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RESUMO

Estevam, J. L. D. PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE BANANEIRA E CONTROLE IN VITRO DO
NEMATOIDE Radopholus similis POR ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias constituem um grupo de procariotos Gram-positivos, que
ocorrem amplamente no solo, desempenhando relevante papel na promoc¢éo de
crescimento de plantas e controle bioldgico. Este trabalho teve como objetivos:
caracterizar isolados de actinobactérias quanto a producdo de enzimas
extracelulares; avaliar o potencial desses isolados na colonizacéo de raizes e na
promocado de crescimento de mudas micropropagadas de bananeira e avaliar o
efeito de metabdlitos secundéarios produzidos por actinobactérias na mortalidade
de Radopholus similis. Dos 21 isolados de actinobactérias testados, 80,9%,
42,85%, 38,04%, 90,47% apresentaram atividade celulolitica, quitinolitica,
xilanolitica e de producdo de acido indolacético, respectivamente. Foram
observados incrementos entre 42% e 75,8% para massa fresca da parte aérea e
massa seca das raizes de mudas de bananeira, cultivadas no substrato Vivatto
Slim® inoculado e incubado com as actinobactérias. Todos os isolados analisados
colonizaram as raizes in vitro. Em ambos 0s experimentos, aos guarenta e cinco
dias apés inoculacdo e incubacdo e apds a coleta das mudas, as densidades
populacionais das actinobactérias no substrato foram superiores ao tratamento
testemunha (substrato ndo esterilizado e ndo inoculado com actinobactérias) para
todos os isolados testados. Nos testes in vitro dos metabdlitos secundarios
produzidos pelas actinobactérias em meio de cultura liquido, observou-se até 87%

de mortalidade de Radopholus similis.

Palavras-chave: Controle biolégico, Musa sp. L.; Streptomyces spp.



ABSTRACT

Estevam, J. L .D. GROWTH PROMOTION OF MICROPROPAGATED BANANA
PLANTS AND IN VITRO CONTROL OF Radophilus similis BY NEMATOIDE
POR ACTINOBACTERIA

Actinobacteria are a group of Gram-positive prokaryotes, which occur widely in
soil, and play an important role in promoting plant growth and biological control of
several pathogens. This study aimed to characterize isolates of actinobacteria for
production of extracellular enzymes and indol acetic acid, to evaluate the potential
of these isolates for root colonization and growth promotion of banana plantlets,
and to evaluate the effect of secondary metabolites produced by actinobacteria in
the immobility and mortality of Radopholus similis. Of the 21 isolates of
actinobacteria tested, 80.9%, 42.9%, 38.0%, 90.4% were positive for production of
cellulase, chitinase, xylanase, and indol acetic acid, respectively. An increase of
42.0% and 75.8% for shoot fresh weight and root dry weight was observed for
banana plantlets grown in Vivatto Slim® plant growth substrate inoculated and
incubated with actinobacteria. All isolates tested colonized roots of banana
plantlets in vitro. For both experiments, forty-five days after inoculation and
incubation, and after harvesting of banana plantlets, actinobacteria population
densities were higher than the densities observed in the control treatment (non-
sterilized substrate without actinobacteria inoculation), for all isolates of
actinobacteria. In vitro tests of the secondary metabolites produced by
actinobacteria in liquid culture medium showed up to 87.0% mortality rates of

Radopholus similis.

Keywords: Biological control, Musa sp. L.; Streptomyces spp.



1.0 INTRODUCAO

A cultura da Bananeira

O centro de origem da bananeira é a regido tropical que vai desde a india
até Nova Guiné, incluindo a Malasia e Indonésia. Nesta regido, alguns dipléides,
possivelmente hibridos, adquiriram a capacidade de reproduzir mais polpa e se
tornaram progressivamente sem sementes. A intervencdo humana teve um papel
fundamental na geracdo de bananas comestiveis, sendo que as bananeiras sem
sementes sO poderiam ter chegado a outras partes do mundo através do
transplantio de mudas pelo homem. Dessa forma, a historia das variedades de
banana esta intimamente ligada a das populacées humanas (DE LANGHE, 1996).

As bananeiras sdo monocotiledoneas, pertencentes ao género Musa L.,
familia Musaceae L., sendo esta uma das seis familias da ordem Zingiberales
Grisebach. As espécies de importancia econémica, M. acuminata e M. balbisiana
apresentam numero basico de cromossomo igual a 11. Atualmente, a maioria das
variedades ¢é hibrida destas duas espécies (SIMMONDS & SHEPHERD, 1955).

As raizes da bananeira sdo fasciculadas ou em cabeleira e bastantes
superficiais. O caule € subterrdneo, denominado de rizoma, onde estdo
localizadas a gema apical e as gemas laterais que déo origem aos perfilhos. O
pseudocaule, denominado de tronco, € formado pelo conjunto das bainhas das
folhas sobrepostas a partir do rizoma até a roseta, onde as folhas se abrem. As
folhas se compdem de peciolo e limbo foliar com as nervuras (SIMMONDS &
SHEPHERD, 1955).

Quando ocorre a diferenciacao floral da gema apical, forma-se no rizoma o
“‘palmito”, que cresce no interior do pseudocaule emergindo na roseta. No
momento da diferenciacao floral ja sdo estabelecidos os numeros de pencas e de
dedos por penca. A partir do momento que o palmito atinge a roseta e se
exterioriza, passa a ser denominado “engaco”, possuindo flores masculinas e
femininas a ele aderidas e protegidas por bracteas (ALVES, 1999).

O cacho é um racimo, constituido pelo engaco e também por raquis,

pencas e botdes florais. Os frutos sdo de desenvolvimento partenocarpico, sendo



que algumas variedades apresentam algumas sementes viaveis, utilizadas em
programas de melhoramento genético (ALVES, 1999).

As primeiras bananas cultivadas foram diploides: a maioria das bananeiras
produtoras de frutos comestiveis originou-se a partir da hibridacdo intra e
interespecifica das espécies selvagens. Formas tripléides passaram a ocorrer
como resultado de hibridacdes entre diploides parcialmente estéreis com formas
macho-férteis e, por serem mais produtivos, mais vigorosos e produzirem frutos
maiores, foram selecionados em preferencia aos dipléides, substituindo-os em
muitos locais (SHARROCK, 1998). Grande parte das cultivares é tripléide, sendo
que diploides e tetrapléides ocorrem com maior frequéncia. Os tetraploides
podem se originar também a partir de hidridizacdo natural, porém eles sao mais
raros que os triploides (SIMMONDS, 1995).

As variedades mais difundidas no Brasil sdo a Prata, Pacovan, Prata Ana,
Macéa, Mysore, Terra e D’Angola, do grupo AAB, utilizadas unicamente para o
mercado interno e Nanica, Nanicdo e Grande Naine, do grupo AAA, usadas
principalmente para exportagdo. Em menor escala, sao plantadas ‘ouro’ (AA),
‘Figo cinza’ e ‘figo Vermelho’ (ABB), ‘Caru Verde’ e ‘Caru Roxa’ (AAA). As
variedades Prata, Prata And e Pacovam sao responsaveis por aproximadamente
60% da é&rea cultivada com banana no Brasil (BORGES et al., 2004).

Entretanto, todas apresentam pelo menos uma caracteristica indesejavel,
como altura de planta inadequada ou suscetibilidade a alguma doenca (SILVA et
al., 1999). Trabalhos que envolvam avaliagdes de cultivares nas diferentes
regibes sdo importantes e oferecem aos produtores opcdes de cultivo, além de
colaborar com o desenvolvimento regional da cultura (SILVA et al., 2006).

As bananeiras ‘Pacovan’, ‘Prata’, ‘Terra’ e ‘Mysore’ apresentam porte alto.
A banana ‘Magad’ é altamente suscetivel ao mal-do-Panama, as variedades
Nanica, Nanicdo, Grande Naine, Terra e D’Angola apresentam alta suscetibilidade
aos nematoides e a Mysore esta infectada com BSV. Todas essas variedades sao
suscetiveis a Sigatoka-negra. Excetuando a ‘Mag¢d’, ‘Mysore’, ‘Terra’ e ‘D’angola’,
as variedades citadas sdo também altamente suscetiveis a Sigatoka-amarela
(BORGES et al, 2004).

A bananeira (Musa spp.) € uma planta de grande importéncia socio-

econbmica no mundo, com o mais alto indice de consumo per capita entre as



frutas tropicais, e um comércio tradicional consolidado e bem distribuido (BRASIL,
2008). O consumo de banana mundial per capita cresceu 72%, nos ultimos 40
anos (FAO, 2004).

A producdo mundial de banana gira, em torno de 71,5 milhGes de
toneladas (FAO, 2007), sendo a india, Brasil, China e Equador os principais
produtores, 0s quais, no conjunto, respondem por quase 50% do total produzido.
No Brasil, a banana € a segunda fruta mais cultivada, estando presente em todos
0s estados, desde a faixa litordnea até os planaltos centrais (FAO, 2007).
Entretanto, devido a fatores climaticos, a exploracdo da banana esta concentrada
no Estado de Sao Paulo, seguido pela Bahia, Santa Catarina, Minas Gerais e o
estado do Para. Com relacdo a produtividade, o destaque nacional é o estado do
Rio Grande do Norte com a expressiva marca de 31,4 toneladas/ha, sendo 135%
maior que a média de 13,4t/ha do pais (FAO 2007). Na sequéncia, aparecem
Santa Catarina com produtividade superior a média brasileira em 64% e S&o
Paulo, em 54,7% (FAO, 2007).

No Brasil, a bananeira representa uma planta de grande valor econémico
e social, por gerar muitos empregos, além de ser uma importante fonte de
alimento (COSTA, 2004). A safra da banana em cacho foi de 6,78 milhdes de
toneladas em 2009, sendo 3,1% menor que a de 2008. A area colhida foi de 479,6
mil hectares, com rendimento médio de 14.144 kg/ha. Os seis maiores estados
produtores (SP, BA, SC, MG, PA e PE) responderam por 65,7% da producéo. Sao
Paulo, com aumento de 2,6%, totalizou 1,26 milhdo de toneladas (18,5% do total)
e voltou a ser o principal produtor nacional da fruta, superando a Bahia, cuja
producdo caiu 28,4% (1,02 milhdo de toneladas, 15,0% da producdo nacional
(IBGE, 2009).

Apesar de ser um dos maiores produtores mundiais, o Brasil apresenta
baixa produtividade média, quando comparado com outros paises como
Guatemala e Costa Rica (FAO, 2007). Varios aspectos sao atribuidos a baixa
produtividade da bananicultura brasileira, como por exemplo, fatores ambientais
adversos, praticas culturais inadequadas e principalmente problemas
fitossanitarios. O baixo rendimento constatado nas regifes produtoras de banana

evidencia a necessidade de ajustes tecnolégicos e no manejo da cultura nas



diversas areas do conhecimento que sejam capazes de superar as limitacdes
para exportagédo (ALVES, 1999).

Aspectos fitossanitarios da bananicultura

A qualidade da bananicultura brasileira, salvo algumas éareas de
producdo, caracteriza-se pelo nivel técnico dos cultivos. Em geral, bananais mal
cuidados sdo comumente afetados, com grande intensidade, por problemas
fitossanitarios. Estes, por sua vez, contribuem decisivamente para a baixa
produtividade e qualidade dos frutos que sdo produzidos em nosso pais
(CORDEIRO, 1997).

