demonstraram baixa

tolerancia niveis de pH abaixo de 6,0 e niveis de salinidade acima de 1%;

5. Todos os isolados apresentaram cadeia de esporos longa e flexuosa, presenca
de micélio aéreo com diferentes tonalidades de acordo com o isolado. Os
isolados AC-29 e AC-103 produziram pigmentos de coloragdo marrom no meio
de cultura YEM.
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PRODUGAO DE MUDAS DE TOMATEIRO EM SUBSTRATO ORGANICO
INCUBADO COM ESTREPTOMICETOS

RESUMO

A cultura do tomate (Lycopersicon esculentum Mill) é suscetivel a varias
doengas e exigente em termos de nutricdo. A busca por alternativas tecnolégicas de
produ¢ao, menos agressivas ao meio ambientes e sustentaveis, tem intensificado os
estudos com actinomicetos em programas de controle biolégico e promogéao de
crescimento de plantas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a inoculagéo e
incubacao do substrato organico de producao de mudas, com diferentes isolados de
estreptomicetos no crescimento de mudas de tomateiro. No primeiro ensaio, avaliou-
se a inoculagdo de quatro isolados de actinomicetos mais o controle nao inoculado,
sem incubagdo e com 20 dias de incubacdo, em esquema fatorial (5 x 2) e
delineamento inteiramente casualizado, com 15 repeticdes. A inoculacdo e
incubacdo do substrato com os estreptomicetos aumentou a altura das plantas, a
producao de matéria seca da parte aérea e raizes, o didametro do caule e o0 acumulo
de nutrientes na parte aérea das mudas de tomateiro. Contudo, a inoculagdo sem o
periodo de incubacdo, nao demonstrou efeito no crescimento das mudas. No
segundo ensaio, avaliou-se a inoculagdo dos dois melhores estreptomicetos na
promog¢ao do crescimento das plantas de tomateiro produzidas em substrato
organico incubado por cinco periodos diferentes (0, 15, 30, 45 e 60 dias), em
esquema fatorial 2 x 5 e delineamento inteiramente casualizado, com oito
repeticbes. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: altura da planta, didametro
do caule, matéria seca da parte aérea e da raiz. Quarenta e trés dias foi o melhor
periodo para incubagao, provavelmente, por ser o tempo necessario para que 0s
estreptomicetos possam colonizar e atuar na decomposi¢do do substrato orgénico,

disponibilizando nutrientes para as raizes e permitindo o crescimento vegetal.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, promog¢édo de crescimento de plantas,

Streptomyces sp.
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TOMATO SEEDLINGS GROWN IN ORGANIC POTTING MIX INCUBATED WITH
STREPTOMYCETES

ABSTRACT

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill) is susceptible to several diseases and
demands several agricultural chemical inputs. The search for alternative production
technologies which cause loss environmental impacts and more sustainability, has
intensified and include studies on actinomycetes. This work had the objective of
evaluating the effect of inoculation and incubation of a potting soil with
streptomycetes in growth promotion of tomato seedlings. The first experiment was
conducted with four streptomycete isolates, with and without incubation for 20 days.
The experimental design was entirely randomized with 15 replicates, in a factorial
squeme (5 x 2). The inoculation and incubation of the potting mix promotted a
significant increase in plant height, stem diameter, root and shoot dry weight, and
plant nutrient levels. However, without incubation there was no significant plant
growth promotion. In the second experiment, the inoculation with the two best
isolates, in five different incubation periods (0, 15, 30, 45, and 60 days) was
evaluated for growth of tomato seedlings in the same potting growth mix, using an
entirely randomized experimental design with 8 replicates and a factorial scheme 2 x
5. The following parameters were evaluated: plant height, stem diameter and root
and shoot dry weight. Forty three days was considered to be the best incubation
period, indicateing that this may be the time necessary for the streptomycete isolates
to colonize and act in the decomposition of the organic matter, improving nutrient

uptake by the roots, and promoting plant growth.

Key-words: Lycopersicon esculentum, plant growth promotion, Streptomyces sp.
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INTRODUGAO

Os actinomicetos, principalmente os pertencentes ao género Streptomyces,
compdem um importante grupo de bactérias do solo, pertencentes a classe
Actinobacteria, familia Streptomycetaceae, sendo conhecidos pela ampla
capacidade de producdo de metabdlitos secundarios, como antibidticos e enzimas
extracelulares (Inbar et al., 2005). Estes microrganismos, de ocorréncia abundante
em solos, atuam na degradacdo de moléculas complexas e recalcitrantes,
especialmente celulose, lignocelulose, xilana e lignina, desempenhando um papel
importante nos processos de compostagem (Crawford, 1988; Lynd et al.,, 2002;
Murashima et al., 2002; Petrosyan et al., 2003; Ding et al., 2004). Além da atuacao
na decomposi¢cdo da matéria organica, estes microrganismos apresentam grande
potencial como agentes de controle biolégico de fitopatdogenos (Hoster et al., 2005;
Thirup et al., 2001; El-Tarabily et al., 2000; Schottel et al., 2001) e/ou de promogéao
de crescimento de plantas (Nassar et al., 2003, Cattelan e Hartel, 2000), devido a
capacidade de produgdo de antibidticos, siderdforos, enzimas com acéao
antimicrobiana, substancias promotoras de crescimento de plantas e competicao

com fitopatégenos por substrato (Cattelan e Hartel, 2000; Crawford et al., 1993).

As plantas se beneficiam dos actinomicetos, com maior crescimento da parte
aérea e das raizes, devido a produgao substancias reguladoras do crescimento
vegetal, colonizag&o dos actinomicetos na rizosfera, reduzindo a microflora deletéria
pela producdo de compostos inibitérios (El-Abyad et al., 1993), aumento da
absorgdo de nutrientes (Saracchi et al., 1992), degradagdo da matéria organica
(Inbar et al., 2005), colonizagao endofitica e producao de metabdlitos secundarios
(Saracchi et al., 1992).

As actinomicetos sao freqlentemente isolados de compostos organicos e
materiais em decomposic¢ao. A utilizagdo de compostos organicos na composigao de
substratos de produc¢ao de mudas e/ou a utilizagdo de produtos de compostagem de
residuos industriais, urbanos ou agricolas na agricultura, permite a introdugao deste
grupo de bactérias na rizosfera, aumentando a microbiota ativa e a matéria organica
disponivel (Inbar et al., 2005).
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A decomposicao de residuos do beneficiamento da madeira (p6 de serra) e
da celulose (casca de pinus) por microrganismos celuloliticos promoveu o maior
crescimento do tomateiro, sendo este resultado atribuido a mineralizacido dos
nutrientes, a decomposi¢ao de compostos fendlicos, alteracdo do pH do composto e

a outros mecanismos que devem ser mais investigados (Kostov et al., 1991).

A producgao de hortaligas de boa qualidade depende, dentre outros fatores, da
qualidade do substrato utilizado na fase de produgdo de mudas, sendo seu
crescimento dependente das caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do
substrato (Bellé & Kampf, 1993; Carneiro, 1995). Substratos organicos sao
comumente utilizados para a producdo de mudas de hortalicas, frutiferas e
esséncias florestais, sendo composto basicamente por material vegetal. A celulose e
a xilana s&o os principais polimeros encontrados na lignocelulose, sendo a celulose
um dos componentes mais abundantes na biomassa vegetal, formado por cadeias
de unidades de glicose, ligando-se ao C-4 da unidade seguinte por uma ligagédo de
glicosideo ou ligagdo B-1,4 (Moreira & Siqueira, 2002). A xilana €& o principal
polissacarideo constituinte do complexo hemicelulésico das plantas e consiste de
uma cadeia principal formada por residuos de xilopiranosil unidos por ligagdes p-1,4-
glicosidicas (Biely, 1993). A decomposicdo de componentes organicos nos
substratos de produg¢ao de mudas horticolas e frutiferas proporciona a mineralizagcao
dos nutrientes e maior absorgao destes pelas raizes, favorecendo o crescimento das

plantas e o melhor aproveitamento dos substratos (Dick & McCoy, 1993).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagédo e do
melhor periodo de incubagdo do substrato com isolados de estreptomicetos sobre o

crescimento de mudas de tomateiro.
MATERIAL E METODOS
Obtencao do inéculo de estreptomicetos

Os isolados de estreptomicetos estudados foram: S. thermotolerans (AC-29),
S griseus subsp. Griseus (AC-92), S. purpuraceans (AC-103) e Streptomyces sp.
(AC-26), provenientes da colegcao do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola da Escola de Agronomia da UFBA, e previamente selecionados como

potenciais agentes de promogéo de crescimento (Lima, 2002). Os isolados foram
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multiplicados em meio de cultura AGS solido (Poter, 1960), constituido de: 1 g de L-
arginina; 12,5 mL de glicerol; 1 g de K;HPOy; 1 g de NaCl; 0,5 g de MgS0,47H,0; 1
mL de solugédo de micronutrientes; 20 g de agar em 1 litro de agua destilada, com pH
ajustado para 7,2. A solugdo de micronutrientes continha a seguinte composigéo: 1
g de Fey(S04)3(6H20); 0,1 g de CuSO45H,0; 0,1 de ZnSO47H,O e 0,1 g de
MnSO4H,O em 100 mL de agua destilada. As culturas foram incubadas por um
periodo de 10 dias, em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura 28+2 °C.
Para o preparo do indculo, foram adicionados 15 mL de agua destilada e esterilizada
em cada placa de Petri contendo as culturas dos estreptomicetos, apds 10 dias de
cultivo, e com o auxilio de algca de platina, foi feita a raspagem das colénias. A
concentragao dessa suspensdo foi ajustada para densidade otica Asg=0,4, em

espectrofotdmetro UV.