Dentre o0s principais problemas fitossanitarios, destacam-se a
susceptibilidade as Sigatokas negra e amarela, ao mal-do-Panama, ao Moko da
bananeira e a nematdides, destacando-se o nematoide cavernicola Radopholus
similis (COSTA, 2000). Estes problemas fitossanitarios tém gerado grandes
prejuizos para o produtor, chegando a inviabilizar o cultivo da bananeira em
algumas propriedades (COSTA, 2000).

Nematoides na cultura da bananeira

Os nematoides sdo um grupo de organismos multicelulares diferenciados
dos invertebrados que, em geral, se classificam como uma classe do reino animal
e que possuem adaptacdo a uma grande variedade de ecossistemas (CHRISTIE,
1986). Foram descritas aproximadamente 146 espécies de nematdides parasitas
associados as Musas, distribuidas em 43 géneros (ARAYA & CENTENO, 1995).

Os fitonematdides estdo entre os principais problemas fitossanitarios da
bananicultura brasileira. As perdas na producdo podem chegar a 100%, quando o
seu controle ndo é efetuado corretamente. Danos nas raizes e nos rizomas,
causados pela invasdo de nematoides, seguidos da penetracdo por fungos e
bactérias, sdo os mais serios problemas nas variedades do subgrupo Cavendish
depois da Sigatoka-negra (COSTA, 2000). Estes nematdides comprometem a
absorcéo e transporte de agua e nutrientes pelo sistema radicular, provocando o
tombamento de plantas e predisposicdo ao ataque de outros microrganismos
(DIAS & RIBEIRO JUNIOR, 2001).



Dentre os nematéides, Radopholus similis e Meloidogyne spp. destacam-se
pelos danos causados a cultura e pela ampla distribuicdo nas principais regides
produtoras de banana no mundo. No Brasil, ha relatos de diversas espécies que
causam danos na bananeira, entretanto, apenas R. similis é tida como de maior
importancia econémica para a bananicultura no Brasil e no mundo. No territério
brasileiro, o R. similis tem causado prejuizos nas regides do pais onde ocorreu a
expansdo da cultura, no entanto, as espécies de nematbides predominantes
diferem nas diferentes regides produtoras de banana (COSTA, 2000).

Em levantamento realizado no Norte de Minas Gerais, DIAS & RIBEIRO
JUNIOR, (2001) constataram as espécies Radopholus similis (COBB) Thorne,
Helicotylenchus multicinctus (COBB) Golden, Pratylenchus coffeae (ZIMMERMA
NN) FILIPJEV e STEKHOVEN, Rotylenchulus reniformis LINFORD e OLIVEIRA e
Meloidogyne spp. GOELDI, as quais sdo citadas na literatura como as principais

espécies patogénicas a bananeira.

Biologia e danos causados pelo nematdéide cavernicola da bananeira
Radopholus similis

O nematoide R. similis é vulgarmente chamado de cavernicola, devido ao
sintoma que ele causa no cortex das raizes e rizoma de bananeiras em virtude da
acdo do endoparasitismo migratério. Apresenta-se vermiforme tanto no estagio
juvenil como no adulto, ciclo de vida tem duracdo de trés a quatro semanas. No
tecido infectado, as fémeas ovipositam de 4 a 5 vezes por dia durante duas
semanas. Os ovos eclodem depois de 8 a 10 dias e o0s estadios juvenis requerem
entre 10 e 13 dias para completarem seu desenvolvimento, depois de trés ecdises
subsequentes, originando os adultos machos e fémeas (MARIN et al., 2002). As
fémeas juvenis e adultas possuem formas moveis que podem deixar a raiz em
condi¢cdes adversas. Os nematdides nos estadios migratérios no solo podem
faciimente invadir raizes sadias. E marcante o dimorfismo sexual entre essas
espécies. O macho apresenta o aparelho digestivo degenerado, estilete atrofiado
e nao é considerado parasita. As fémeas séo providas de forte estilete e esdfago



completo. A reproducado se da por anfimixia, podendo ocorrer, excepcionalmente,
partenogénese (COSTA, 2000).

Os danos causados nas raizes e no rizoma sdo atribuidos as formas
juvenis e as fémeas de R. similis. A penetracdo dos nematdides ocorre
preferencialmente pelo apice radicular, entretanto, R. similis pode invadir qualquer
por¢cdo da raiz. Ao migrar inter e intracelularmente, se alimenta do citoplasma de
células do parénquima cortical, destruindo paredes celulares, extravasando o
conteldo celular e causando cavidades e tuneis que necrosam e podem
estender-se por toda a regido parenquimatica. Este problema é agravado pelo
movimento continuo do nematdide no tecido, cuja consequéncia € a formacao de
extensas areas necréticas de coloracdo avermelhada, infectadas por todos os
estadios do nematdide. Quando ocorre alta infestacdo, R. similis provoca
rachaduras ao longo das raizes, facilitando a penetracdo de patdgenos
secundéarios, sendo o0s mais comuns os fungos Cylindrocarpon musae,
Acremonium stromaticum e o agente causal do mal-do-Panamda, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (SARAH et al., 1996). A presenca desses fungos nas
lesbes provavelmente aumenta a deterioracdo da raiz e contribui para a queda
das plantas. O nematdide migra para os tecidos sadios antes que os tecidos
atacados sofram necrose ou simplesmente migram para o solo em busca de
raizes para infectar e alimentar-se (FERNANDEZ, 1994).

Em consequéncia do ataque de nematdides, quando a infestacdo é severa,
ocorre a formacédo de raizes secundarias, resultando num sistema radicular muito
raquitico que ndo suporta o peso do cacho ocasionando o tombamento das
plantas. Além disso, o sistema radicular apodrece e as plantas ndo absorvem
agua e nutrientes do solo, tendo como consequéncia, tempo de vida reduzido,
crescimento prejudicado, plantas amareladas, com menor producdo e frutos
pequenos (FERNANDEZ, 1994).

Em geral, os danos de fitonematoides em cultivos de bananeira sdo
diretamente proporcionais ao aumento de suas populacdes, ocorrendo reducéo
do tamanho e peso, atraso na maturacdo dos cachos, pouco perfilhamento e
morte das plantas. Outro fator enddégeno que afeta a dindmica populacional € a
presenca de variacdes patogénicas dentro das espécies (COSTA et al., 1998).



A contaminacdo de areas agricolas por nematoides, bem como a sua
disseminagdo para novas areas, ocorre principalmente por 4gua de irrigacdo ou
de chuva, por solo aderido a maquinas agricolas e por material propagativo
infectado como mudas e sementes (AGRIOS, 1997).

Para o manejo dos nematoides, frequentemente, se recorre ao controle
quimico que tem seu uso cada vez mais limitado por sua alta toxicidade, risco de
contaminacdo ambiental, alto custo, baixa disponibilidade em paises em
desenvolvimento, ou baixa eficacia de controle depois de repetidas aplicacdes
(DONG & ZHANG, 2006). Dentre as alternativas de controle destes parasitas,
destaca-se o uso de mudas micropropagadas e o controle biolégico. Diversos
microrganismos, entre eles as bactérias tém tido destaque como agentes com
potencial para o biocontrole, por produzirem metabdlitos secundarios com acao
nematicida.

A busca por microrganismos benéficos, agentes de controle bioldgico,
como alternativa para aumentar a produtividade de plantas e melhorar seu estado

fitossanitario, vem crescendo na pesquisa agricola nas ultimas décadas.

Controle Biolégico

O controle bioldgico é definido por Cook e Baker (1993) como a reducao da
intensidade de in6culo ou das atividades determinantes da doenca realizadas por
meio de um ou mais organismos que ndo o homem. O controle biolégico de doencas
de plantas pode também ser definido como a reducdo da densidade de in6culo ou
das atividades determinantes da doenca, por meio da acdo de um ou mais
organismos. Nesta definicdo, segundo JUNQUEIRA & GASPAROTTO (1991), as
atividades determinantes da doenca envolvem crescimento, infectividade,
agressividade, viruléncia e outros atributos do patégeno ou processos que
determinam a infeccdo, o desenvolvimento dos sintomas e a reproducdo do
patdgeno.

Dentre os habitantes da rizosfera antagonistas a nematoides, os fungos tém
sido mais os estudados, seguidos das bactérias (CRAWFORD et al.,1993). As
actinobactérias (MILLER et al., 1990) ocorrem em solos pobres, onde a escassez de



nutrientes diminui a pressao de competidores (ALEXANDER, 1977). Alguns isolados
tém comprovada eficacia na diminuicdo de doencas do sistema radicular como
aguelas causadas por Sclerotinia minor, Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia
solani, Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Halstonia solanacearum e
Agrobacterium tumefasciens (WOOD, 1951; MURRAY, 1987; EL-ABYAD & EL-
BATANOINY, 1993; TARABILY et al., 2000). Isolados de actinomicetos tém sido
eficazes na reducdo de galhas causadas por nematdides e na reproducdo de
nematoides (DICKLOW et al., 1993; ESNARD et al., 1998; JONATHAN et al., 2000).

Na rizosfera o0s actinomicetos tém seu crescimento estimulado por
exsudatos (ROVIRA, 1965), os quais variam entre as plantas (GESHEVA, 2002).

O controle biolégico tem se apresentado eficiente e viavel para o manejo de
varias culturas por minimizar o dano ambiental e ser mais vantajoso
economicamente comparado aos métodos quimicos convencionais (COIMBRA,
2005). Este visa manter, por meio de certas praticas, um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patdogeno, ndao sofra
danos significativos, em funcdo do controle de patdégenos dos organismos nao
patogénicos do sistema (BETTIOL, 1991). Assim sendo, este método de controle
inclui praticas culturais que promovem um ambiente favoravel aos antagonistas e a
resisténcia da planta hospedeira ou ambos; o melhoramento da planta para
aumentar a resisténcia ao patégeno ou adequar o hospedeiro para as atividades
antagobnicas de microrganismos; a introducdo em massa de antagonistas, linhagens
nao patogénicas ou outros organismos benéficos (CARDOSO, 1978).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos no controle biol6gico é de
fundamental importancia para aumentar as vantagens competitivas no ambiente. Os
principais mecanismos das intera¢des antagdnicas entre microrganismos incluem a
competicdo, a antibiose e o micoparasitismo, além da inducdo de resisténcia do
hospedeiro (MOORE-LANDECKER, 1996; TRONSMO & HJELJORD, 1998).

Algumas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) séo
capazes de induzir resisténcia sisttmica em plantas. A ISR (Induced Systemic
Resistance) pode ser definida como um processo de defesa ativa da planta contra
uma variedade de patdégenos. A planta utiliza multiplos mecanismos induzidos
sistemicamente por rizobactérias (LUZ, 1996). Alguns dos mecanismos propostos

para inducdo de resisténcia sisttmica em plantas por RPCPs incluem varios



processos fisioldgicos, tais como: aumento da producdo das proteinas solUveis em
acido (ZDOR & ANDERSON, 1992), acumulo de fitoalexinas (VAN PEER et al.,
1991), lignificacdo (HOFFLAND & BIK, 1993), producédo de &cido salicilico em baixa
concentracdo de ferro (LEEMAN et al., 1995).