Efeito da inoculagdo do substrato organico com estreptomicetos no

crescimento das mudas de tomateiro

Para avaliar o efeito da inoculagcdo e incubacido do substrato com diferentes
isolados de estreptomicetos, foi instalado um experimento em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 15 repeticbes, em esquema fatorial 5 x
2, com quatro isolados de estreptomicetos mais testemunha, com 20 dias de
incubacdo e sem incubagdo do substrato, antes da semeadura do tomateiro. A
inoculacdo foi realizada com a adicdo de 20 mL da suspensdo contendo os
propagulos dos estreptomicetos para cada 400 cm® de substrato. A testemunha foi
constituida de substrato ndo inoculado, somente irrigado com agua destilada. Apds a
inoculagao, foi feita a homogeneizagédo do substrato, com o auxilio de uma espatula
de madeira, e em seguida, este foi incubado em sacos de polietiieno com
capacidade para 20 L, a 28 + 2 °C, por 20 dias antes do plantio e outra parte do
substrato foi inoculada com os estreptomicetos, no dia da semeadura do tomateiro,
seguindo a mesma metodologia de inoculagédo. A semeadura foi realizada no mesmo
dia para todos os tratamentos, colocando-se trés sementes de tomateiro cv ‘Santa
Clara’ em cada saco de muda, sendo realizado o desbaste, uma semana apods a
germinagao, deixando-se uma planta por saco. As mudas foram coletadas 30 dias
apdés a semeadura, avaliando-se a altura das plantas e didmetro do caule a altura
dos cotilédones. Separou-se a parte aérea das raizes das plantas coletadas, sendo

estas lavadas em agua corrente e em seguida colocadas para secar em estufa com
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ventilagcao forcada a 65°C, até atingir massa constante. Apds a secagem em estufa,
determinou-se o0 peso da matéria seca, em seguida, foi realizada a moagem e
digestao nitroperclérica da parte aérea das plantas e a determinagdo dos seguintes
nutrientes: P, K*, Ca™, Mg™, Fe'", Cu™, e Mn™ (Embrapa, 1999). O N foi
determinado apds digestdo sulfurica, pelo método de Kjeldahl (Embrapa, 1999).
Para determinar o volume radicular, as raizes apés lavadas em agua corrente, foram
imersas em proveta graduada contendo 100 mL de &agua destilada. Apds esse
processo, o excedente de agua que ultrapassou o limite da proveta, foi retirado com
auxilio de uma pipeta graduada, sendo esse considerado o volume das raizes. Os
dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000), sendo
realizada a analise de variancia e em seguida, a comparagéo das médias pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito de diferentes periodos de incubagao do substrato organico com os

estreptomicetos no crescimento das mudas de tomateiro

Para determinar o melhor periodo de incubagdo dos substratos, foram
selecionados os dois melhores isolados, Streptomyces purpuraceans (AC-103) e
Streptomyces sp. (AC-26), do primeiro experimento. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5 (dois isolados de
estreptomicetos e cinco periodos de incubagéo), com oito repeticées. O substrato
foi inoculado, conforme metodologia descrita anteriormente e incubado em sacos de
polietileno com capacidade para 20 L, por periodos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias antes
do plantio, a temperatura ambiente de 28+2°C. Apds a incubagéo, foi realizada a
semeadura com sementes de tomateiro cv Santa Clara, conforme primeiro
experimento. As plantas foram coletadas 30 dias apdés o plantio, sendo avaliada
altura das plantas e didmetro do caule a altura dos cotilédones. Separou-se a parte
aérea das raizes das plantas coletadas, sendo estas lavadas em agua corrente e em
seguida colocadas para secar em estufa com ventilagao forcada a 65°C, até atingir
massa constante. Apds secagem em estufa, determinou-se o peso da matéria seca
da parte aérea e das raizes, em balanga analitica. Os dados foram analisados
estatisticamente, sendo realizada a analise de regressao, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
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Producao de enzimas extracelulares, sideréforos, acido indolacético e

capacidade de solubilizagao de fosfatos pelos estreptomicetos

A producao de amilases pelos estreptomicetos foi determinada no meio agar
amido, constituido de 0,2% de amido soluvel como descrito por Coon et al., (1957) e
a producéo de catalase conforme Mariano et al., 2000. A produgéo de quitinase foi
determinada de acordo com o método de Renwick et al., (1991), utilizando quitina
coloidal como substrato. A atividade celulolitica e xilanolitica foi avaliada conforme
Lewis (1988), usando meio de sais minerais-agar (Tuite, 1969), contendo celulose e
xilana como fontes de carbono, respectivamente. A producéo de lipases foi avaliada
no meio Sierra (1957), usando Tween 80 como substrato. A producédo de
sideroforos foi determinada conforme Schwyn & Neilands (1987) e acido indolacético
seguindo a metodologia de Bric et al., (1991). A capacidade de solubilizagdo de
fosfatos pelos estreptomicetos, foi determinada segundo o método proposto por
Katznelson & Bose (1959).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da inoculagdao do substrato organico com os estreptomicetos no

crescimento das mudas de tomateiro

Todos os isolados promoveram incrementos significativos na altura das
mudas produzidas nos substratos inoculados e incubados (Figuras 1 e 2). Na
producao de massa seca da parte aérea, os substratos inoculados e incubados
foram superiores aos substratos inoculados e nao incubados, exceto para o isolado
AC-26, destacando-se o isolado AC-103 entre os substratos incubados. Com relagéo
a massa seca da raiz, apenas o isolado AC-92 se destacou tanto no substrato
incubado quanto no substrato ndo incubado. Os isolados AC-92 e AC-103 se
destacaram com relagdo ao aumento do didmetro do caule das mudas, quando
comparado o substrato incubado com o ndo incubado. Os isolados AC-26, AC-29 e
AC-103, proporcionaram aumentos significativos no volume radicular das plantas

quando comparado o substrato incubado com n&o incubacgao.
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Figura 1. Altura, didmetro do caule e matéria seca da parte aérea de mudas de tomateiro cv. Santa
Clara produzidas em substrato organico inoculado com isolados de estreptomicetos seguido de
incubagao de 20 dias e sem incubagao. Letras maiusculas comparam o efeito do mesmo isolado de
estreptomiceto nos substratos quando incubados ou n&o incubados. Letras minusculas comparam o
efeito dos isolados de estreptomiceto entre os substratos incubados e ndo incubados. Letras iguais
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Matéria seca das raizes (g.planta™)

Testemunha AC-26 AC-29 AC-92 AC-103

Isolados de estreptomicetos

Volume das raizes (cm?)

Testemunha AC-26 AC-29 AC-92 AC-103

Isolados de estreptomicetos

Figura 2. Matéria seca e volume de raizes de mudas de tomateiro cv Santa Clara produzidas em
substrato organico inoculado com isolados de estreptomicetos seguido de incubagao de 20 dias e
sem incubacdo. Letras maiusculas comparam o efeito do mesmo isolado de estreptomiceto nos
substratos quando incubados ou ndo incubados. Letras mindsculas comparam o efeito dos
isolados de estreptomiceto entre os substratos incubados e ndo incubados. Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nos tratamentos em que houve a inoculagdo com os estreptomicetos seguida
de incubacdo do substrato por 20 dias, verificou-se incrementos que variaram entre
96,9% a 165,1% para altura das plantas, entre 8,3% a 37,2% para didmetro do
caule, entre 44,8% e 87,5% para matéria seca da parte aérea, entre 31,6% e 51,3%
para matéria seca das raizes e entre 71% a 127,6% para o volume das raizes, com
relagdo aos tratamentos que houve a inoculagdo com os estreptomicetos sem
incubagédo do substrato. Foram observados incrementos de 95,8%, 61,1%, 29,4%,

58,37%, e 18,5 % na altura, diametro do caule, massa seca da arte aérea, massa
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seca da raiz e volume da raiz das plantas, respectivamente, quando comparada a
testemunha incubada com a testemunha n&o incubada. Sugere-se que a simples
incubacdo do substrato Umido promoveu a atividade da populagdo microbiana
nativa, o que favoreceu a mineralizacido dos nutrientes e, conseqlientemente, a
promogao do crescimento das plantas.

Para os tratamentos inoculados, o0 aumento no crescimento das mudas variou
entre 57,3% e 79,9% para altura da planta, entre 44,8% e 106,9% para massa seca
da parte aérea, entre 13,6% e 168,2% para massa seca da raiz, entre 62,5% e
115,6% para volume da raiz e entre 6,34% e 31,4% para diametro do caule, quando
comparado com as plantas do tratamento testemunha incubado. Observa-se
incrementos que variaram entre 28,5% a 56,4% para altura das plantas, entre 6,34%
a 31,4% para diametro do caule, entre 33,3% a 77,8% para matéria seca da parte
aérea, entre 64,7% a 129,4% para matéria seca das raizes e entre 37% a 59,3%
para volume da raiz, nos tratamentos em que houve a inoculagdo com o
estreptomicetos sem incubacdo do substrato em comparagdo com a testemunha
sem incubacao.

Estes resultados indicam que a incubacdo do substrato com os isolados de
estreptomicetos é necessaria para que ocorra o efeito benéfico no crescimento das
plantas. Tal periodo esta, possivelmente, associado ao ciclo de vida do
estreptomiceto e o periodo necessario para a producido de enzimas extracelulares e
a degradacgao dos compostos presentes no substrato. O ciclo de crescimento tipico
de um estreptomiceto envolve a germinagdao de esporos, formando hifas
filamentosas que crescem na superficie do substrato (fonte de nutriente), a hifa
forma ramificagdes que dao origem ao micélio denso (fase vegetativa). Em seguida,
ocorre a segunda fase de crescimento aéreo, acompanhada da produgdo de
metabdlitos secundarios, como os antibidticos. Nesta fase as hifas crescem para
fora do micélio, algumas vezes formando estruturas helicoidais e ddo origem a
cadeia de esporos, que iniciam novamente o ciclo vegetativo (Goriely e Tabor,
2003). As hifas ramificadas penetram no substrato, metabolizando fontes organicas
de nutrientes pela agcao das enzimas extracelulares, como polissacarideos (amido,
pectina, quitina, celulose) e compostos aromaticos (Padilha, 1998).

Considerando que o substrato Plantmax® ¢é composto por uma mistura
organica (vermiculita expandida, turfa processada e enriquecida, casca de pinus

processadas e enriquecidas e carvao granulado), a incubagéo por 20 dias com os
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estreptomicetos, antes a semeadura do tomateiro, proporcionou tempo habil para
que esses microrganismos com elevada capacidade de degradacdo de moléculas
complexas e recalcitrantes (Crawford et al., 1993), promovessem a decomposigéo
dessas substancias organicas, acelerando o processo de mineralizacdo desse
material vegetal. Como consequéncia desse processo, houve a disponibilizagdo de
nutrientes para serem absorvidos pelas raizes, favorecendo crescimento e a
melhoria do estado nutricional das plantas, como pode ser constatado através do
acumulo de nutrientes na parte aérea das mudas de tomateiro (Tabela 1) em
comparagao com a testemunha (mudas de tomateiro produzidas em substrato sem a
inoculagdo com os estreptomicetos). Segundo James et al.,, (1991), durante o
crescimento de actinomicetos, € comum a liberacdo de enzimas extracelulares,
estando estas envolvidas na biodegradagao e reciclagem de compostos carbonados.
O acumulo de nitrogénio foi maior nas mudas produzidas nos substratos
inoculados e incubados com os isolados AC-29, AC-92 e AC-103 (Tabela 1).
Observa-se maior absorc¢ao de fésforo e calcio pelas mudas produzidas no substrato
incubado com os isolados AC-92 e AC-103. As mudas de tomateiro produzidas no
substrato incubado apresentaram maiores actimulos de K* e Mg*™* do que aquelas
em substrato ndo incubado. Estes resultados evidenciam a maior absorcdo de
nutrientes nos substratos incubados com estreptomicetos, podendo estar associado
a maior disponibilizacdo de nutrientes devido a decomposicdo dos componentes
organicos dos substratos e/ou ao maior desenvolvimento do sistema radicular devido
a produgéao de substancias reguladoras de crescimento pelos estreptomicetos.
Houve maior acimulo de Fe™ no substrato incubado com os isolados AC-26
e AC-92 e de Cu™" pelos isolados AC-29, AC-92 e AC-103 (Tabela 2). O acumulo de
Mn** na parte aérea das mudas néo foi favorecido pela inoculagéo e incubacéo do
substrato com os estreptomicetos, com excec¢ao do tratamento testemunha. O efeito
microbiano sobre a absorcio de nutrientes pelas plantas pode ser bastante elevado,
sendo encontrados aumentos de até 200%. Esse efeito positivo ocorre devido a
varios processos, dentre eles, a solubilizagdo de fosfatos por microrganismos,
disponibilizando nutrientes em maior quantidade para as plantas (Moreira & Siqueira,
2000). Os principais mecanismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos pelos
microrganismos, dentre eles os actinomicetos, sédo a produgdo de CO, e acidos
organicos, redugao de compostos de Fe*® para compostos de Fe*? e produgdo de

H>S sob baixas concentracdes de O, (Mulder et al., 1969).
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Tabela 1. Acumulo de macronutrientes na parte aérea das plantas produzidas em substrato inoculado com os isolados de

estreptomicetos, incubado por 20 dias (l) e ndo incubado (NI). Cruz das Almas, Bahia, 2006.

N P K Ca Mg
Isolado de

( mg.planta'1)
estreptomiceto

| NI | NI | NI | NI | NI
Testemunha 4,5 bA 1,3 aA 0,9 bA 0,1 bA 13,0 bA 0,8 bB 5,4 bA 0,3 bB 2,6 bA 0,1 bB
AC-26 9,5 abA 6,3 aA 2,0 abA 1,7 aA 32,5 aA 18,9 aB 9,9 abA 6,9 aA 5,4 abA 2,5aB
AC-29 10,4 abA 4,5 aB 2,2 abA 1,6 aA 38,2 aA 18,0 abB 11,8 aA 7,4 aA 6,4 aA 2,6 aB
AC-92 11,6 abA 2,2aB 2,1 abA 1,1 abB 34,0 aA 11,8 abB 10,8 abA 5,0 abB 5,6 aA 1,7 aB
AC-103 14,4 aA 2,6 aB 2,7 aA 1,5aB 44,5 aA 16,3 abB 13,5 aA 6,8 aB 7,5 aA 2,6 aB

Letras maiusculas comparam o efeito do mesmo isolado de estreptomiceto nos substratos quando incubados ou ndo incubados. Letras mindsculas comparam o
efeito dos isolados de estreptomiceto entre os substratos incubados e ndo incubados. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 2. Acumulo de micronutrientes na parte aérea das plantas produzidas em
substrato incubado com os isolados de estreptomicetos, incubado por 20 dias (I) e
nao incubado (NI). Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Fe Cu Mn
Isolado de .
. ( Mg.planta’)
estreptomiceto
| NI | NI | NI
Testemunha 76,1 bA 8,00 bB 4,3 aA 0,2 aB 14,8 aA 1,6 bB
AC-26 133,5 aA 66,0 abB 5,6 aA 4,9 aA 28,9 aA 51,6 aA
AC-29 87,2 aA 110,7 abA 8,2 aA 3,2 aB 31,3 aA 47,6 aA
AC-92 116,6 aA 9,4 bB 7,6 aA 2,7 aB 32,0 aA 20,4 abA
AC-103 111,0 aA 175,4 aA 9,1 aA 3,9 aB 37,2 aA 46,4 aA

Letras maiusculas comparam o efeito do mesmo isolado de estreptomiceto nos substratos quando
incubados ou ndo incubados. Letras minusculas comparam o efeito dos isolados de estreptomiceto
entre os substratos incubados e ndo incubados. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

O crescimento das mudas de tomateiro no substrato com os isolados de
estreptomicetos também pode ser atribuido a produgdo de substancias reguladoras
de crescimento, dentre elas o acido indolacético, produzido por todos os
estreptomicetos avaliados no presente trabalho (Tabela 3). A produgéo de
reguladores de crescimento ativos como fitohorménios faz parte do metabolismo de
diversas espeécies de bactérias associadas aos vegetais e podem ser considerados
agentes causais da alteragdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (Bashan &
Holguim, 1997). Diversos autores tém observado a promogdo de crescimento de
plantas, por bactérias promotoras de crescimento, relacionada a producido de
giberilinas (Holl et al., 1988), auxinas (Boron et al., 1993) e acido latico e succinico
(Yoshikawa, 1993).

Dentre os efeitos proporcionados pelo acido indolacético no crescimento
vegetal, evidencia-se o desenvolvimento de raizes laterais e alongamento das raizes
primarias (Oliveira et al., 2003). Fato que pode justificar o aumento no volume
radicular das mudas cultivadas no substrato inoculado com as estreptomicetos
(Figura 2). Além disso, as modificagdes na morfologia das raizes, promovidas por
estes fitohormonios produzidos pelos microorganismos presentes na rizosfera das
plantas, proporciona o desenvolvimento do sistema radicular, e consequentemente,
melhor exploragao do solo, tornando as plantas menos suscetiveis ao déficit hidrico

e a escassez de nutrientes (Oliveira et al., 2003; Cattelan & Hartel, 2000).
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Tabela 3. Producédo de enzimas extracelulares, acido indolacético, sideréforos e capacidade de solubilizagdo de fosfatos pelos

isolados de estreptomicetos. Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Enzimas extracelulares 5 Producgao
Isolado de Produgao de 4 (’; Solubilizagao
e acido
estreptomiceto Quitinase Celulase Xilanase Amilase Catalase Lipase Sider6foros  indolacti de fosfato
indolacético
AC-26 + + - + + + + + -
AC-29 + + + + + + +++ + -
AC-92 - - + + + + + + +
AC-103 + + + + + + ++ + +

* A produgao de sideréforos baseou-se na intensidade da cor do meio, onde: produgéo intensa (amarelo) +++; produgdo moderada (alaranjado); produgéo
fraca (vermelho) + e sem producgao (roxo)



Figura 3. Mudas de tomateiro cv Santa Clara produzidas em substrato
inoculado com Streptomyces thermotolerans (AC-29) incubado (I) e nao
incubado (NI). Cruz das Almas, Bahia, 2006.

NI

AC26

Figura 4. Visdo geral das mudas de tomateiro cv Santa Clara produzidas em
substrato inoculado com diferentes isolados de estreptomicetos, incubado (1) e
nao incubado (NI). Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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A promocdo de crescimento vegetal proporcionada pelos microorganismos
também pode ocorrer através de mecanismos indiretos, como a supressdo de
microorganismos deletérios por de mecanismos de competigcdo ou antibiose (Nejad
& Johnson, 2000; Chen et al., 1995; Brooks et al., 1994). A competicao por Fe,
mediada pela producdo de siderdforos, € considerada como um mecanismo
importante no biocontrole de patégenos, em solos com Fe disponivel em baixas
concentracdes (Leong, 1986). Todos os estreptomicetos avaliados, destacando-se o
isolado AC-29, sdo produtores de sideroforos (Tabela 3). Visando o controle de
Ralstonia solanacearum, El-Abyad et al., (1993), trataram sementes de tomate com
Streptomyces pulcher, que apresentava atividade “in vitro” contra o patdgeno, e
observaram também aumento na emergéncia em até 5%, na profundidade radicular

em até 20% e o peso da matéria seca das plantas em até 90%.

Sementes de trigo foram inoculadas com um isolado de Penicillium radicum,
com capacidade para solubilizar fosfato in vitro, houve aumento de 14% na produgéao
de graos, no experimento de campo, e aumentos na absor¢gédo de P (10%) e na
producéo de graos (9%), no experimento em casa de vegetagdo (Whitelaw et al.,
1997). A inoculacdo de duas cultivares de soja Bragg e EMBRAPA 4, com nove
bactérias solubilizadoras de fosfato, proporcionou aumentos nas concentragdes de
N*, P*, Fe™, Ca™ e Cu™", na parte aérea das plantas (Catellan, 1995). Considerando
que os isolados de Streptomyces sp., AC-103 e AC-92, apresentaram in vitro a
capacidade de solubilizagdo de fosfatos (Tabela 3), pode-se sugerir que este
também tenha sido um dos mecanismos utilizados por esses microorganismos na
promogao de crescimento e na melhoria do estado nutricional das mudas de

tomateiro.

Baseado nesses fatos pode-se supor que entre os possiveis mecanismos que
atuaram na promogao de crescimento das mudas de tomateiro, estdo: produgéo de
enzimas liticas pelos isolados de estreptomicetos, atuando na decomposicdo do
substrato e disponibilizando nutrientes para as plantas; a producéo de substancias
promotoras de crescimento vegetal, proporcionando melhor desenvolvimento do
sistema radicular e, conseqlentemente, maior absor¢do de nutrientes; a capacidade
de solubilizacdo de fosfatos e a producdo de sideroforos pelos isolados de

estreptomiceto, além do antagonismo, uma vez que estes actinomicetos
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apresentaram atividade “in vitro” contra fitopatégenos dessa cultura como os fungos
Fusarium oxysporium f. sp. licopersici, Cladiosporium fulvum Cooke e o nematéide

Meloidogyne incognita (Sousa, et al., 2005a; Sousa, et al., 2005b).

Efeito de diferentes periodos de incubag¢dao do substrato organico com os

estreptomicetos no crescimento das mudas de tomateiro

Uma vez determinada a necessidade de incubagcdo do substrato para a
promogao de crescimento das mudas, foi instalado outro experimento para se definir
o melhor periodo de incubagdo do substrato. Ndo foram observadas diferengas
significativas entre os dois estreptomicetos e para a interagcao entre os periodos de
incubacao e os isolados. Houve efeito de promogao de crescimento com o aumento
dos periodos de incubagado do substrato com os estreptomicetos. Com excecéo do
isolado AC-26 para a matéria seca das raizes, em todos os pardmetros avaliados, 0s
dados foram ajustados pelas equagdes quadraticas que explicam o crescimento das

mudas nos substratos submetidos a diferentes periodos de incubacao.

A inoculagao do substrato, seguida da semeadura (sem incubagao), nao foi
eficiente para a promocgao de crescimento das mudas de tomateiro, o que comprova
a importancia do periodo de incubagéo para permitir a agdo destes microrganismos,
acelerando o processo de decomposicdo do substrato. De acordo com as equacodes
de regresséao (Figura 2), os periodos de incubagado que proporcionaram 0s maiores
valores foram 65,7 e 44,9 dias para altura da muda, 46,7 e 41,0 dias para o didmetro
do caule e 94 e 53 dias para matéria seca da parte aérea para os isolados AC-26 e
AC-103 respectivamente. Com relagdo a matéria seca das raizes, foi de 39 dias para
o isolado AC-103, o que corresponde a um periodo médio entre 43 e 56 dias de

incubacao.