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

Dentre os agentes de controle bioldgico e também de promocdo de
crescimento de plantas, os actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces
tém um papel importante na rizosfera de plantas, por influenciarem o seu
crescimento, colonizando as raizes e agindo contra fungos e bactérias
fitopatogénicas, devido a producdo de antibidticos e outros metabolitos secundarios
(RAUPACH & KLOEPPER, 1998; COMPANT et al., 2005.).

Promoc&o de crescimento de plantas

Praticamente todas as espécies de plantas terrestres estudadas
estabelecem relacfes complexas com uma grande variedade de microrganismos
(BRUNDRETT, 2009). Diversos microrganismos sdo conhecidos por promover o
crescimento das plantas e aumentar a tolerancia dos vegetais aos estresses
biéticos e abidticos. Microrganismos promotores de crescimento de plantas
colonizam a rizosfera, regido do solo influenciada pelas raizes (LUGTENBERG &
KAMILAVA, 2009).

Diversas bactérias tém sido estudadas em uma extensa variedade de plantas,
incluindo muitas de interesse agricola, tais como, feijdo (SILVEIRA et al., 1995),
milho (ARAUJO et al., 2000), citrus (ARAUJO et al., 2001; AMORIM & MELO, 2002),
batata (REITER et al., 2002), trigo e sorgo (ZINNIEL et al., 2002), cacaueiro (SILVA,
2007); tomateiro (LIMA 2003; SOUSA, 2006; SOARES, 2010), bananeira (PAIXAO,
2008), dentre outras.

Um dos objetivos da pesquisa agricola nas ultimas décadas vem sendo a

busca por microrganismos benéficos ao crescimento vegetal e agentes de
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controle biolégico, visando o aumento da produtividade agricola e o
desenvolvimento de sistemas de producdo agricola mais sustentaveis. De fato,
uma das estratégias de manejo que ndo causam maiores danos ao meio
ambiente € o uso de rizobactérias como agentes de biocontrole e promocao de
crescimento de plantas (BENIZRI et al., 2001).

Actinobactérias

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, predominantemente
filamentosas, a maioria aerobia e crescem preferencialmente em solos com pH
neutro a alcalino, embora muitas cresgam em solos acidos (GARRITY et al., 2003).

O ciclo de vida das actinobacterias inicia-se com a germinacdo do esporo,
dando origem a um micélio 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 acdo de enzimas extracelulares. A partir deste micélio
vegetativo (hifas primarias), desenvolve-se o micélio aéreo (hifas aéreas) no centro
da colbnia. As hifas podem apresentar-se multinucleadas ou em compartimentos
mononucleados, que dardo origem as cadeias de esporos. Nesta fase, ativa-se o
metabolismo secundéario, com a producdo, principalmente, de antibiéticos e
pigmentos (ARAUJO, 1998; PADILHA, 1998).

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

Uma caracteristica marcante dos actinobactérias € a producdo de enzimas
extracelulares que degradam macromoléculas complexas comumente
encontradas nos solos como caseina, amido, quitina, humus, celulose,
lignocelulose, além da sintese e excregcdo de metabdlitos secundarios como
antibioticos e o terpendide geosmin (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).
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Dentre as varias rizobacteérias utilizados no biocontrole, as actinobactérias
vem sendo testadas com resultados promissores (ROMEIRO, 2007). Elas podem
ser encontradas em nichos ecologicos, tais como a rizosfera e o rizoplano de
plantas, onde sobrevivem, multiplicam-se e protegem-se do antagonismo da
microbiota circunvizinha (BENIZRI et al., 2001; SILVA et al., 2003).

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 promocgédo de
crescimento (Melo, 1998; Moura et al., 1998; Thirup et al., 2001; Paixao et al.,
2008; Soares et al., 2010).

Mudas micropropagadas

A micropropagacdo, mediante a cultura de apices caulinares in vitro, tem
sido adotada em muitos paises para a producdo de mudas de bananeira. No
Brasil, esse método vem sendo utilizado de maneira crescente nos ultimos anos,
permitindo assim, um acesso mais rapido dos agricultores a mudas de melhor
qualidade, especialmente das variedades tradicionais e dos novos hibridos
desenvolvidos pelos programas de melhoramento genético. A técnica geralmente
envolve o desenvolvimento in vitro de brotos a partir de gemas (apices caulinares
ou florais), nos quais € induzida a formacdo de novas gemas, em condi¢cdes
controladas de cultivo (EMBRAPA, 2004)

As principais vantagens da micropropagacao incluem a uniformizacdo no
desenvolvimento das mudas, o que permite a uniformizacdo do plantio e
sincronizacdo da colheita, e a obtencao de plantas com caracteristicas genéticas
idénticas a matriz e sadias, evitando assim a disseminacdo de pragas e doencas
(EMBRAPA, 2004)

Entretanto, a micropropagacdo também elimina a microbiota benéfica ao
crescimento vegetativo (LAZAROVITS & NOWAK, 1997). As plantulas
micropropagadas apresentam reduzida capacidade fotossintética, sistema
radicular pouco desenvolvido, poucos pelos radiculares e baixo niumero de folhas
(NOWAK, 1998; NOWAK et al., 1998). A reintroducao de isolados selecionados

de microrganismos benéficos ao crescimento vegetal via tratamento de explantes,
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pode promover o crescimento das futuras plantulas e protegé-las contra doengas
(LAZAROVITS &NOWAK, 1997; SIDDIQUI & SHAUKAT, 2002).

Considerando a demanda por métodos alternativos ao uso de insumos
quimicos para a producdo de mudas de qualidade e o controle de nematdides na
bananicultura, o presente trabalho teve como objetivo selecionar isolados de
actinomicetos para a promocédo de crescimento de mudas de bananeira e o
controle do nematoide Radopholus similis.

No capitulo 1, apresenta-se o estudo sobre o potencial de actinobactérias
na promocao de crescimento de mudas de bananeira micropropagadas. Para tal,
21 isolados de actinobactérias foram testados em estudos in vitro e em casa de
vegetacao.

O segundo capitulo apresenta o estudo sobre o potencial de
actinobactérias no controle in vitro do nematoide Radopholus similis. Foram
avaliados os mesmos 21 isolados utilizados nos testes de promocao de

crescimento, citados no capitulo 1 deste trabalho.
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CAPITULO 1

Promocao de crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira com Actinobactérias
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RESUMO

Estevam, J. L. D. PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE BANANEIRA COM ACTINOBACTERIAS.

As actinobactérias constituem um grupo de procariotos Gram-positivos, que
desempenham um relevante papel no controle biolégico e promocdo de
crescimento de plantas. Este trabalho teve como objetivos: caracterizar os
isolados de actinobactérias quanto a producdo de enzimas extracelulares
(celulase, xilanase, quitinase e lipase) e de acido indolacético; avaliar a densidade
populacional desses isolados no substrato apds incubacdo deste e plantio das
mudas e avaliar o potencial das actinobactérias na colonizacdo de raizes e
promocdo de crescimento de mudas de bananeira. Do total de 21 isolados de
actinobactérias testadas, oito apresentaram atividade xilanolitica, 17
apresentaram atividade celulolitica, nove apresentaram atividade quitinolitica, 18
apresentaram atividade lipidica e 19 apresentaram a capacidade de producéo de
acido indolacético. Foram avaliados para promocao de crescimento de mudas de
bananeira, nove e treze isolados de actinobactérias no primeiro e segundo
experimentos, respectivamente, por meio da inoculagéo e incubacéo do substrato
Vivatto Slim®, seguido de plantio de mudas micropropagadas de bananeira,
variedades ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine’. A populacdo das actinobactérias no
substrato inoculado variou entre 1,70 x 10* e 2,68 x 10° UFC g de substrato,
apos os 45 dias de incubacéo antes do plantio e de 1,80 x 10* a 2,82 x 10° UFC ¢
1 de substrato, ap6s a coleta das plantas, no experimento 1, e de 1,70 x 10* a
2,20 x 10° UFC gt de substrato apés 45 dias de incubacdo antes do plantio e de
1,70 x 10%a 2,90 x 10° UFC g* ap6s a coleta das plantas, no experimento 2. A
maioria dos isolados das actinobactérias apresentou a capacidade de colonizagao
radicular in vitro das mudas, para ambas as variedades. O efeito benéfico no
crescimento vegetal foi observado na altura, massa fresca da parte aérea e raiz e
massa seca da raiz de mudas de bananeira, promovido por alguns isolados de
actinobactérias com variagdes entre as cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine’,

sendo, portanto, relacionado ao isolado bacteriano e da variedade de bananeira.

Palavras-chave: Musa sp L.; Streptomyces spp., plantas micropropagadas
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ABSTRACT

Estevam, J. L. D. GROWTH PROMOTION OF MICROPROPAGATED BANANA
PLANTLETS WITH ACTINOBACTERIA

Actinobacteria are a group of Gram-positive prokaryotes, which play an important
role in biological control and growth promotion of plants. This study aimed to
characterize the isolates of actinobacteria for production of extracellular enzymes
(cellulase, xylanase, chitinase and lipase), and indole acetic acid, to determine the
population density of these isolates in the plant growth substrate after incubation
and after plant growth, and to evaluate the potential of actinobacteria for in vitro
root colonization, and growth promotion of banana plantlets. Of the total 21
isolates of actinobacteria tested, eight showed xylanolytic activity, 17 showed
cellulolytic activity, nine showed chitinolytic activity, 18 showed lipase activity, and
19 presented the ability to produce indol acetic acid. For plant growth promotion,
nine and thirteen actinobacteria isolates were tested in the first and second
experiment, respectively, with inoculation and incubation of plant growth substrate
Vivatto Slim®, and growth of micro-propagated banana plantlets, variety ‘Grande
Naine” and ’'Maravilha”. The population of actinobacteria in the inoculated
substrate ranged from 1.7 x 10* to 2.68 x 10° CFU g substrate, after 45 days of
incubation and 1.8 x 10 to 2.82 x 10° CFU g substrate, after plant harvesting in
the first experiment, and 1.7 x 10* to 2.20 x 10° CFU g* substrate after 45 days of
incubation and 1.7 x 10* to 2.90 x 10° CFU g after plant harvesting in the second
experiment. Most actinobacteria isolates presented capacity for in vitro root
colonization of plantlets, for both varieties. Beneficial effects on plant growth were
observed for plant height, fresh shoot and root weight and root dry weight of
banana plants, as being promoted by some actinobacteria isolates, with variations
between banana cultivars ‘Maravilha and ‘Grande Naine’, being, therefore, related

to the actinobacteria isolate and the banana cultivar.

Key-words Musa sp L.; Streptomyces spp. micropropagated plants
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1.0 INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) € uma planta de grande importancia
socioeconémica no mundo, com o maior indice de consumo per capita entre as
frutas tropicais, e com comeércio tradicional consolidado e bem distribuido
(BRASIL, 2008).

No entanto, a cultura apresenta diversos problemas fitossanitarios como a
susceptibilidade as sigatokas amarelas e negra, ao mal-do-Panama, ao Moko da
bananeira e a nematdéides, destacando-se o nematdide cavernicola Radopholus
similis (COSTA, 2000). Estes problemas fitossanitarios tém gerado grandes
prejuizos para o produtor, chegando a inviabilizar o cultivo da bananeira em
algumas propriedades (COSTA, 2000).