O incremento no crescimento das mudas foi obtido no tratamento com o maior
periodo de incubacdo do substrato, pode estar associado também a producido de
acidos organicos e substancias reguladoras de crescimento pelos isolados de
estreptomicetos. Estes microrganismos podem promover o alongamento de raizes e
aumento de pélos radiculares, efeito este atribuido a producdo de substancias
reguladoras de crescimento e aos processos de mineralizagdo e solubilizacdo de
nutrientes (Cattelan & Hartel, 2000).
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Figura 5. Altura e didmetro do caule de mudas de tomateiro cv Santa Clara,
produzidas em substrato, incubado por diferentes periodos, com dois

isolados de estreptomicetos. Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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Figura 6. Producdo de matéria seca da parte aérea e raizes de mudas

de tomateiro cv Santa Clara, produzidas em substrato, incubado por

diferentes periodos, com dois isolados de estreptomicetos. Cruz das
Almas, Bahia. 2006.
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Observou-se redugdo na altura, didmetro do caule, matéria seca da parte
aérea e raizes nas mudas cultivadas no substrato incubado por 60 dias,

possivelmente devido a limitacdo por nutrientes e espago no recipiente de

crescimento das mudas (saco de muda com 400 cm?® de substrato).

A inoculagao de substratos organicos tem efeito benéfico no crescimento de
mudas de tomateiro, sendo o periodo de 43 dias considerado o melhor para
incubacao do substrato com os estreptomicetos. Sugere-se que, durante esse
periodo de incubagdo, os estreptomicetos colonizam o substrato e aceleram o
processo de mineralizacdo dos nutrientes, disponibilizando-os para as plantas.
Quando é feito o plantio da semente e inicia-se o processo de germinagao, os
nutrientes encontram-se prontamente disponiveis para serem absorvidos pelas
raizes, resultando no melhor aproveitamento do substrato para o crescimento

vegetal.

CONCLUSOES

—

A utilizacdo de substratos organicos inoculados e incubados com isolados de

estreptomicetos aumenta a eficiéncia de utilizagdo destes pelas plantas;

2. Ainoculagao do substrato com os estreptomicetos, seguida de semeadura sem o
periodo de incubacdo, € menos eficiente para a promocao de crescimento de

mudas de tomateiro;

3. O melhor periodo para incubacao do substrato com os estreptomicetos é de 43

dias;

4. A promocao de crescimento das mudas de tomateiro pode ser atribuida a
capacidade de solubilizacdo de fosfatos, a enzimas que atuam na mineralizacao
dos compostos organicos do substrato e/ou a substancias reguladoras de

crescimento produzidas pelos estreptomicetos.
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ESTREPTOMICETOS NO CONTROLE DA MELOIDOGINOSE EM MUDAS DE
TOMATEIRO

RESUMO

Visando reduzir o impacto negativo dos nematicidas sobre os agrossistemas,
a busca por métodos alternativos de controle de fitonematdides tem envolvido a
selegao de actinomicetos que produzem metabdlitos secundarios com agao téxica a
estes patégenos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
metabdlitos secundarios produzidos por seis isolados de estreptomicetos na
mortalidade e eclosao de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
e no controle da meloidoginose em mudas de tomateiro. Foi montado um bioensaio
em placas tipo Elisa, sendo adicionados em cada célula, 200 yL dos metabdlitos,
juntamente com 20 pL da suspensao aquosa contendo 25 juvenis de M. incognita.
Apods 24 horas e 48 horas de incubagédo, avaliaram as percentagens de J2 imdveis
e/ou mortos. Os metabdlitos produzidos por Streptomyces griseus subp. Griseus
(AC-92) causaram 98,2% de mortalidade dos J2 de M. incognita. Em outro
bioensaio, foram adicionados 3 mL dos metabdlitos em frascos de vidro tipo
penicilina, juntamente com 100 pL da suspenséo contendo 25 ovos de M. incognita.
Apds 15 dias, foi feita a contagem do numero de juvenis eclodidos. O isolado de
Streptomyces N0035 (AC-95) proporcionou 98,8% de inibicdo da eclosdo de J2 de
M. incognita. No terceiro experimento, o substrato de produgcdo de mudas foi
inoculado com suspensao contendo propagulos dos estreptomicetos e incubado por
trinta dias. Quinze dias apdés a germinagao das sementes, foi realizada a inoculagao
de 2000 J2 por planta. Apos 40 dias, avaliou-se a altura, o didmetro, a massa seca
da parte aérea, massa de ovos e numero de galhas nas raizes. Verificou-se a
reducao de 68% no numero de galhas por grama de raiz e de 76,8% no numero de
massa de ovos por grama de raiz, nas mudas produzidas no substrato inoculado e
incubado com Streptomyces griseus subp. Griseus (AC-92), quando comparado com
a testemunha. Estes microrganismos apresentam o potencial para o controle da

meloidoginose no tomateiro.

Palavras-chave: actinomicetos, nematoéide das galhas, metabdlitos, biocontrole.
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CONTROL OF Meloidogyne incognita IN TOMATO PLANTS WITH
STREPTOMYCETES

ABSTRACT

To reduce the negative environmental impacts of the nematicides, the search
for alternative control methods of plant parasitic nematodes has involved among
others, the selection of actinomycetes that produce secondary metabolites with
activity against these pathogens. This work had the objective of evaluating the effect
of secondary metabolites produced by six streptomycete isolates in the mortality, egg
hatching, and control of Meloidogyne incognita, on tomato. An assay was conducted
in ELISA plates, with the addition of 200 uL of the streptomycete metabolites, along
with 20 pL of suspension containing 25 second stage juveniles (J2) of M. incognita.
After 24 and 48 hours of incubation, the percentage of immobile and/or dead J2 was
assessed. The metabolites produced by Streptomyces griseus subp. griseus (AC-92)
caused 98.2% mortality of M. incognita (J2). A second assay was conducted with 3
mL of streptomycete metabolites and 25 eggs of M. incognita. After 15 days of
incubation, the number of juveniles was counted. Streptomyces N0035 (AC-95)
caused 98.8% inhibition of egg hatching. In the third experiment, potting mix was
inoculated with isolates streptomycetes and incubated for 30 days. Fifteen days after
germination, the tomato seedlings were inoculated with a suspension containing
2000 J2 of M. incognita. Forty days after inoculation, plant height, stem diameter,
shoot dry weight, number of root galls and egg mass were recorded. Reductions of
68% in the number of galls per gram of roots and of 76.8% in the number of egg
mass per gram of roots were observed on tomato seedlings grown in the potting mix
inoculated with Streptomyces griseus subp. griseus (AC-92), when compared to the
ones grown in the potting mix not inoculated with the streptomycete. Streptomycetes

have the potential to control on Meloydogyne incognita on tomato.

Palavras-chave: actinomycetes, root gall nematode, secondary metabolites,

biocontrol.
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INTRODUGAO

O tomate (Lycopersicon esculentum, Mill) ocupa um lugar de destaque entre
as hortalicas cultivadas e comercializadas, a nivel mundial. Contudo, é uma

solanacea susceptivel a um grande numero de doencas (Filgueira, 2000).

A meloidoginose situa-se entre os mais importantes problemas fitossanitarios
do tomateiro em quase todas as regides do mundo (Almeida e Moura, 1984). Essa
doenga é causada por nematdides do género Meloidogyne, conhecidos como
“‘nematoides das galhas”, devido ao sintoma caracteristico de formacao de galhas
nas raizes da planta. A formacado de galhas nas raizes do tomateiro impede a
absorgcdo de agua e nutrientes do solo, provocando deficiéncia mineral e perda de
produtividade da ordem de 25 a 85% (Lopes e Santos, 1994).

Os agroquimicos além de possuirem um elevado custo, sdo prejudiciais a
saude humana, animal e ao meio ambiente (Reis & Lopes, 2002) e os nematicidas
sao toxicos e pouco eficientes no controle da meloidoginose em hortalicas. Assim, o
controle biolégico tem se apresentado como uma alternativa viavel para o0 manejo de
fitonematoides, por minimizar o desequilibrio ecolégico e ser economicamente mais
vantajoso, quando comparado aos métodos quimicos convencionais (Coimbra &
Campos, 2005).

Os actinomicetos constituem um importante grupo de bactérias, comumente
isoladas do solo, pertencentes a classe Actinobacteria, conhecidos pela sua ampla
producao de metabdlitos secundarios, dentre eles os antibidticos, enzimas
extracelulares e inibidores enzimaticos, com aplicagcbes nas areas de medicina,
agricultura e veterinaria. O género Streptomyces tem sido o mais estudado com
relagcdo ao controle bioldgico de fitopatégenos, em fungdo da diversidade de
metabdlitos secundarios produzidos por este género e da capacidade competitiva
por substratos (Inbar et al., 2005; Skantar et al., 2005).

Existe uma grande diversidade de metabdlitos secundarios produzidos pelos
estreptomicetos, que pode ter efeito nematicida, como por exemplo, o terpendide
geosmin, que possui comprovada toxicidade a nematoides (Pollak & Berger, 1996).
A avermectina, produzida a partir da fermentacdo do micélio do actinomiceto

Streptomyces avermitilis (Stretton et al., 1987), é importante no setor agricola devido
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ao efeito nematicida ja demonstrado no controle de M. incognita, Hoplolaimus
galeatus, Tylenchulus semipenetrans, Tylenchorhynchus dubius e Pratylenchus
penetrans (Blackburn et al., 1996; Garabedian & Van Gundy, 1983; Sasser et al.,
1982).

Diversos estudos tém demonstrado o grande potencial dos actinomicetos
como agentes de controle biolégico dos nematdides M. incognita, Rotylenchulus
reniformis e Pratylenchus penetrans (Esnard et al., 1998; Jonathan et al., 2000).
Streptomyces costaricanus reduziu o numero de galhas em raizes de pimenta,
plantada em solo naturalmente infestado com M. incognita, bem como a populagao
de P. penetrans em raizes de morango e a populagédo de R. reniformis em tomateiro
e pimenteira (Dicklow et al., 1993). Coimbra et al. (2004) testando isolados de
actinomicetos obtidos da rizosfera de diferentes culturas, visando o controle de M.
Javanica em mudas de tomateiro, observaram reducéo de 61% e 69% nos numeros
de galhas e de massas de ovos, respectivamente, quando comparados com a
testemunha. Isolados de Streptomyces eficientes em controlar, no campo, a sarna
da batateira causada por Streptomyces scabies, e em inibir “in vitro” o crescimento
de fungos e bactérias fitopatogénicas, também demonstraram capacidade na
redugdo populacional de Pratylenchus penetrans em raizes de alfafa (Samac &
Kinkel, 2001).

A procura de novas moléculas produzidas por actinomicetos com
possibilidades de aplicacdo no controle de doengas de plantas, causadas por
nematoides do género Meloidogyne, permitira ampliar as formas alternativas de
controle desse importante género de nematdide. Dentro deste contexto, os objetivos
deste trabalho foram: avaliar o efeito de metabdlitos secundarios produzidos por
isolados de estreptomicetos na mortalidade e eclosédo de juvenis do segundo estadio
(J2) de M. incognita e o efeito desses microrganismos no controle da meloidoginose

em mudas de tomateiro.
MATERIAL E METODOS
Obtencao dos metabolitos produzidos pelos isolados de estreptomicetos

Foram avaliados seis isolados de estreptomicetos: S. thermotolerans, S.

griseus subsp. Griseus, Streptomyces sp. NO035, S. purpuraceans e dois isolados
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de Streptomyces sp., codificados como AC-29, AC-92, AC-95, AC-103, AC-147 e
AC-26, respectivamente, provenientes da cole¢ao do Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia Agricola da Escola de Agronomia da UFBA, e previamente
selecionados como potenciais agentes de promogéo de crescimento (Lima, 2002).
Os isolados foram multiplicados em meio de cultura sélido AGS (Poter, 1960), com a
seguinte composigao: 1 g de L-arginina; 12,5 mL de glicerol; 1g de K;HPOy4; 1 g de
NaCl; 0,5 g de MgS04.7H20; 1 mL de solugé&o de micronutrientes; 20 g de agar, em
1 litro de agua destilada, com pH ajustado para 7,2. A solugdo de micronutrientes
continha: Fey(S04)3(6H20) - 1g; CuSO45H,O0 - 0,1g; ZnS04.7H20 - 0,1g;
MnSO4H,0O - 0,1g, em 100 mL de agua destilada. As culturas foram incubadas em
camara de crescimento tipo B.O.D., a 28°C, por 10 dias. Apds incubacgédo, foram
adicionados 10 mL de agua destilada e esterilizada em cada placa de Petri,
deixando-as em repouso durante 24 horas. Posteriormente, a suspensao obtida foi
centrifugada a 12000 rpm, durante 15 minutos e, em seguida, submetida a filtragem
em membrana de nitrocelulose Millipore (0,22 um), para a obtengdo de um filtrado
livre de células de estreptomicetos, contendo apenas os metabdlitos produzidos por
estes microrganismos. A suspensao obtida contendo os metabdlitos foi transferida
para frascos de vidro do tipo penicilina, esterilizados e armazenados em congelador
a 4°C.

Obtencao e desinfestagcdo de ovos e juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne incognita

Para obtencao dos ovos, raizes de tomateiros cv. Santa Clara, cultivados em
casa de vegetacdo, que apresentavam galhas e massas de ovos, foram lavadas
com agua potavel e trituradas em liquidificador por 20 segundos em uma solugao de
hipoclorito de sédio a 0,5%, seguindo-se a técnica de Hussey & Barker (1973),
modificada por Boneti & Ferraz (1981). Os residuos das raizes e impurezas foram
separados dos ovos pela técnica de Coolen & D'Herde (1972). Para a desinfestagéo
dos ovos, em camara de fluxo laminar, a suspensao foi passada numa peneira de
400 mesh, previamente desinfestada com alcool 70%. Os ovos retidos na peneira
foram lavados trés vezes com agua destilada esterilizada. Em seguida, foram

colocados numa solugéo de hipoclorito de sédio a 0,5% durante 1 minuto e lavados



73

com agua destilada esterilizada por quatro vezes, sendo posteriormente, transferidos

para um Erlenmeyer esterilizado, e armazenados em geladeira.

Para obtencdo dos J2, raizes de tomateiro cv. Santa Clara, cultivados em
casa de vegetacéo, infestadas com M. incognita, foram lavadas com agua potavel e
trituradas em liquidificador por 20 segundos com uma solugdo de hipoclorito de
sédio 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 400 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. Os J2 eclodidos nas primeiras 24 horas foram descartados, sendo
utilizados nos ensaios apenas J2 eclodidos nas 24 horas seguintes. Para a
desinfestacao dos J2, a suspensio obtida na cAmara de eclosao, foi transferida para
uma peneira de 400 mesh, na qual os J2 ficaram retidos. A peneira com os J2 foi
imersa numa solugéo de hipoclorito de sddio a 0,5% durante 1 minuto, seguido de

quatro lavagens com agua destilada esterilizada.

Para confirmacado da espécie de Meloidogyne, foi feito o corte na regido
perineal das fémeas coletadas das galhas presentes nas raizes de tomateiro

infectados, conforme metodologia proposta por Taylor & Sasser (1978).

Efeito dos metabdlitos produzidos pelos estreptomicetos na mortalidade de

juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

Para avaliar o efeito dos metabdlitos produzidos pelos seis isolados de
estreptomicetos sobre os J2 de M. incognita, foi montado um bioensaio em placas
tipo Elisa esterilizadas em delineamento inteiramente casualizado com oito
repeticoes. Em cada célula da placa, foram adicionados 200 yL dos metabdlitos
produzidos pelos isolados de estreptomicetos, juntamente com 20 yL de uma
suspensao aquosa contendo 25 J2 de M. incognita. A testemunha foi constituida dos
J2 em &gua esterilizada. As placas foram vedadas com parafilme e acondicionadas
em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28°C. Apds 24 horas de incubacgao, foi
feita a contagem dos nematdides moveis e imoveis, com auxilio de microscopio de

objetiva invertida. Realizada essa avaliagdo, os nematdides foram retirados da
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suspensdo do metabdlito e colocados em agua e mantidos por mais 24 horas na
camara de crescimento tipo B.O.D., a 28°C. Foram considerados mortos os

nematoides que, apds esse periodo em agua, nao recuperaram a mobilidade. Os
dados foram transformados em arc sen +/x/100 e a comparagdo de médias foi feita

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR
(Ferreira, 2000).

Efeito dos metabdlitos produzidos pelos isolados de estreptomicetos na

eclosao de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

Para avaliar o efeito dos metabdlitos produzidos pelos seis isolados de
estreptomicetos na eclosdo de J2, foi montado um segundo bioensaio, em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Em frascos de vidro
esterilizados, foram colocados 3 mL da suspenséo de metabdlitos produzidos pelos
isolados de estreptomicetos, juntamente com 100 pL de uma suspensédo contendo
25 ovos de M. incognita. Como testemunha, a suspensao de ovos foi colocada em
frascos de vidro contendo agua esterilizada. Os frascos foram incubados a 28°C em
camara de crescimento tipo B.O.D. Quinze dias apds a incubagao, foi realizada a
contagem do numero de J2 eclodidos em camara de Peters com auxilio de um
microscopio optico. Com base na concentracdo de ovos da suspenséo inicial e o

numero de J2 eclodidos, calculou-se a porcentagem de eclosédo de ovos. Os dados
foram transformados em arc sen +/x/100 e a comparagcao de médias foi feita pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o programa SISVAR (Ferreira, 2000).

Efeito da inoculacao e incubagado do substrato orgénico com estreptomicetos

no controle de meloidoginose em mudas de tomateiro

Para avaliar o efeito dos estreptomicetos no controle da meloidoginose em
mudas de tomateiro, foi instalado um experimento em delineamento experimental
em blocos casualizados com 15 repeti¢des. Inicialmente, os estreptomicetos foram
cultivados em arroz autoclavado (Soares et al., 2005) a 28+2°C por 12 dias. O arroz
colonizado pelos estreptomicetos foi lavado com agua destilada e a concentragao da
suspensao foi ajustada para Asg=0,4. A inoculacao foi feita com 20 mL da
suspens3o para cada 400 cm?® de substrato e incubado durante quarenta e trés dias,

a temperatura ambiente (28+£2°C), em sacos pretos de polietileno. A umidade do
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substrato foi mantida com a adicdo de agua potavel, no ponto friavel. A semeadura
foi realizada colocando-se trés sementes de tomateiro cv. ‘Santa Clara’, sendo
realizado o desbaste, uma semana apos a germinagéo, deixando-se uma planta por

Saco.

Para obtencao do inoculo, foi feita a extracao dos ovos de raizes de tomateiro
infectadas com M. incognita e, posteriormente, realizada a coleta das fémeas para
confirmagao da espécie, conforme metodologia proposta por Taylor & Sasser (1978).
Raizes infestadas com M. incognita, foram lavadas com agua potavel e trituradas em
liquidificador por 20 segundos em uma solugado de hipoclorito de sdédio a 0,5%,
seguindo-se a técnica de Hussey & Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz
(1981). Em seguida, a suspensdo de raizes ftrituradas foi transferida para um
conjunto de peneiras, constituido por uma peneira superior de 60 mesh e uma
peneira inferior de 400 mesh. O material retido na peneira inferior foi transferido para
camara de eclosdao montada numa placa de Petri com tela de 35 mesh e papel
toalha poroso. Os J2 eclodidos nas primeiras 24 horas foram descartados, sendo

utilizados no ensaio apenas J2 eclodidos nas 24 horas seguintes.

A suspensdo de nematdides foi quantificada em caémara de Peters, com
auxilio do microscopio de objetiva invertida. Quinze dias apds a germinagado das
sementes de tomateiro, foi feita a inoculacdo das mudas com cerca de 2000 J2/
planta, através orificios no substrato e colocando o inéculo em contato com as
raizes, com o auxilio de uma micropipeta de 1mL. Quarenta dias apds a inoculagao
com M. incognita, foi feita a coleta das plantas, avaliando-se a altura das plantas e
didmetro do caule a altura dos cotilédones. Em seguida, separou-se a parte aérea
das plantas, sendo estas lavadas em agua corrente e em seguida colocadas para
secar em estufa com ventilagdo forgada a 65°C, até atingir massa constante. Para a
contagem do numero de massa de ovos e galhas, foi feita a coloracdo das raizes,

pela imersao destas em solucao de fucsina acida a 0,15 %, durante 20 minutos.

Colonizagao radicular in vitro de mudas de tomateiro e producao das enzimas

extracelulares lipase e quitinase pelos estreptomicetos

Para avaliar a capacidade in vitfro dos isolados de estreptomicetos em

colonizar o sistema radicular das mudas de tomateiro, sementes de tomate cv. Santa
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Clara foram desinfestadas através de imersdo nas solugbes de alcool 70% (3
minutos) e hipoclorito de sodio 1% (1 minuto), seguida de seis lavagens
consecutivas em agua destilada. Apds desinfestadas, as sementes foram
transferidas, com auxilio de uma pinga estéril, para tubos de ensaio, contendo meio
de cultura agar-agua com 0,6% de agar. Os tubos foram mantidos em camara de
crescimento sem luz, a 28°C, até a emissdo da radicula (periodo de 3 a 4 dias).
Apods a emissao da radicula, com auxilio de uma alga de platina, fez-se a raspagem
dos estreptomicetos e os esporos foram colocados proximo a radicula. Os tubos de
ensaio foram mantidos a temperatura e luminosidade ambiente, sendo diariamente
observada a colonizagao radicular. A producéo de lipase pelos estreptomicetos foi
avaliada no meio Sierra (1957), usando Tween 80 como substrato. A atividade
quitinolitica dos estreptomicetos foi determinada de acordo com o método proposto

por Renwick et al., (1991), utilizando quitina coloidal como substrato.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito dos metabdlitos produzidos pelos estreptomicetos na mortalidade e

ecloséo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

Os isolados Streptomyces sp (AC-26), Streptomyces griseus subsp. griseus
(AC-92) e Streptomyces N0O035 (AC-95) aumentaram (P< 0,05) a mortalidade dos
J2, quando comparados com a testemunha. Streptomyces griseus subsp. griseus,
(AC-92), proporcionou 98,2% de mortalidade dos J2, quando comparado aos 27,3%
observados na testemunha (Tabela 1), destacando-se como sendo o isolado mais
eficiente no controle in vitro de M. incognita. Os metabdlitos produzidos pelos
isolados Streptomyces N0035 (AC-95) e Streptomyces sp (AC-26) causaram 50% e
59% de mortalidade dos J2, diferindo estatisticamente da testemunha e do isolado
AC 92. Com relagdo aos isolados Streptomyces purpuraceans (AC-103) e
Streptomyces thermotolerans (AC-29), obteve-se 37% e 39% de mortalidade dos J2,

respectivamente, ndo diferindo da testemunha.