A utilizacdo de insumos bioldgicos, a exemplo de microrganismos benéficos
para agricultura, que atuam na promocao do crescimento vegetal e no controle de
fitopatdogenos, vem sendo muito estudada no Brasil e no mundo, como uma
alternativa ambientalmente mais sustentavel para o aumento da produtividade de
diversas culturas de importancia econémica (CARRER et al., 2008).

Dentre o0s microrganismos benéficos na agricultura, tém-se as
actinobactérias que séo bactérias Gram-positivas (SIQUEIRA & FRANCO, 1998)
pertencentes a Classe Actinobacteria (STACKEBRANDT et al.,, 1997). Este
importante grupo de microrganismos comumente isolados do solo € conhecido
por sua ampla producdo de metabdlitos secundarios, entre eles os antibioticos,
enzimas extracelulares, inibidores enzimaticos e fitohormbnios promotores de
crescimento vegetal (SHAHIDI et al., 2004; LI et al., 2008).

O género Streptomyces spp. contém o0 maior numero de espécies
identificadas, devido a acédo no controle de fitopatdgenos, a grande diversidade de
metabolitos secundarios e pela elevada capacidade competitiva por substratos
(KIM et al., 2004; INBAR et al., 2005).

Durante o processo de compostagem, o0s estreptomicetos atuam na
degradacdo de moléculas complexas, especialmente celulose, lignocelulose,
xilana e lignina, presentes em abundancia na biomassa vegetal (PETROSYAN et
al., 2003; DING et al., 2004; PELAEZ, 2006). Além da atuacdo na decomposi¢io
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da matéria organica, estes microrganismos apresentam grande potencial como
agentes de controle biolégico de fitopatogenos (THIRUP et al,. 2001; HOSTER et
al., 2005), devido a producdo de inumeros metabdlitos bioativos, incluindo
antibioticos, sideréforos e enzimas com acgdo antimicrobiana (SHAHIDI BONJAR
et al., 2004).

Isolados de actinobactérias tem demonstrado capacidade de promover o
crescimento e a melhoria do estado nutricional de plantas de tomateiro, em solo
estéril (SOARES et al., 2010).Trabalhos realizados por Paixao et al., (2008) com
isolados de estreptomicetos em mudas micropropagadas de bananeira,
demonstraram o potencial destes microrganismos como agentes de biocontrole e
promocdo de crescimento vegetal. Segundo estes autores, a promocdo de
crescimento de mudas de bananeira pode ser atribuida a capacidade de
solubilizacéo de fosfatos, a enzimas que atuam na mineralizacdo dos compostos
organicos do substrato e/ou a substancias reguladoras de crescimento produzidas
pelos estreptomicetos.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar os isolados de actinobactérias
quanto a producdo de enzimas extracelulares, avaliar o potencial de colonizacdo
radicular, a densidade populacional dos isolados introduzidos no substrato e o
potencial desses microrganismos para a promocao de crescimento de mudas
micropropagadas de bananeira ‘Grande Naine’ e ‘Maravillha’, consideradas de

grande valor comercial.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1)Selecédo dos isolados de actinobactérias

Inicialmente foram pré-selecionados 21 isolados de actinobactérias,
provenientes da colecdo de culturas do Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia Agricola da UFRB. Esta pré-selecdo foi baseada em trabalhos
anteriores que os indicam como promissores para biocontrole e promocao de
crescimento do tomateiro, bananeira, girassol, pinhdo manso e mamoneira
(SOUZA et al., 2006; PAIXAO, 2008; BRITO, 2010). As actinobactérias foram
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codificadas como: AC 02, AC 12, AC 16, AC 19, AC 21, AC 22, AC 26C, AC 26L,
AC 28, AC 30, AC 34, AC 39, AC 42, AC 45, AC 46, AC 49, AC 50, AC 52, AC 92,
AC 103 e AC 147.

2.2) Colonizagéo radicular in vitro de mudas micropropagadas de bananeira

Mudas micropropagadas de bananeira das cultivares ‘Grande Naine’ e
‘Maravilha’, adquiridas da Empresa Campo, localizada na Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, Bahia, medindo entre 2,5 e 3,0 cm de altura,
em fase de enraizamento, foram transferidas, com auxilio de uma pinga estéril,
para tubos de ensaio (uma planta por tubo), contendo meio de cultura agar-agua
com 0,6% de agar (Figura 1). Com auxilio de uma alca de platina, fez-se a
raspagem das col6nias dos 21 isolados de actinobactérias, crescidos em placas de
Petri contendo meio de cultura solido arginina glicerol sais minerais (AGS) (POTER
et al, 1960), por 10 dias a temperatura de 28+2°C. Em seguida, as raizes foram
inoculadas com as células oriundas da raspagem das col6nias de actinobactérias,
colocando-se o inoculo préximo a superficie do meio agar-agua em contato com as
raizes das mudas micropropagadas. Apos inoculacdo, as raizes foram incubadas a
temperatura ambiente (28+2°C), sendo mantidas na bancada do laboratério e
observados diariamente para avaliacdo visual do crescimento das actinobactérias
na superficie das raizes.

Segmentos de raizes de mudas micropropagadas de bananeira foram
transferidas para placas de Petri contendo meio AGS sélido. Posteriormente, com
auxilio de uma alca de platina, a extremidade correspondente a regido de corte da
raiz de bananeira foi inoculada com células de actinobactérias, obtidas por meio de
raspagem de colbnias, multiplicadas conforme descrito acima. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 38 dias, sendo observadas diariamente
para o crescimento das actinobactérias ao longo do comprimento da raiz (Figura
1).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, duas variedades de bananeira, 21 isolados de actinobactérias e uma

testemunha nao inoculada, totalizando 210 plantas.
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Foto: Jacqueline L. D .Estevam

[ ——————

FIGURA 1: (A) Mudas micropropagadas de bananeira em fase de enraizamento. (B) Mudas micropropagadas de bananeira transferidas

para tubo de ensaio contendo meio agar-agua a 0,06%. (C) Raizes de mudas micropropagadas de bananeira transferidas para placa de
Petri contendo meio AGS sélido.

2.3) Caracterizacdao fisiologica dos isolados de actinobactérias

2.3.1) Producéo de Celulase

A atividade enzimatica foi determinada conforme metodologia descrita por
LEWIS (1988). Os isolados foram multiplicados em meio minimo de sais (TUITE,
1969), suplementado com celulose microcristalina como uUnica fonte de carbono e
as culturas foram incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D. a 28°C durante
15 dias. Apos este periodo, foram adicionados 10mL da solugdo vermelho congo
0,5% em cada placa, sendo estas incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Apos a incubacao, removeu-se 0 excesso da solucdo de vermelho congo
e adicionou-se 10ml da solucédo salina (NaCl a 1M) em cada placa, sendo estas
mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a remoc¢do da solucao
salina, observou-se a formacdo ou ndo de uma zona de hidrélise de coloracéo

alaranjada em torno das col6nias, indicando a atividade celulolitica dos isolados.
2.3.2) Producéo de Xilanase
A atividade enzimatica foi determinada conforme metodologia descrita por

LEWIS (1988). Os isolados foram multiplicados em meio minimo de sais (TUITE,
1969), suplementado com xilana (Sigma) como Unica fonte de carbono e as placas

Foto: Jacqueline L. D .Estevam
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incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D. a 28°C durante 15 dias. Apés
este periodo, foram adicionados 10mL da solug¢édo vermelho congo 0,5% em cada
placa, sendo estas incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Apos a
incubacédo, removeu-se 0 excesso da solucdo de vermelho congo e adicionou-se
10ml da solugéao salina (NaCl a 1M) em cada placa, sendo estas mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apos a remocdo da solucdo salina,
observou-se a formacéo ou ndo de uma zona de hidrolise de coloracdo alaranjada

em torno das col6nias, indicando a atividade xilanolitica dos isolados.

2.3.3) Solubilizag&o de Fosfato Inorganico

A capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio foi determinada de
acordo com a metodologia proposta por KATZNELSON & BOSE (1959). Os
isolados foram cultivados em meio de cultura triptocaseina de soja agar (10%)
acrescido de CaHPO, e as placas incubados em camara de crescimento tipo
B.O.D. por sete dias. ApGs este periodo, a solubilizacdo de fosfato foi detectada
pela formacdo de uma zona de solubilizacdo de aspecto opaco em torno das
colbnias dos isolados de actinobactérias.

2.3.4) Producéo de Acido Indolacético

A capacidade de producédo de &cido indolacético foi determinada segundo o
meétodo proposto por BRIC et al. (1991). As actinobactérias foram crescidas em
meio triptocaseina de soja (10%), acrescido de 5 mM de L-triptofano.
Posteriormente, as colbnias foram cobertas por uma membrana de nitrocelulose e
as placas incubadas em camara B.0O.D., a 28+2°C por 10 dias. Apés incubacéo,
as membranas foram removidas e saturadas com solugcdo de Salkowski
(GORDON & WELBER, 1951). Os isolados que formaram um halo avermelhado
na membrana, no periodo de 30 minutos, foram considerados produtores de acido

indolacético.
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2.4) Crescimento de mudas micropropagadas de bananeira em substrato com
actinobactérias

2.4.1) Producéo de in6culo de actinobactérias

Para a producdo de inoculo, os isolados de actinobactérias foram
multiplicados em meio de cultura solido AGS (POTER et al., 1960), em placas de
Petri e incubados por 10 a 12 dias a 28 + 2°C em camara de crescimento tipo
B.O.D. Posteriormente, discos da cultura de actinobactérias foram transferidos
para porc¢des de 50g de arroz umedecido e esterilizado, em frascos de Erlenmeyer
de 250 ml, conforme descrito por SOARES et al., (2007) e o arroz inoculado foi
incubado por 14 dias a temperatura de 28+2°C. O arroz colonizado pelas
actinobactérias foi utilizado para inoculagdo do substrato. A suspensao do inoculo
foi preparado misturando-se 20g de arroz com 250 mL de &gua esterilizada, em um
saco de plastico, sendo este agitado manualmente, por 2 a 5 minutos, para
remocao das estruturas das actinobactérias dos grdos de arroz. Em seguida, a
suspensao foi filtrada com gaze para remocao dos graos de arroz e utilizada para
inoculacao do substrato.

2.4.2) Producéo de substrato colonizado por actinobactérias

O substrato Vivatto SlIim® né&o foi esterilizado para manter as suas
caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas. Para inoculagcdo do substrato, a
suspensao de inoculo do isolado de actinobactéria foi preparada na proporcédo de
20 g de arroz colonizado para 16 L de substrato para, ap6s o periodo de
incubacéo, estes serem utilizados para transplantio das mudas micropropagadas
de bananeira.

Em sacos de polietileno, foram colocados 16 L do substrato Vivatto Slim®,
sendo cada aliquota de substrato inoculada com a suspensdo de um isolado de
actinobactéria. Apdés a adicdo da suspensdo de actinobactérias, preparada
conforme descrito acima, os sacos de polietileno contendo o substrato foram
agitados manualmente para distribuicio e homogeneizacdo do indéculo. Os

substratos inoculados foram mantidos nos sacos de polietileno e incubados por um
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periodo de quarenta e cinco dias a temperatura ambiente, mantendo-se a umidade
constante, com adicdo de agua esterilizada. O tratamento testemunha foi formado
por substrato incubado nas mesmas condicbes de umidade e temperatura, mas
sem inoculagdo com actinobactérias.