Coimbra & Campos (2005), ao avaliar o efeito de exsudatos de actinomicetos
na motilidade e mortalidade de J2 de M. javanica, verificaram que seis isolados
dentre os 37 testados tinham efeito nematicida, observando valores de mortalidade

variando de 19 a 100%. A supressdao da motilidade de J2 de M. incognita por
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filtrados de culturas de isolados de Streptomyces sp. foi observada por Kasuyoshi et
al. (2002). O efeito dos metabdlitos secundarios na mortalidade dos J2 variou com
as espeécies de estreptomicetos, sugerindo que, substéncias diversas, com
diferentes graus de toxicidade aos nematdides séo produzidas pelos estreptomicetos

avaliados.

Além da diferenga intrinseca que ocorre entre as espécies, outras
caracteristicas do meio de crescimento como pH, temperatura e disponibilidade de
nutrientes, podem interferir tanto na quantidade quanto na composi¢cdao dos
metabdlitos produzidos (Waksman, 1961; Goodfellow et al., 1988), o que pode
explicar, em parte, a diversidade metabdlica e, consequentemente, o diferente grau
de mortalidade proporcionado pelos isolados de estreptomicetos testados. Walker et
al. (1966), testando filtrados de quatro isolados de Streptomyces sobre juvenis e
adultos de Pratylenchus penetrans, observaram que ocorreu 40% de mortalidade
quando as culturas foram incubadas em temperaturas de 5, 10 e 15°C, e 15% de
mortalidade quando os filtrados foram obtidos de culturas incubadas a temperatura
de 25°C.

Outros fatores como a concentracéo da suspensao de metabdlitos e o periodo
de exposicao dos nematodides também podem influenciar na taxa de mortalidade dos
J2. A imobilidade e mortalidade de J2 de M. javanica aumentaram em todos os
filtrados bacterianos testados por Naves et al. (2004), quando se aumentou o
periodo de exposicao de 24 para 48 horas. Esses autores concluiram que o
somatorio dos efeitos de substancias diferentes demanda tempo para sua expressao
e, portanto, o periodo de avaliagdo de 48 horas seria mais apropriado. Costa et al.
(2001) verificaram com o filtrado do fungo Paecilomyces lilacinus que, ao passar da
diluicdo de 1:2 para 1:3 (filtrado:agua), houve uma queda na percentagem de J2 de
M. incognita mortos, passando de aproximadamente 95% para 30%. Park et al.
(2002) observaram percentagens de redugédo da mobilidade de Caenorhabiditis
elegans variando de 50 a 90% para os periodos de 3 e 6 horas de incubacgao,
respectivamente, quando colocados diretamente na col6nia de Streptoverticillium

albireticuli, cultivado em placas de Petri por 7 dias no meio FMEA.
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Tabela 1 - Efeito dos metabdlitos produzidos pelos estreptomicetos na mortalidade e

eclosao de juvenis de Meloidogyne incognita. Cruz das Almas, Bahia, 2006.

Isolado de estreptomiceto Mortalidade (%) Eclosao (%)
S. griseus subsp. griseus (AC-92) 98,2 a -
Streptomyces sp. (AC-26) 59,2 b -*
Streptomyces sp. N0035 (AC-95) 50,0 bc 1,2 a
S. thermotolerans (AC-29) 39,3 cd 96,3 b
S. purpuraceans (AC-103) 37,0 cd 68,3 b
Testemunha (agua) 27,3d 76,3 b

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
* Material ndo avaliado devido a contaminagao.

Além do efeito na mortalidade dos J2, os metabdlitos produzidos pelo isolado
Streptomyces N0035 (AC-95) também demonstraram efeito ovicida, inibindo a
eclosdo dos J2 de M. incognita em 98,2% (Tabela 1). Antibidticos e toxinas
produzidos por microorganismos podem ser absorvidos pelos ovos dos nematdides,
matando suas células, impedindo o desenvolvimento embrionario e formacéo do
juvenil (Freitas, 2005). Por outro lado, os metabdlitos produzidos pelos isolados
Streptomyces thermotolerans (AC-29) e Streptomyces purpuraceans (AC-103) nao
demonstraram efeito significativo na mortalidade e na inibicdo da eclosdo dos J2 de
M. incognita. Estes resultados indicam que os metabdlitos produzidos por estes
estreptomicetos, nas condigdes de cultivo analisadas, ndo apresentam efeito
nematicida ou necessitam ser avaliados em concentragcdes mais elevadas ou
periodos mais longos de contato com os nematdides, devido ao possivel baixo grau
de toxicidade. Dicklow et al., (1993) obtiveram redugdo na reprodugdo de
Caenorhabditis elegans de 55 e 96%, com trés e sete dias, respectivamente, de
incubacdo com um filtrado de Streptomyces sp., sendo esse efeito atribuido a ma
formacgéo das paredes das células germinais do ovario da fémea, além de envolver

varias substancias separadas por dialise.

Efeito dos isolados de estreptomicetos no controle de meloidoginose em

mudas de tomateiro

De acordo com os aspectos morfolégicos da regido perineal da fémea, a
espécie foi identificada como M. incognita. No teste in vitro, observou-se que alguns

isolados de estreptomicetos, em especial, o isolado Streptomyces griseus subp
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griseus (AC-92), produziu metabdlitos secundarios com efeito nematicida, causando
a mortalidade dos J2 (Tabela 1). Este mesmo isolado, causou significativa reducao
nos numeros de galhas (68%) e massa de ovos por grama de raiz (76,8%) das
mudas de tomateiro (Tabela 2). O desenvolvimento do nematdide no interior das
raizes do tomateiro pode ter sido afetado pelos isolados de Streptomyces griseus
subp griseus (AC-92), Streptomyces N0035 (AC-95) e Streptomyces purpuraceans
(AC-103), nos quais foram observadas apenas 13,2; 14,3 e 14,5 galhas por grama
de raiz, respectivamente, enquanto que as mudas do tratamento testemunha
apresentaram uma média de 41,2 galhas por grama de raiz, correspondendo a uma
reducao de 68,0%, 65,3% e 64,8% em relacao a testemunha (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de isolados de estreptomicetos no numero de galhas e no numero
de massa de ovos por grama de raiz, nas mudas de tomateiro. Cruz das Almas,
Bahia, 2006.

] Galhas.g™ de raiz Massas de ovos.g™ de raiz
Isolado de estreptomiceto
Numero Reducdo (%) Numero Reducao (%)

Testemunha 41,2 a - 9,5a -

Streptomyces sp. (AC-26) 21,1 ab 48,8 44b 53,7
S. thermotolerans (AC-29) 21,4 ab 48,1 2,8b 70,5
S. griseus sub griseus (AC-92) 13,2 b 68,0 2,2¢ 76,8
Streptomyces sp. NO035 (AC-95) 14,3 b 65,3 25b 73,7
S. purpuraceans (AC-103) 14,5b 64,8 3,0b 68,4
Streptomyces sp. (AC-147) 17,9 ab 56,6 42b 55,8

Letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O substrato foi inoculado e incubado por 43 dias antes do plantio com os
estreptomicetos, e provavelmente durante este periodo, esses microrganismos
colonizaram e produziram metabdlitos secundarios no substrato que causaram a
mortalidade e inibiram a eclosdo dos J2, reduzindo a infectividade nas raizes do
tomateiro. A produgcado de metabdlitos secundarios no substrato e/ou na rizosfera da
planta pode causar a imobilidade e/ou mortalidade do nematdide, antes da sua
penetracao nas raizes, reduzindo a infectividade e, conseqientemente, o nimero de
galhas, em fung¢ao do baixo numero de nematoides infectando a planta. Além disso,
as rizobactérias, ou seus metabdlitos podem ser absorvidos pela planta e

desencadear reacao de hipersensibilidade nas células gigantes ou sincitos, que
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guando sao anormais em forma, tamanho e conteudo, os nematoides nao atingem a
fase adulta e as fémeas nao conseguem reservas suficientes para produzir ovos
(Freitas, 2005). Os metabdlitos produzidos pelo isolado Streptomyces purpuraceans
(AC-103) nédo demonstraram efeito nematicida significativo in vitro, contudo, as
mudas de tomateiro produzidas no substrato inoculado e incubado com este isolado,
apresentaram redugao significativa no numero de galhas e de massa de ovos nas
raizes, sugerindo que podem ocorrer outros mecanismos de biocontrole, além da
producao de metabdlitos. Deve-se considerar também que as condigbes do meio de
crescimento também afetam a produgdo em termos de quantidade e tipo de
metabolitos pelos actinomicetos, ocorrendo muitas vezes resultado na planta

diferente daqueles observados in vitro.

Dicklow et al. (1993) demonstraram que metabdlitos produzidos em meio
liquido, por espécies de Streptomyces sp, inibiram a reprodugdo de nematdides de
vida livre da espécie Caenorhabditis elegans “in vitro” e também foram capazes de
reduzir o numero de galhas de M. incognita em raizes de tomateiro, quando
incorporados ao solo. Jonathan et al. (2000) aplicaram isolados de actinomicetos no
solo infestado por M. incognita e plantaram tomateiro e bananeira. Doze semanas
apdés o plantio, constataram, em ambas as espécies de plantas, reducdo dos
numeros de galhas e de ovos, bem como promogdo do crescimento vegetativo
comparado com a testemunha. Krechel et al. (2002) apés testarem isolados de
actinomicetos do género Streptomyces obtidos da rizosfera da batateira, visando o
controle de M. incognita em casa de vegetagao, observaram redugdo no numero de
galhas que variou entre 50 a 85% e redugdo no numero de massas de ovos que

variou entre 40 a 100% quando comparados com a testemunha.

Com relacdo ao numero de massa de ovos, embora todos os isolados de
estreptomicetos tenham demonstrado efeito nematicida, diferindo estatisticamente
da testemunha (P<0,05), destacaram-se os isolados Streptomyces griseus subp
griseus (AC-92) e Streptomyces N0035 (AC-95), os quais proporcionaram uma
reducao de 76,8% e 73,7%, respectivamente, quando comparados a testemunha.
Alguns trabalhos tém demonstrado a eficacia dos actinomicetos, principalmente os
do género Streptomyces, na redugao da populagéo de fitonematodides. A infestagéo

prévia do solo com trigo pré-incorporado com S. costaricanus, cultivado em meio
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liquido, também reduziu a populacdo de Radopholus similis e de Helicotylenchus

multicinctus (Esnard et al., 1998).