Apébs o periodo de incubacdo, a populacdo de actinobacterias no substrato
inoculado foi quantificada, utilizando-se a técnica de diluicdo seriada e
plagueamento em meio de cultura meio AGS solido (Arginine-Mineral Salt Agar).
Amostras em triplicata de 10g de substrato foram transferidas para frascos de
Erlenmeyer com 90 ml de solugéo salina (NaCl a 0,85%) estéril e agitadas por 20
minutos em agitador orbital. Posteriormente, foram realizadas diluigbes decimais
em série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9 ml de solucdo salina estéril,
obtendo-se diluicdes de 10" a 10* Em seguida, foram realizados os
plagueamentos de 100 pl das diluicdes 102 a 10 em meio AGS sélido, com trés
repeticbes para cada diluicdo, sendo o inoculo espalhado com alca de Drigalski
esterilizada por flambagem. O meio de cultura recebeu ciclohexamida na
concentracdo de 100 pg/ml™* para inibicdo do crescimento de fungos. Para o
crescimento das actinobactérias, as placas foram incubadas por 5 a 7 dias a
28+2°C em camara de crescimento tipo B.O.D.

A populacdo de actinobactérias no substrato foi estimada pela contagem
das unidades formadoras de colénias (UFC) e o célculo com base na seguinte
formula: UFC/g solo seco = N x F x Y/g solo seco, sendo: N = média do numero de
colonias das trés repeticoes, F = 10 (fator de corre¢céo do plaqueamento de 100pl
de suspensdo), Y = fator de diluicdo da amostra. Para a analise estatistica, 0s
dados foram transformados em log (x + 1), em que x corresponde ao numero de
UFC. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000), sendo realizada a analise de variancia e, em seguida, a comparacdo das
meédias pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A gquantificacdo da densidade populacional de actinobactérias foi realizada
apos o periodo de 45 dias de incubagdo do substrato e repetida no final do
experimento, na época da coleta das mudas de bananeira, que correspondeu a 45
dias apods o plantio das mudas no substrato tratado com as actinobactérias. Como

0 substrato utilizado no tratamento testemunha ndo era esterilizado, também foi
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determinada a populagdo de actinobactérias nesse substrato, considerando que o

substrato possui uma microbiota nativa.

2.5) Crescimento de mudas de bananeira em substrato com actinobactérias

Para avaliar o efeito da inoculacdo e incubagéo do substrato Vivatto SIim®
com isolados de actinobactérias no crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo. No
primeiro experimento foram avaliados nove isolados provenientes da coleg¢éo do
laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB, codificados como
AC 16, AC 26C, AC 26L, AC 30, AC39,.AC 50, AC 52, AC 92 e AC 147. Este
experimento foi conduzido em delineamento em blocos inteiramente casualizados
com dez tratamentos, sendo nove isolados de actinobactérias e uma testemunha
nao inoculada, com quatro repeticées. A testemunha foi composta por substrato
nao esterilizado, incubado com agua, sem inoculacdo com actinobactérias.

No segundo experimento foram avaliados treze isolados de actinobactérias
codificados como AC 02, AC 12, AC 19, AC 21, AC 22, AC 28, AC 34, AC 42, AC
45, AC 46, AC 49, AC 52 e AC 103. O experimento foi conduzido em delineamento
experimental em blocos inteiramente ao acaso, em esquema fatorial, com quartoze
tratamentos, sendo treze isolados de actinobactérias e uma testemunha, com
quatro repeticdes. A testemunha foi composta pelo mesmo substrato, incubado
com agua, sem inoculacdo com actinobactérias.

Apbs os 45 dias de incubacgédo, os substratos foram colocados em sacos de
muda pretos de polietileno (15 x 0,9 cm), colocando-se 1 litro de substrato por saco
de muda.

Para ambos os experimentos, as mudas micropropagadas de bananeira
foram transplantadas, colocando uma muda por saco. As mudas apresentavam
uniformidade no tamanho entre si e entre as duas variedades ‘Grande Naine’ e
‘Maravilha’ utilizadas nos experimentos (Figura 2).

As mudas foram mantidas em condicbes de casa de vegetacdo, sendo
irrigadas diariamente e foram coletadas aos quarenta e cinco dias apos o
transplantio, avaliando-se a altura das plantas e diametro do pseudocaule. Em

seguida, separou-se a parte aérea das raizes das plantas, sendo estas lavadas em
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agua corrente. Determinou-se a massa fresca da parte aérea e da raiz e,
posteriormente foram colocadas para secar em estufa com ventilagdo forcada a
65°C, por trés dias, para determinacdo da massa seca da parte aérea e das raizes.
Foi realizada a moagem e digestdo sulfarica da parte aérea das plantas para a
determinacdo de P e K (EMBRAPA, 1999). O N foi determinado apds digestdo em
acido sulfarico e peréxido de hidrogénio (THOMAS et al.,1967). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e a comparacdo de médias foi realizada pelo
teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

Foto: Jacqueline L. D .Estevam
Foto: Jacqueline L. D .Estevam

FIGURA 2: Mudas de bananeira micropropagadas produzidas na Empresa Campo, Cruz das Almas-Ba. (A)
Mudas micropropagadas de bananeira cultivar ‘Maravilha’, medindo 8 cm de altura,. (B) Mudas
micropropagadas de bananeira - cultivar ‘Grande Naine’, medindo 8 cm de altura.

2.6) Avaliacado das caracteristicas quimicas do substrato

As analises quimicas das amostras dos substratos, apdés 45 dias de
incubagé@o com actinobactérias e do substrato sem inoculag&o foram realizadas no
Laboratério de Solos da empresa CAMPO - ANALISES AGRICOLAS E
AMBIENTAIS. O P, K, Cu, Fe e Zn disponiveis foram extraidos por Mehlich 1
(EMBRAPA, 1997). A extracdo de S foi realizada em solugdo de fosfato
monobasico de potassio. A extracdo do Ca e Mg disponiveis foi realizada em
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cloreto de potassio 1mol/L. O boro foi extraido com &gua quente. Todos os teores
de nutrientes disponiveis foram determinados por espectrometria de emissao
atbmica com plasma induzido de argdnio. Os teores de nutrientes do substrato

Vivatto Slim® utilizado neste trabalho séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do substrato Vivatto SIim®
utilizado no experimento.

Caracteristica Unidade Valor
pH (CaCl, 0,01 mol L-1) 51
Umidade a 65°C % 39,0
Relacdo C/N 61,1
Carbono Organico % 27,9
Matéria Organica % 48,1

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

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

Ni mg/dm?® 140,0

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

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Colonizacao radicular in vitro de mudas micropropagadas de bananeira.

As actinobactérias foram capazes de colonizar o sistema radicular das
duas cultivares de bananeira no ambiente in vitro, com excecao do isolado AC 12.
A utilizacdo do meio agar-agua pressupde que os exsudados radiculares foram a
Unica fonte de nutrientes.

A avaliacdo da colonizagdo das raizes em placas de Petri com meio AGS,

foi avaliada com o auxilio de uma régua, medindo a area colonizada e o
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comprimento total de cada raiz. Para melhor observagdo, as raizes foram
retiradas da placa de Petri e colocadas sobre papel toalha esterilizado.

Todos os isolados colonizaram as raizes, apresentando variacdes entre as
cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine‘ (Tabelas 2 e 3). A colonizacdo microbiana
pode variar em funcdo da espécie vegetal, da cultivar vegetal e do tipo de solo,
devido a selecdo e estimulo de determinados microrganismos rizosféricos. E
necessario verificar se a colonizagdo radicular por actinobactérias observada in
vitro, também ocorre nas condi¢cdes de casa de vegetacdo e campo. Trabalhos
com isolados de estreptomicetos demonstraram variabilidade quanto a
colonizagdo radicular de plantas de tomate e pimentdo em solo estéril (GAVA,
1998). Segundo CRAWFORD et al, (1993), as actinobactérias sdo um grupo
promissor de microrganismos colonizadores de raizes e importantes agentes de

controle biolégico de patégenos radiculares.

Tabela 2. Colonizacéo radicular in vitro por actinobactérias em mudas
micropropagadas de bananeira Maravilha e Grande Naine, mantidas
em agar-agua.

Isolados de Colonizacdo radicular de bananeiras
Actinobactérias Maravilha Grande Naine
Controle + +
AC 02
AC 12
AC 16
AC 19
AC 21
AC 22
AC 26C
AC 26L
AC 28
AC 30
AC 34
AC 39
AC 42
AC 45
AC 46
AC 49
AC 50
AC 52
AC 92
AC 103
AC 147 + +
Os sinais indicam resposta positiva (+) negativa (-) em relacéo a colonizacéo radicular
nas cultivares de bananeira pelos isolados de actinobactérias.

+ + 0+
+

+ + + o+ o+

+ 4+ + F+ F A+ o+

+ + + + + A+ o+
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Tabelas 3. Percentagem de colonizacdo radicular por actinobactérias
em pedacos de raizes de bananeira micropropagada, transferidos
para placa de Petri com meio Argenina Glicerol Sélido (AGS).

Isolados de Percentagem de colonizagao radicular
Actinobactérias Maravilha Grande Naine
AC 02 80% 65%
AC 12 80% 100%
AC 16 100% 100%
AC 19 100% 100%
AC 21 80% 55%
AC 22 80% 80%
AC 26C 100% 100%
AC 26L 100% 100%
AC 28 80% 80%
AC 30 60% 80%
AC 34 100% 25%
AC 39 55% 55%
AC 42 100% 100%
AC 45 100% 100%
AC 46 55% 55%
AC 49 100% 100%
AC 50 85% 100%
AC 52 100% 100%
AC 92 100% 100%
AC 103 100% 55%
AC 147 100% 100%

Verificou-se que, embora os valores de colonizag&o in vitro tenham sido
relativamente altos para alguns tratamentos, nem sempre refletram no
crescimento da parte aérea observado nos experimentos com mudas de
bananeira crescidas em substrato tratado com as actinobactérias. Como exemplo,
pode se citar o tratamento com o isolado AC 26L que, apesar de colonizar toda a
superficie radicular em teste in vitro, ndo se destacou como promissor para
promocdo do crescimento da parte aérea para a cultivar “Maravilha” (Figura 4).
Entretanto, este isolado promoveu maior teor de P na parte aérea (Tabela 06 e
07). Embora o fésforo ndo esteja entre os macronutrientes mais absorvidos pela
bananeira (BORGES & SILVA,1995), os trabalhos realizados com inoculagcdo de
FMAs tem mostrado grandes respostas na absorcéo de fosforo (LIN & FOX, 1987,
MONTEIRO, 1991; DECLERCH et al., 1994 e 1995).
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3.2 Caracterizagao fisiologica das actinobactérias

Entre os 21 isolados de actinobactérias testados, 17 apresentaram atividade
celulolitica, 8 apresentaram atividade xilanolitica, 19 apresentaram a capacidade
de producdo de acido indolacético. Nenhum dos isolados apresentou capacidade
de solubilizacao de fosfato de calcio (Tabela 4).

Tabela 4. Producao de enzimas extracelulares*, de &cido indolacético
(AIA) e capacidade de solubilizacdo de fosfato pelos isolados
de actinobactérias.

Isolado de

actinobactérias  Celulase xilanase Solubilizacéo Acido
de fosfato Indolacético

AC 02 - - -
AC 12

AC 16
AC 19
AC 21
AC 22
AC 26C
AC 26L
AC 28
AC 30
AC 34
AC 39
AC 42
AC 45
AC 46
AC 49
AC 50
AC 52
AC 92
AC 103
AC 147

++ +
1
1

+

+ + +
]
++++++++ +

+++ A+
| I
| I
+++++++ A+ A+

*O sinal positivo indica producdo e o negativo a hdo producédo das enzimas extracelulares
e &cido indolacético.

A celulose é um polimero abundante na biomassa dos vegetais, sendo
degradado por inmeros microrganismos produtores de celulase. Ao atacarem a
molécula de celulose, os microrganismos a transformam em glicose livre
(MURASHIMA et al., 2002). Os microrganismos com capacidade de degradacéao
deste composto podem ter um importante papel na decomposicdo da matéria
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organica do solo ou de substratos de crescimento de plantas, disponibilizando
nutrientes e beneficiando o desenvolvimento das plantas. Estes podem também
agir como agentes de biocontrole de fitopatdgenos que possuem celulose na sua
parede celular (BERG et al., 2000) Dentre as importantes caracteristicas dos
actinomicetos, enumera-se a capacidade de degradacdo de moléculas
complexas, especialmente a celulose, lignina e xilana, fazendo com que tenham
um papel importante nos processos de compostagem (RAMIREZ et al., 2003).

A xilana é o principal polimero constituinte do complexo hemicelulolitico
(HALTRICH, 1996). Microrganismos capazes de produzir xilanase sao
importantes no processo de decomposi¢cao de compostos organicos, podendo agir
na mineralizacdo de nutrientes e no maior desenvolvimento de plantas (OLIVEIRA
et al., 2003).

A atividade xilanolitica, celulolitica e quitinolitica in vitro de diversos
isolados de actinobactérias foi relatada por SOUZA et al, (2006). Estes autores
obtiveram resultados significativos de promocao de crescimento e controle do
nematoide Meloidogyne incognita em mudas de tomateiro produzidas em
substrato incubado com actinomicetos, mas n&o observaram correlacdo entre o
efeito benéfico das actinobactérias e a producédo dessas enzimas.

Com relacdo a producdo do acido indolacético, 90,4% dos isolados de
actinobactérias demonstraram ser produtores desse horménio que atua no
crescimento vegetal. O acido indolacético afeta a morfologia das raizes,
aumentando o comprimento e o numero de pelos radiculares (BARBIERE et al.,
1986), deixando as plantas com menor suscetibilidade a escassez de nutrientes e
ao déficit hidrico (CATTELAN, 1999).

Os hormbnios vegetais sdo reguladores naturais de crescimento das
plantas. As auxinas s&o reconhecidas como o principal hormonio vegetal
encontrado na natureza, sendo o acido 3-indolacético (AlIA) o composto mais
produzido (RADWAN et al., 2005). A sintese dos fitohormbnios por bactérias
associadas a plantas é uma das formas mais importantes de interagdo planta-
bactéria, causando modificacbes na morfologia das raizes, influenciando na
absorcdo de nutrientes e agua e, consequentemente, favorecendo o crescimento
vegetal (SPAEPEN et al., 2007)
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3.3 Quantificacdo das actinobactérias no substrato Vivato SIim®

Em relagdo a populacdo das actinobactérias no substrato Vivatto Slim®,
verificou-se em ambos experimentos, apds 45 dias de inoculacdo e incubacdo do
substrato, antes do transplantio das mudas e na época da coleta das mudas, que
correspondeu a 45 apds o transplantio, um aumento na densidade populacional,
significativamente superior ao tratamento testemunha (néo inoculado), para todos
os isolados de actinobactérias (Tabela 5). No primeiro experimento, o substrato
ndo inoculado apresentou uma populacéo de actinobactérias de 1,7 x 10* UFC g-1
antes do plantio e de 1,8 x 10* UFC g- a 1,9 x 10°> UFC g-! de substrato apés o
plantio para cultivar Grande Naine e Maravilha, respectivamente. A populacdo das
actinobactérias no substrato inoculado variou entre 1,92 x 10°e 2,68 x 10° UFC g
de substrato, para aquele cultivado com a cultivar Grande Naine e entre 1,38 x 10°
a 2,82 x 10° UFC g de substrato para aquele cultivado com a cultivar Maravilha,
apos a coleta das plantas, com destague para o isolado AC 92, que apresentou
uma populagédo de actinobacterias superior aos demais tratamentos, para ambas
as variedades (Tabela 5). No segundo experimento, as densidades populacionais
de actinobactérias no substrato variaram entre 1,17 x 10* a 2,20 x 10° UFC g* de
substrato, apés os 45 dias de incubacéo (antes do transplantio) e de 1,53 x 10° a
2,90 x 10° no substrato com a cultivar Grande Naine e de 1,58 x 10> a 2,90 x 10°
no substrato com a cultivar Maravilha (Tabela 5), ndo ocorrendo diferencas
estatisticas significativas entre as variedades, em ambos experimentos, inoculados
e incubados, quando comparados com o substrato ndo inoculado.

Estes resultados indicam que as actinobactérias cresceram e colonizaram o
substrato e o crescimento depende da variedade da planta, do isolado de
actinobactéria e da capacidade deste em utilizar os nutrientes desse substrato e
crescer nessas condicbes de cultivo. A colonizagdo do substrato por
actinobactérias é importante, pois propicia a competicdo por nicho e o seu
estabelecimento nas fases iniciais do desenvolvimento vegetal. A inoculacdo do
substrato antes do plantio pode promover a estabilizacdo da comunidade de
rizobactérias, e isto esta relacionada a necessidade de determinado intervalo de
tempo para ocorrer a estabilizacdo da populacdo de microrganismo benéfico
(SHISHIDO e CHANWAY, 2000).



Tabela 5. Densidade populacional de actinobactérias cultivadas no substrato
Vivatto SIim® aos 45 dias apls incubacdo e apds a coleta das mudas de
bananeira: cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine’.

EXPERIMENTO 1

Variedades de bananeira

Tratamentos ‘Grande Naine’ ‘Maravilha’

Antes do plantio ApOs coleta ApGs coleta
Testemunha 1,70 x 10* Ad 1,80 x 10* Ad 1,90 x 10* Ae
AC 16 9,20 x10°Bb 2,36 x 10° Ab 2,08 x 10° Ac
AC 26C 1,12 x 10°Bc 1,94 x10° Ac 2,01 x10°Ac
AC 26L 2,04 x 10°Bb 2,67 x 10°Ab 2,35 x 10°Ab
AC 30 1,05 x 10°Bc 1,95 x 10°Ac 1,38 x 107 Ad
AC 39 1,07 x 10°Bc 1,96 x 10°Ac 1,51 x 10° Ad
AC 50 1,62 x 10°Bb 2,22 x 10° Ab 2,04 x 10° Ac
AC 52 2,18 x 10°Bb 2,49 x 10° Ab 2,45 x 10° Ab
AC 92 2,68 x 10° Aa 2,82 x 10° Aa 2,80 x 10° Aa
AC 147 1,92 x 10°Bb 2,28 x 10° Ab 2,28 x 10° Ac

EXPERIMENTO 2
Variedades de bananeira
Tratamentos Grande Naine’ ‘Maravilha’
Antes do plantio  Apés coleta ApGs coleta

Testemunha 1,70x 10* Ad* 1,70 x 10* Ad 1,70 x 10* Ad
AC 02 1,42 x10°Bb 2,66 x 10° Aa 2,28 x 10° Aa
AC 12 1,09 x 10°Bc 2,00 x 10° Ab 2,08 x 10° Ab
AC 19 9,30 x 10°Bb 1,53 x 10° Ac 1,58 x 10° Ac
AC 21 1,05 x 10°Bc 2,32 x 10° Aa 2,43 x 10° Aa
AC 22 1,07 x 10°Bc 2,27 x 10° Aa 2,57 x 10° Aa
AC 28 1,93 x 10°Bb 2,44 x 10° Aa 2,15 x 10° Ab
AC 34 2,18 x 10°Bb 2,58 x 10° Aa 2,90 x 10° Aa
AC 42 2,03 x 10°Ba 2,90x 10° Aa 2,90x 10° Aa
AC 45 1,92 x 10°Bb 2,16 x 10° Ab 2,09 x 10° Ab
AC 46 1,08 X 10°Bc 2,68 x 10° Aa 2,58 x 10° Aa
AC 49 1,94 X 10°Bc 2,29 x 10° Aa 2,00 x 10° Ab
AC 52 2,20 X 10° Bb 2,59 x 10° Aa 2,89 x 10° Aa
AC 103 1,93 x 10°Bb 2,43 x 10° Aa 2,30 x 10° Aa

*Letras mailsculas comparam o efeito do periodo de incubagdo (aos quarenta e cinco dias
apos incubacao e apds a coleta do experimento) para o0 mesmo isolado de actinobactéria e
para mesma variedade de banana. Letras minusculas comparam o efeito dos isolados de
actinobactéria entre si. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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SOUSA (2006), avaliando o tempo de incubacéo do substrato de producao
de mudas com isolados de actinobactérias, demonstrou a necessidade de um
periodo de incubacao para que houvesse o efeito benéfico das actinobactérias na
promocdo de crescimento de tomateiro. Este periodo esta provavelmente
associado ao ciclo de vida das actinobactérias e a producdo de enzimas
extracelulares envolvidas na decomposicdo de compostos organicos presentes no
substrato e na liberacdo de nutrientes para a planta (SOUSA, 2006; JAMES et
al.,1991).

3.4 Crescimento de mudas micropropagadas de bananeira no substrato

Vivatto SIim® com isolados de actinobactérias

No primeiro experimento, foram observadas diferengas significativas
(P<0,05) entre as cultivares ‘ Maravilha’ e ‘Grande Naine’ com relacdo a altura da
planta, massa fresca e seca da parte aérea.

Foram obtidos incrementos na altura das plantas da cultivar ‘Grande
Naine’, de até 55,8%, para todos os isolados de actinobactérias testados, em
relacdo as mudas produzidas no substrato ndo inoculado. Entretanto, para a
cultivar 'Maravilha’ com relacdo a massa fresca da parte aérea, também houve
diferenca significativa entre as cultivares, com destaque para o substrato
inoculado com os isolados AC 26L, AC 30, AC 50 e AC 52, que promoveram um
incremento de até 32,7% para a cultivar ‘Grande Naine’. Para massa seca da
parte aérea, os isolados AC 30, AC 147, AC 50, AC 26C, AC 92 e AC 52
mostraram-se bastante promissores, proporcionando incrementos de até 38,2%
para a cultivar ‘Grande Naine’(Figura 3). Em relacdo a massa fresca e seca da
raiz, ndo houve diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos e nem

entre as cultivares “Maravilha” e “Grande Naine”.