Fatores bitticos e abidticos também podem afetar a eclosdao (Wallace, 1971;
Tefft & Bone, 1985), a mobilidade ou mortalidade de J2 (Campos et al., 2002).
Dentre os fatores bidticos que afetam os fitonematdides no solo estdo os exsudatos
das plantas (Kaplan & Kenn, 1980; Brito & Ferraz, 1987). A orientacéo e a migragao
de fitonematoides para raizes dependem de varios fatores, dentre eles, a natureza
dos exsudatos radiculares (Wallace, 1963). Contudo, os microorganismos, por sua
vez, colonizam o sistema radicular e afetam a composi¢cao quimica de exsudatos
liberados e, consequentemente, seu suprimento nutricional (Melo, 1998). A
transformacdo dos exsudatos radiculares em subprodutos pode fazer com que o
nematdide ndo reconheca o estimulo quimiotrépico e continue movimentando-se no
solo até esgotar suas reservas de energia, vindo a morrer sem penetrar na raiz
(Freitas, 2005). O tratamento de raizes de soja com suspensao de Bacillus subtilis
reduziu a infectividade por Heterodera glycines (Araujo et al., 2002). Esses autores
citam que o efeito se deve a degradagao bacteriana dos compostos que compde os
exsudatos que, por sua vez, estimulam a migragcado dos juvenis recém eclodidos até
a raiz. Oostendorp & Sikora (1990) observaram redugdo na eclosédo e na
infectividade de juvenis de H. schachtii no tratamento de plantas de beterraba
agucareira antes de coletar os exsudatos como ao tratar solugdes de exsudatos

radiculares contendo fatores de eclosido com rizobactérias.

Outro possivel mecanismo de biocontrole consiste no parasitismo pelos
estreptomicetos, através da producdo de enzimas como proteases, quitinases e
lipases que atuam na destruicdo da cuticula dos nematéides (Park et al., 2002).
Todos os isolados de estreptomicetos testados demonstraram produzir a enzima
lipase, e com excegado do isolado Streptomyces griseus subp griseus (AC-92),
apresentaram capacidade de producdo de quitinase (Tabela 3). Miller & Sands
(1977), testando os efeitos in vitro das enzimas protease, lipase e quitinase sobre
Tylenchorhynchus dubius, observaram que apos 24 horas houve modificagdes

estruturais na cuticula do nematdide, devido a uma provavel degradacéo enzimatica.
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Tabela 3. Producédo de quitinase, lipase e capacidade de colonizacado radicular in
vitro de mudas de tomateiro pelos isolados de estreptomicetos. Cruz das Almas,
Bahia, 2006.

Isolado de estreptomiceto Producgao de enzimas Colonizagao
extracelulares radicular
Lipase Quitinase
Streptomyces sp (AC-26) + + +
S. thermotolerans (AC-29) + + +
S. griseus subp griseus (AC-92) + - +
Streptomyces N0035 (AC-95) + + +
S. purpuraceans (AC-103) + + +
Streptomyces sp (AC-147) + + +

No solo, a decomposicdo da quitina libera substancias téxicas a
fitonematdides como a amoénia, uma vez que essa macromolécula possui teor
elevado de nitrogénio. Além da liberagdo de substancias toxicas, a quitina serve
como substrato e fonte de energia para os actinomicetos, permitindo a esses
organismos competir com mais eficiéncia com outros microorganismos do solo e da
rizosfera. Varios trabalhos demonstraram o efeito da quitina em controlar
nematoides fitoparasitas quando adicionada no solo, devido possivelmente, a sua

decomposicao por actinomicetos (Miller et al., 1973; Spiegel et al., 1987).

Além da producdo de metabdlitos secundarios, parasitismo, competicido por
nutrientes, outros fatores sdo decisivos para o efetivo biocontrole dos
fitonematdides, como a capacidade competitiva dos estreptomicetos na presenca da
microflora nativa, permitindo o seu estabelecimento no ambiente onde sé&o
introduzidos (Habe & Uesughi, 2000), bem como a colonizagdo das raizes, que
funcionam como barreira a penetragdo do patégeno e os exsudatos radiculares que
servem de fonte de energia e nutriente para os actinomicetos (Weller, 1998). Além
disso, € necessaria uma adequacdo da forma de inoculacdo do antagonista,
permitindo sua adaptacdo e estabelecimento, para que niveis populacionais
adequados sejam alcangados e se estabelega uma prote¢do para a planta

hospedeira por ocasido do ataque do patégeno (Robbs, 1991).



80 - a ab
70 - ab ab ab ab

60 -
50

40 -
30 -
20 -
10 -

07 T T
Test. AC-26 AC29 AC92 ACY9 AC103 AC147

Altura das plantas (cm)

Isolados de estreptomicetos

ab ab ab
451 p ab b —

\
)

3,5 A
3,0 A
2,5 1
2,0 1
1,5 4
1,0 4
0,5 -
0,0 - ‘ ‘ ‘
Test. AC-26 AC29 AC92 ACH9 AC103 AC147

Diametro do caule (mm

Isolados de estreptomicetos

07 T T T T T 1
Test AC26 AC29 AC92 AC95 AC103 AC-147

Isolados de estreptomicetos

Figura 1. Altura, diametro do caule e matéria seca da parte aérea de mudas de
tomateiro cv Santa Clara produzidas em substrato inoculado e incubado com
estreptomicetos e inoculado com Meloidogyne incognita. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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A inoculagdo e incubacdo do substrato orgénico com estreptomicetos
selecionados in vitro também promoveu crescimento das mudas de tomateiro. Foi
observado um incremento de 22,8% na altura das mudas de tomateiro produzidas
no substrato inoculado e incubado com o isolado AC 29, quando comparado com a
testemunha (Figura 1). Um aumento de 18,4% foi observado no didmetro do caule
das plantas produzidas no substrato incubado com o isolado Streptomyces sp (AC-
147). Com relagcdo ao acumulo de matéria seca na parte aérea das plantas,
observou-se incremento significativo de 43,9% nas mudas de tomateiro produzidas
no substrato incubado com o isolado Streptomyces sp (AC-26) (Figura 2). Houve
incremento de 64,9% na matéria seca das raizes das mudas produzidas no
substrato inoculado e incubado com o isolado Streptomyces sp. NO095 (AC-95). A
promoc¢ao de crescimento por actinomicetos esta associada a capacidade destes
microorganismos em colonizar o sistema radicular das plantas e produzir
substancias promotoras de crescimento e enzimas que atuam na mineralizacao da
matéria organica, disponibilizando nutrientes para as plantas (Inbar et al., 2005).
Segundo James et al. (1991), durante o crescimento de actinomicetos, € comum a
liberacdo de enzimas extracelulares, as quais sdo envolvidas na biodegradacio e
reciclagem de compostos carbonados. Além disso, os actinomicetos também
proporcionam o melhor crescimento das plantas por meio do biocontrole de
fitopatogenos (El-Abyad et al., 1993), o que pode justificar o crescimento das mudas

de tomateiro, apos infestacdo com Meloidogyne incognita.

Os resultados deste trabalho demonstraram que os estreptomicetos tém um
grande potencial para o biocontrole de M. incognita. Adicionalmente, estes
microrganismos também possuem efeito de promogéo de crescimento das plantas,
sendo esse efeito, em parte associado ao controle do M. incognita, com redugao na
formacdo de galhas e massa de ovos, permitindo o melhor desenvolvimento da

planta.
CONCLUSOES

1. Os isolados Streptomyces sp. (AC-26), Streptomyces griseus subp griseus (AC-
92), Streptomyces N0095 (AC-95) produzem metabdlitos secundarios com efeito

nematicida provocando a mortalidade dos J2 de M. incognita;
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2. Metabolitos produzidos pelo isolado Streptomyces NO0095 (AC-95), inibiu a

eclosdo dos J2 de M. incognita;

3. Ainoculagéo e incubagao do substrato organico com os estreptomicetos avaliados
promoveu o crescimento das mudas de tomateiro infestadas com Meloidogyne

incognita;

4. A inoculagéo e incubagao do substrato organico com os isolados estreptomicetos
Streptomyces griseus subp griseus (AC-92), Streptomyces N0095 (AC-95) e
Streptomyces purpuraceans (AC-103), reduziu significativamente o numero de

galhas g'1 de raiz nas mudas de tomateiro infestadas com Meloidogyne incognita;

5. Todos os isolados de estreptomicetos reduziram o nimero de massas de ovos g’

de raiz nas mudas de tomateiro infestadas com Meloidogyne incognita.
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PRODUGAO DE INOCULO DE ESTREPTOMICETOS EM ARROZ ESTERILIZADO
RESUMO

Os actinomicetos sdo importantes agentes de controle biolégico de doengas
e promocao de crescimento de plantas, tornando-se necessaria a obtencido de
grandes quantidades de indculo para trabalhos em casa-de-vegetacao e campo. No
presente trabalho, avaliou-se o crescimento e diversas espécies de estreptomicetos
em arroz esterilizado para a produgdo de inoculo. O arroz foi incubado com isolados
de S. thermotolerans, S. griseus subsp. griseus, Streptomyces sp. N0035, S.
purpuraceans e Streptomyces sp. e incubado a 28+2°C. Cinco dias apds a
incubacado, observou-se o crescimento micelial e esporulacdo em todos os isolados
dos estreptomicetos nos gréos de arroz. Doze dias apds incubagdo, o arroz
colonizado foi transferido para envelopes de papel pardo e colocado em estufa a 30°
C por trés dias. Apds secagem, adicionou-se 1 g do arroz em 200 mL de agua e fez-
se a contagem de esporos/g de arroz, em camara de Newbauer. A producéo de
esporos dos estreptomicetos variou de 0,14 x 10° a 1,47 x 10° esporos.g de arroz™.
O arroz esterilizado € um substrato viavel para a producdo massal e de baixo custo,

de in6culo de estreptomicetos.

Palavras-chave: actinomicetos, controle biolégico, promog¢do de crescimento de
plantas.
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PRODUCTION OF ESTREPTOMICETES INOCULUM IN STERILIZED RICE
ABSTRACT

Actinomycetes are important agents of biocontrol and plant promotion. Mass
production is essential to produce large quantities of inoculum for green-house and
field studies. The present work had the objective of evaluating the growth and
sporulation of several isolates of Streptomyces in sterile rice for inoculum production.
The sterile rice was inoculated with isolates of S. thermotolerans, S. griseus subsp.
griseus, Streptomyces sp. N0035, S. purpurascens, and Streptomyces sp., and
incubated at 28+2°C. Five days after inoculation, mycelial growth and sporulation
was observed for all Streptomyces isolates on rice grains. Twelve days after
inoculation, the colonized rice was transferred to envelopes of dark brown paper and
dried in an incubator at 30°C, for three days. After drying, 1 g of colonized rice was
added to 200 mL of sterile distilled water, and the number of spores was counted
under a microscope with a Newbauer chamber. The number of spores varied from
0.14 x 10° to 1.47 x 10° spores.g™ rice. Sterile rice might be an alternative substrate

for low cost mass production of Streptomyces inoculum.