41

€
Cl
©
-
c
i)
o
(1]
° H Altura M
©
S
2 M Altura GN
<

H MFPA M
i MFPA GN

Massa fresca parte aérea (g-

5
T ¢
8¢

T @©

gz °

w

s g 2 HMSPAM
U)S_J 1

S G , i MSPA GN

Isolados de actinobactérias

Figura 3. Altura (A), massa fresca (B) e massa seca (C) da parte aérea de mudas micropropagadas de
bananeira cultivadas em substrato Vivatto Slim® inoculado e incubado por 45 dias com actinobactérias. O
tratamento testemunha foi formado por mudas micropropagadas de bananeira plantadas em substrato sem
inoculacdo com actinobactérias. As avaliagdes foram feitas apés 45 dias de instalagdo do experimento. Letras
mailsculas comparam o efeito na promog¢éo de crescimento entre os isolados para mesma cultivar e letras
minusculas comparam o efeito de promogéo de crescimento para 0 mesmo isolado entre as duas cultivares.
Teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

No segundo experimento, observou-se que a cultivar Grande Naine
apresentou melhor crescimento para altura da planta, com destaque para o
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isolado AC 28 que se mostrou mais promissor para o crescimento da variedade
Grande Naine do que para a Maravilha.

Para diametro do pseudocaule, verificou-se que os substratos inoculados
com os isolados AC 02, AC 22, AC 34, AC 42 e AC 45, proporcionaram o
crescimento de mudas com diametro inferior ao daquelas produzidas no substrato
nao inoculado (testemunha) e os substratos inoculados com os isolados AC 12,
AC 19, AC 21, AC 28, AC 46, AC 52 e AC 103 promoveram diferencas
significativas entre as cultivares de bananeira, sendo que os maiores incrementos

foram observados para cultivar Grande Naine (Figura 5).
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Figura 4. Altura da planta (D) e diametro do caule (E) de mudas de bananeira cultivadas em
substrato Vivatto Slim®, inoculado e incubado por 45 com actinobactérias. O tratamento
testemunha foi formado por mudas transplantadas para substrato sem inoculacdo com
actinobactérias. As avaliagBes foram feitas apos 45 dias de instalagdo do experimento. Letras
mailsculas comparam o efeito na promog¢éo de crescimento entre os isolados para mesma cultivar
e letras mindsculas comparam o efeito de promocao de crescimento para 0 mesmo isolado entre
as duas cultivares Teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Para massa fresca da parte aérea, ndo houve diferenca significativa entre
0os tratamentos para a cultivar ‘Maravilha’, em relacdo a testemunha n&o
inoculada. Entretanto, para a cultivar ‘Grande Naine’ o substrato inoculado e
incubado com os isolados AC 02, AC 21, AC 34 e AC 45 causou um decréscimo
no crescimento das mudas, quando comparado com a testemunha. Entretanto,
para massa fresca da raiz, os isolados AC 12, AC 21, AC 34 e AC 42
proporcionaram incrementos significativos para a cultivar ‘Maravilha’ e os isolados
AC 19, AC 46, AC 49 e AC 103 para a cultivar ‘Grande Naine’, quando

comparados com a testemunha sem actinobactérias (Figura 5).

70
io Aa Aa F
® 60 Aa Aa Aa . Aa Aa
o Aa 'Aa Aay Az
= Aapa Aa,_Aapa Aa | _Aa TN
® 50 |ap aBa _ _Ba "YAdq _p, AaAaAa g
£ g
5 8
s & 30
gL HMFPA M
'l 20
""; i MFPA GN
a
(1]
b

35

N N W
o Uu1 O

[
o

HMFRM
i MFR GN

o

Massa fresca raiz(g-planta-1)
[EnY
w

N M R I BN AR
% it
(@} (@} (@} (@} (@} (@} N
v v v v v v v v v LY

P
R
Q

Isolados de actinobactérias

Figura 5. Massa fresca da parte aérea (F) e massa fresca da raiz (G) de mudas de mudas de
bananeira cultivadas em substrato Vivatto Slim®, inoculado e incubado por 45 com
actinobactérias. O tratamento testemunha foi formado por mudas transplantadas para substrato
sem inoculagdo com actinobactérias. As avaliagbes foram feitas apos 45 dias de instalacdo do
experimento. Letras mailsculas comparam o efeito na promocgao de crescimento entre os isolados
para mesma cultivar e letras minisculas comparam o efeito de promogédo de crescimento para o
mesmo isolado entre as duas cultivares Teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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O isolado AC 19 proporcionou um incremento de 92,0 % na massa seca da
parte aérea na cultivar ‘Grande Naine’ em relagdo a testemunha e o AC 46
proporcionou um incremento de 51,9% na cultivar ‘Maravilha’, quando comparada
com ‘Grande Naine”. Para massa seca da raiz o AC 12, AC 34, AC 42, AC52 e AC
103, proporcionaram incrementos significativos na cultivar ‘Maravilha’, com
destaque para os isolados, AC 34, AC 52 e AC 12 com 95,75%, 79,39% e 52%
respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Massa seca da parte aérea (H) e massa seca da raiz (I) de mudas de bananeira
cultivadas em substrato Vivatto SIim®, inoculado e incubado por 45 com actinobactérias. O
tratamento testemunha foi formado por mudas transplantadas para substrato sem inoculagdo com
actinobactérias. As avaliagbes foram feitas apos 45 dias de instalagdo do experimento. Letras
mailsculas comparam o efeito na promog¢éao de crescimento entre os isolados para mesma cultivar
e letras mindsculas comparam o efeito de promocéo de crescimento para 0 mesmo isolado entre
as duas cultivares Teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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Nos dois experimentos foram verificados que os teores de potassio (K) e
fésforo (P) nas folhas de mudas de bananeira apresentaram resultados positivos e
significativos (P<0,05). Nao foram observadas diferengas significativas para o teor

de nitrogénio total (N-total) (Tabela 6).

Tabela 6. Teor de NPK da parte aérea das plantas de bananeira produzidas em
substrato Vivatto SIim® inoculados e incubados com isolados de actinobactérias.

EXPERIMENTO 1

N P K
a(:tsir?:)ai;j;cstedrieas g/kg de massa seca da parte aérea*
M GN M GN M GN

Testemunha 27,19 Aa 25,19 Aa 9,67 Aa 7,73Bb 16,46 Aa 17,60 Aa
AC 16 26,31 Aa 25,56 Aa 9,16 Ba 9,02 Aa 1596 Aa 16,97 Aa
AC 26C 23,81 Aa 30,69 Aa 8,78 Bb 8,36 Bb 18,61 Aa 14,69Bb
AC26L 26,31 Aa 22,69 Aa 10,25 Aa 9,97 Aa 17,34 Aa 16,46 Aa
AC 30 31,56 Aa 26,06 Aa 8,11 Bb 9,24 Aa 16,33 Aa 14,95Ba
AC 39 23,06 Aa 20,69 Aa 8,78 Ba 929 Aa 17,22Aa 14,44Bb
AC 50 38,94 Aa 23,31 Ab 9,25 Aa 8,65Ba 18,11 Aa 13,43Bb
AC 52 28,31 Aa 40,81 Aa 9,47 Aa 8,12Bb 18,35 Aa 16,97 Aa
AC 92 27,31 Aa 34,56 Aa 9,55 Aa 9,16 Aa 18,86 Aa 17,85 Aa
AC147 27,69 Aa 26,81 Aa 8,69 Ba 8,53Ba 17,72Aa 17,09 Aa

EXPERIMENTO 2

N P K
acltsig:)ak;j;cstgr?as g/kg de massa seca da parte aérea*
M GN M GN M GN

Testemunha 12,44 Aa 14,69 Aa 11,01 Aa 10,66 Aa 16,46 Aa 13,05Ab
AC 02 9,19 Aa 8,12 Aa 11,58 Aa 1245Aa 14,82Aa 14,19 Aa
AC12 8,31 Aa 9,81 Aa 10,76 Aa 11,11 Aa 12,55Aa 13,18 Aa
AC 19 8,25 Aa 8,62 Aa 11,44 Aa 1256 Aa 1444 Aa 12,93 Aa
AC 21 8,87 Aa 8,44 Aa 9,62 Aa 12,18 Aa 16,71 Aa 12,93 Ab
AC 22 10,09 Aa 14,01 Aa 10,30 Aa 1194 Aa 12,80Aa 14,82 Aa
AC 28 9,51 Aa 11,44 Aa 13,27 Aa 11,27 Aa 16,33 Aa 15,70 Aa
AC 34 14,31 Aa 7,94 Ab 12,15Aa 1154Aa 1558Aa 13,56 Aa
AC 42 9,62 Aa 8,31 Aa 12,12 Aa 10,50 Aa 15,96 Aa 14,44 Aa
AC 45 10,12 Aa 9,06 Aa 9,75 Ab 14,15 Aa 15,20 Aa 15,20 Aa
AC 46 9,87 Aa 8,25 Aa 10,38 Aa 10,47 Aa 1590Aa 12,67 Aa
AC 49 12,56 Aa 10,87 Aa 11,62 Aa 1155Aa 14,69Aa 12,93 Aa
AC 52 10,94 Aa 9,31 Aa 10,90 Aa 13,01 Aa 16,59 Aa 15,58 Aa
AC 103 12,81 Aa 10,69 Aa 14,00 Aa 12,89Aa 14,31Aa 12,08 Aa

*Letras mailsculas comparam o teor de NPK entre os isolados para mesma cultivar (M- Maravilha e GN — Grande
Naine) e letras mindsculas comparam os niveis NPK para o mesmo isolado entre as duas cultivares. Letras iguais, na
coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & knott,a 5% de probabilidade.
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O teor de P na parte aérea das plantas variou de 8,11 a 10,25 g/kg™ e de
8,12 a 9,97 g/kg™ para as cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande naine’, respectivamente,
no primeiro experimento, e de 9,62 a 14,59 g/kg™' para a ‘Maravilha’ e 10,50 a
13,01 g/kg™ para a ‘Grande Naine’ no segundo experimento (Tabela 6). A analise
de P da parte aérea e no substrato indica elevado teor de P disponivel em todos os
tratamentos.

O teor de K na parte aérea das mudas de bananeira foi semelhante entre os
tratamentos com isolados de actinobactérias e a testemunha, sendo que a maioria
dos tratamentos com isolados de actinobactérias ndo diferiram estatisticamente da
testemunha sem inoculagao, no primeiro e no segundo experimento (Tabela 6).

De acordo com BORGES et al. ( 2002), os teores de nitrogénio para Grande
Naine e variedades Prata é de 27- 36 g/kg™ e 25-29 g/kg™, respectivamente. No
presente trabalho, verificou-se no experimento 1, que o teor de N-total na parte
aérea das plantas crescidas nos substratos inoculados e n&o inoculado,
apresentaram valores proximo aos valores encontrados por este autor. No
experimento 2, os valores verificados foram abaixo dos valores de referéncia.

O teor de P em todos os tratamentos e em ambos experimentos ficou
acima de 1,6-2,7 g/kg™ para Grande Naine e 1,5-1,9 para Maravilha, considerados
ideais por BORGES et al. (2002), o que pode estar associado ao teor elevado de
Mg no substrato, pois este micronutriente auxilia e maximiza a planta a absorcéo
do fésforo do solo, ajudando-0 a se movimentar no interior da planta. Alguns
autores relatam que substratos organicos apresentam composi¢cdo quimica
variavel, chegando a apresentar excessos, caréncias e desequilibrios de
nutrientes e que o enriquecimento desses substratos, com base em fertilizantes,
pode acarretar em problemas nutricionais as mudas (NEVES, et al. 1999).