Key words: Actinomycetes, biological control, plant growth promotion
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INTRODUGAO

Os actinomicetos apresentam caracteristicas importantes para o controle
bioldégico e promogéo de crescimento de plantas, devido a capacidade de produgao
de antibidticos, enzimas com acdo antimicrobiana, substincias promotoras de
crescimento e decomposicdo da matéria orgénica (Crawford et al., 1993). Esses
microorganismos tém um papel importante na degradagdo de polimeros como
lignina, quitina, amido, etc. (Crawford, 1988; Nolan & Cross, 1988), além de
produzirem importantes metabdlitos secundarios de interesse comercial (Lancini &
Lorenzetti, 1993).

A multiplicacdo desses microrganismos em meios de cultura, torna-se inviavel
para a producdo massal de inoculo, visando a sua utilizagdo em trabalhos de casa
de vegetacdo e/ou campo, por ser um meétodo caro e trabalhoso, além de nédo
permitir a obtengcdo de grandes quantidades de inoculo. Em trabalhos de controle
biolégico e promocao de crescimento de plantas com estreptomicetos, as coldnias
crescidas em meios de cultura sintéticos, normalmente séo resuspendidas em agua
estéril ou solugbes tampdo e a suspensao de esporos € utilizada como inoculo
(Getha et al., 2005; Cao et al., 2005). A produgéo de inoculo de actinomicetos em
graos de trigo esterilizados para inoculagdo de amostras de solo foi relatado por El-
Tarabily et al.,, (2000). Alguns estudos utilizam agentes de biocontrole em
formulacdes comerciais como o Mycostop® (Verdera OU, Helsinki, Finlandia), uma
formulacao de S. griseoviridis, para o controle de patdégenos radiculares da cultura
do tomateiro (Minuto et al., 2005).

Para agentes fungicos de controle bioldégico, um exemplo classico é a
producdo em larga escala de Beauveria e Metarhizium em graos de arroz para o
controle bioldgico de insetos (Nelson et al., 1996) e a produgédo massal de espécies
de Trichoderma em graos de arroz para o biocontrole de fungos fitopatogénicos.
Este trabalho teve como objetivo, avaliar a produgdo massal de in6culo de diferentes

isolados de estreptomicetos em arroz estéril.
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MATERIAL E METODOS
Preparo do arroz

Para hidratagdo, foram adicionados 500 mL de agua destilada a 300g de
arroz parboilizado. Apds uma hora de imersao, o excesso de agua foi removido,
utilizando-se uma peneira de 35 mesh e porgdes de 50 g do arroz hidratado foram
colocadas em frascos de vidro vedados com folha de aluminio e plastico PVC. O

arroz foi esterilizado em autoclave a 120°C, por 55 minutos.
Inoculagao do arroz

Para inoculagéo do arroz autoclavado, os isolados de estreptomicetos foram
previamente multiplicados em meio AGS sélido (Poter, 1960) e incubados por um
periodo de dez dias, em camara de crescimento B.O.D. a 25+2°C. Os isolados
testados foram: Streptomyces sp., S. thermotolerans, S. griseus subsp. Griseus,
Streptomyces sp. NO035 e S. purpuraceans, selecionados em trabalhos anteriores
como agentes potenciais de biocontrole. Para o preparo da suspensé&o dos isolados
de estreptomicetos foram adicionados 15 mL de agua destilada em cada placa de
Petri contendo as culturas e, com o auxilio de alga de platina, foi feita a raspagem
das colbénias. A concentracdo da suspensido de células dos estreptomicetos foi
ajustada para densidade otica As4=0,4 em espectrofotdbmetro UV e, em seguida,
adicionou-se 1 mL dessa suspensdo de estreptomiceto em cada frasco contendo
50g de arroz autoclavado. Para cada isolado de estreptomiceto foram utilizadas seis
repeticbes. Apos a inoculagdo, o arroz foi incubado em camara de crescimento
B.O.D. a temperatura de 28+2°C.

Quantificagdo de esporos de estreptomicetos no arroz colonizado

Apés doze dias de incubagao, o arroz colonizado (Figura 1) foi transferido
para envelopes de papel pardo e colocado em estufa a 30° C, por trés dias, para
facilitar a extragdo dos esporos no arroz. Apés este periodo de secagem, fez-se a
diluicdo de 1g do arroz em 200 mL de agua destilada. Em seguida, a suspensao foi
filtrada em gaze esterilizado e o numero de esporos foi quantificado por contagem
de esporos em camara de Newbauer, em microscépio Optico. Para comprovar a

viabilidade dos esporos, 40 pl da suspensao na concentragdo de 1 x 10° esporos/mL
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foi transferida para lamina escavada. As laminas foram mantidas em camara umida,
dentro de placas de Petri, sendo observada a germinagdo dos esporos a cada 1

hora, com auxilio do microscopio optico.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado crescimento micelial e esporulacdo dos estreptomicetos no
arroz, cinco dias apés a sua inoculagao. A produgao de esporos dos estreptomicetos
variou de 0,08 x 10° a 1,42 x 10° esporos.g de arroz”', apés 12 dias de incubacdo a
28°C, seguido de 3 dias de secagem a 30°C (Tabela 1). O isolado de Streptomyces
sp., (AC-26), apresentou a maior capacidade de colonizagdo e multiplicagdo no
arroz, produzindo maior quantidade de esporos por grama de arroz colonizado, em
relacdo aos demais isolados (Tabela 1). O isolado de Streptomyces sp. N0O035

apresentou a menor produgéo de esporos por grama de arroz colonizado (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificagdo de esporos.g de arroz”" colonizado

pelos isolados de estreptomicetos. Cruz das Almas, Bahia,

2006.
Isolado de estreptomiceto N° de esporos.g de arroz”
Streptomyces sp. (AC-26) 1,42 x10%a
S. thermotolerans (AC-29) 0,54 x 10°ab
S. griseus subsp. griseus (AC-92) 1,10 x 10°ab
Streptomyces sp. N0O035 (AC-95) 0,08 x 10°b
S. purpuraceans (AC103) 0,33 x 10%ab

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

A analise descritiva indica que, apesar de S. griseus subsp. griseus e
Streptomyces sp. NO035 apresentarem maior colonizagao no arroz (Figura 1), estes
nao foram os isolados com maior produgdo de esporos (Tabela 1), possivelmente
devido a produgao de grandes quantidades de micélio. Os esporos produzidos pelos
estreptomicetos no arroz apresentaram-se viaveis, conforme observagdo da

germinagao destes em agua.
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Figura 1. Arroz esterilizado (A) e colonizado por Streptomyces thermotolerans (B),

Streptomyces purpurascens (C), Streptomyces griseus subsp. griseus (D), Streptomyces
sp. (E), e Streptomyces sp. N0O035 (F). Cruz das Almas, Bahia, 2006.
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Nao foram encontrados relatos na literatura consultada, sobre a produgao de
inoculo de estreptomicetos em arroz esterilizado. Estes resultados indicam que a
multiplicacdo dos estreptomicetos em arroz esterilizado é um método viavel para a
produg¢ao massal de inoculo de estreptomicetos Contudo, a quantidade de inoculo,
em termos de producao de esporos, varia com a espécie do estreptomiceto. Neste
trabalho, o arroz foi incubado a 28°C, seguido de secagem a 30°C. A variabilidade
quanto a capacidade dos estreptomicetos de colonizar e produzir esporos no arroz
indica que a quantificagdo de inoculo tem que ser feita para cada isolado e outros
substratos e temperaturas de incubacdo devem ser avaliados para a producao
massal desses potenciais agentes de controle bioldgico e promocgao de crescimento

de plantas.
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CONSIDERAGOES GERAIS

A caracterizagdo morfologica e enzimatica indicou que os isolados de
estreptomicetos avaliados apresentam caracteristicas potencial como agentes de
promogao de crescimento e controle de fitopatégenos. Todos os isolados produziram
as enzimas amilase, catalase e lipase, assim como o acido indolacético. Todos os
isolados apresentam atividade celulolitica e quitinolitica, com excegao o AC-92.
Somente o AC-26 ndo demonstrou atividade xilanolitica. Os isolados AC-147, AC-95
e AC-29, foram os maiores produtores de sideréforos. Somente os isolados AC-26 e
AC-29, ndo demonstram a capacidade de solubilizar fosfatos. Todos os isolados
colonizaram o sistema radicular das plantulas de tomateiro e o AC-92 apresentou

crescimento satisfatorio em todos os niveis de salinidade e pH avaliados.

Além disso, a capacidade de crescimento em meio de cultura com niveis de
pH e salinidade elevados possibilita a adaptacao desses em solos acidos e salinos,
o que pode favorecer o estabelecimento de espécies vegetais em condigdes

ambientais adversas.

Houve resultado significativo no crescimento das mudas de tomateiro, quando
foi feita a inoculagdo, seguida de incubagdo do substrato com os estreptomicetos.
Esse resultado indica que a incubagdo proporciona o tempo necessario para a
colonizacdo do substrato pelos actinomicetos, a producido de metabdlitos
secundarios e a decomposigao dos compostos organicos do substrato, aumentando
a eficiéncia de utilizagdo destes pelas plantas. Contudo, outros aspectos devem ser
considerados na promocgido de crescimento das mudas como a producido de
substancias reguladoras de crescimento e solubilizacdo de fosfatos pelos
estreptomicetos. A producao de antibidticos, metabdlitos secundarios e sideroforos
pelos estreptomicetos reduzem a populagdo de patdégenos na rizosfera, podendo
também ser esse um mecanismo indireto de promog¢ao de crescimento

proporcionado pelos estreptomicetos.

Os isolados de estreptomicetos demonstraram eficacia em aumentar a
mortalidade e inibir a eclosdo dos J2 de Meloidogyne incognita. Esse resultado foi
comprovado através da significativa redugdo no niumero de massas de ovos e no

numero de galhas por grama de raiz nas mudas produzidas no substrato inoculado



102

com esses microorganismos. Possivelmente, os isolados atuaram por meio de
diversos mecanismos no controle da meloidoginose nas mudas de tomateiro, como
producado metabdlitos secundarios e producédo de enzimas que atuam degradando a
cuticula do nematdide, favorecendo o parasitismo pelos estreptomicetos, dentre

outros.

A produgao de indculo de estreptomicetos em arroz autoclavado demonstrou
ser uma alternativa viavel, considerando a significativa esporulagdo dos
microorganismos, a praticidade no manuseio do in6culo, além dessa ser uma
metodologia menos trabalhosa, mais acessivel e de baixo custo, quando comparada

ao uso de meios de cultura sintéticos.