Altos teores de fosforo no substrato e na matéria seca das mudas
cultivadas neste substrato podem ter contribuido para inibir a formacdo de pélos
radiculares e, consequentemente, para a redu¢do na massa das matérias fresca e
seca das plantas (Figuras 3 e 5), como observado também por VICENTINI et al.
(1996).

Quanto ao K, em todos os experimentos verificaram-se teores inferiores

aos considerados adequados para a maioria das culturas. De acordo com
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MARSCHNER (1995), concentracées de K entre 20,0 e 50,0 g/kg™ de massa seca
sdo consideradas adequadas para o0 crescimento da maioria das plantas.
FONTES et al. (2003) e SILVA et al. (2007) mencionam que a bananeira,
independentemente da cultivar, extrai maiores quantidades de K que dos demais
nutrientes. MALAVOLTA, (2006) destaca que este elemento ndo depende da
decomposicdo da matéria organica para se tornar disponivel para as plantas,
sendo, portanto, menos significativo o efeito dos actinobactérias na
disponibilidade e absorcao do potassio.

Estes resultados podem ser justificados devido ao fato da bananeira
apresentar pequena absorcdo de macronutrientes até o quinto més, em funcao do
lento crescimento, como afirma SAMUELS et al., (1978). Do quinto més até o
florescimento (décimo més) ha um aumento acentuado, com acumulo significativo
de matéria seca e nutrientes. Apos o florescimento até a colheita, a absorcéo de
nutrientes ¢ estabilizada (MONTAGUT & PREVEL, 1965).

Com referéncia aos micronutrientes, TWYFORD & WALMSLEY (1968)
observaram em banana “Robusta” (AAA), um aumento pequeno na absorg¢ao de
boro e cobre, ap6s o quinto més (um a dois meses antes do florescimento), e um
aumento acentuado na absorcdo de zinco, apo6s o inicio do florescimento (6,5
meses) até a colheita. A maior absorcdo de macro e micronutrientes ocorre apés
0 quinto més, quando se verifica maior acumulo de matéria seca, até o
florescimento, estabilizando-se até a colheita, exceto para zinco e potassio, este
altimo por acumular grande quantidade nos frutos.

Em ambos o0s experimentos do presente trabalho, os teores de
macronutrientes na massa seca da parte aérea das plantas cultivadas em
substrato inoculado com actinobactérias, foram semelhantes aos observados nas
plantas cultivadas no substrato n&o inoculado, o que pode estar relacionado com
a fase inicial de cultivo das mudas de bananeira.

As analises nutricionais indicam que o substrato Vivatto Slim® possui

elevados teores de nutrientes (Tabela 7).
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Tabela 7. Teores de nutrientes disponiveis do substrato Vivatto Slim® inoculado e
incubado com actinobactérias.

EXPERIMENTO 1

Isolado qlej P S K Ca Mg B Zn Fe Mn Cu
actinobactérias —______ mg/dm3 _________ -cmolc/dms3-  ————mmme - mg/dm3 .................

Testemunha 434,7 5216 1,9 7,4 77 49 46 182,1 62,0 0,6
AC 16 5445 638,0 2,2 8,8 91 56 52 177,0 643 05
AC 26C 536,3 6880 20 1000 9.8 57 52 126,0 69,3 05
AC26L 3644 6470 1,0 6,7 7,1 36 137,0 354 0,6
AC 30 554,0 616,0 2,6 9,8 96 56 54 1860 711 24
AC 39 434,7 5216 1,9 7,4 7,7 4,9 46 1821 62,0 0,6
AC 50 5715 589,0 21 12,1 10,7 49 6,0 126,0 77,2 0,6
AC 52 590,0 6170 2,5 10,5 105 4,8 6,6 1180 86,3 0,5
AC 92 558,7 668,0 2,6 9,5 9,7 53 78 1690 61,5 05
AC147 468,9 626,0 1,9 8,1 82 50 46 1540 52,0 0,6

EXPERIMENTO 2

Isolado cje P S K Ca Mg B Zn Fe Mn Cu
actinobactérias ———— mg/dm3 _________ -cmolc/dms3- ———mmemme - mg/dm3 .................

Testemunha 434,7 5216 1,9 7,4 7,7 4,9 46 1821 62,0 0,6

AC 02 544,5 638,0 2,2 8,8 9,1 5,6 52 177,0 643 05
AC12 536,3 688,0 2,0 10 9,8 5,7 52 126,0 69,3 05
AC 19 364,4 6470 1,0 6,7 7,1 5,8 36 1370 354 0,6
AC 21 5540 616,0 2,6 9,8 9,6 5,6 54 1860 71,1 24
AC 22 434,7 5216 19 7,4 7,7 4,9 46 1821 62,0 0,6
AC 28 5715 5890 21 121 10,7 49 6 1260 77,2 0,6
AC 34 590,0 6170 25 10,5 10,5 48 6,6 118,00 86,3 0,5
AC 42 558,7 668,0 2,6 9,5 9,7 53 78 1690 615 05
AC 45 468,9 626,0 1,9 8,1 8,2 5,0 46 1540 52,0 0,6
AC 46 493,0 688,0 2,1 8,5 70 45 54 90,0 570 0,3
AC 49 4254 6110 1.8 7,4 7,8 53 54 1330 528 0,6
AC 103 432,0 7450 1,8 10,7 9,0 55 50 850 522 04

A promocdo de crescimento de raizes de bananeira foi observada no
primeiro e segundo experimentos, para alguns isolados de actinobactérias. O
aumento no diametro do pseudocaule e na massa fresca da parte aérea também
foi observado para alguns isolados testados nos dois experimentos. Considerando
gue o substrato, Vivatto Slim® € um substrato rico em nutrientes, sugere-se que as

actinobactérias, mesmo crescendo e colonizando o substrato, ndo promoveram um
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efeito significativo na disponibilizagéo dos nutrientes e no crescimento das mudas
de bananeira, uma vez que este jA& € rico em nutrientes, ou as mudas
necessitariam de um periodo maior de crescimento para se observar o efeito
desses nutrientes no seu crescimento. O maior crescimento radicular pode ter
ocorrido devido a producdo de acido indolacético pelas actinobactérias e/ou pela
maior disponibilidade de determinados nutrientes.

De acordo com OLIVEIRA et al., (2003), a producdo de acido indolacético
proporciona o melhor desenvolvimento de raizes laterais e alongamento das raizes
primérias e, como consequéncia, proporcionam a melhor exploracdo do solo ou
substrato pela planta (CATTELAN & HARTEL, 2000). A promocéo de crescimento do
sistema radicular, principalmente do crescimento de raizes secundarias e aumento
dos pélos radiculares, tem sido observada por diversos autores, em trabalhos com
rizobactérias (SILVEIRA, 2001). A sintese de fitohorménios por bactérias associadas
a plantas é uma das formas mais importantes de interacao planta-bactéria, causando
modificacdes na morfologia das raizes, proporcionando desenvolvimento do sistema
radicular e, melhoria na exploracdo do solo, tornando as plantas menos susceptiveis
ao déficit hidrico e a escassez de nutrientes (SPAEPEN et al. 2007).

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

Trabalhos com isolados de Streptomyces spp. inoculados no substrato
Plantmax para producdo de mudas de bananeira demonstraram incrementos
significativos, com valores de até 46,13% para altura das plantas, 65,51% para
diametro do pseudocaule, 283,59% para a massa seca da parte aérea e 242,5%
para matéria seca das raizes (PAIXAO et al. 2008). Outros autores também
relataram a promocdo de crescimento por actinobactérias em outras culturas
(LIMA, 2003; IGARASHI et al., 2003; BRITO, 2010).
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4.0 CONCLUSOES

1. A maioria dos isolados das actinobactérias apresentou a capacidade de
colonizacdo radicular in vitro de mudas micropropagadas de bananeira, 'Grande

Naine’ e ‘Maravilha’.

2. As actinobactérias tem a capacidade de multiplicar no substrato organico de

producdo de mudas.

3. O efeito na promocé&o de crescimento foi observado na altura, massa fresca da
parte aérea, massa fresca e seca da raiz nas mudas micropropagadas de
bananeira, por algumas actinobactérias analisadas, com variacdes entre as

cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine’.

4. Os isolados mais promissores para cultivar ‘Maravilha’ foram: AC 22, AC 34,
AC 42 e AC 45.

5. Os isolados mais promissores para cultivar * Grande Naine’ foram: AC 26C, AC
26L, AC 30, AC 50, AC 52, AC 103 e AC 147.

6. O potencial de promocdo de crescimento das actinobactérias depende do

isolado de actinobactéria e da variedade de bananeira.
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CAPITULO 2

Multiplicacdo de Radopholus similis em discos de cenoura e

biocontrole In vitro por actinobactérias
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RESUMO

Estevam, J. L. D. Multiplicacdo in vitro de Radopholus similis em discos de

cenoura e biocontrole in vitro de R. similis por actinobactérias.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de metabdlitos secundarios
produzidos por 21 isolados de actinobactérias na imobilidade e mortalidade de
fémeas de Radopholus similis, visando a selecdo de actinobactérias com potencial
para o biocontrole desse fitonematoide. Os nematdéides foram multiplicados in vitro,
em cilindros de cenouras desinfestados. Foi instalado um bioensaio em tubos do
tipo Eppendorf, sendo adicionados em cada tubo, 50 pL de uma suspensao
contendo 25 fémeas de R. similis e 500 puL dos metabdlitos produzidos pelas
actinobactérias no meio de cultura liquido. A mobilidade dos nematdides foi
avaliada apo6s a incubacao por 24 e 48 horas nos metabdlitos em meio de cultura.
Apos transferéncia dos nematdéides para agua estéril e incubacao por 24 horas, foi
determinado o percentual de mortalidade das fémeas. Os metabdlitos produzidos
em meio de cultura liquido por diversas actinobactérias reduziram a mobilidade de
R. similis, quando comparados a testemunha (nematoides incubados em agua). Os
metabdlitos produzidos em meio liquido pelos isolados codificados como AC 02,
AC 12, AC 16, AC 22, AC 26C, AC 26L, AC 28, AC 34, AC 39, AC42 e AC 49, AC
92, AC 103 e AC 147 causaram taxas de mortalidade acima de 50%. Os isolados
mais eficientes foram AC 92, AC 103, AC 39, AC 26C, AC 147, AC 12 e AC 34 que
causaram 87,0%, 76,0%, 76,0%, 74,0%, 72,0%, 71,0% e 66,0% respectivamente,
de mortalidade do R. similis.

Palavras-chave: Streptomyces sp., controle biol6gico, metabolitos secundarios
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ABSTRACT

Estevam, J. L. D. In vitro multiplication of Radopholus similis in carrot

cylinders and in vitro biocontrol of R. simillis by actinobacterias.

This study aimed to evaluate the effect of secondary metabolites produced by 21
isolates of actinobacteria in the immobility and mortality of Radopholus similis
females, for selection of actinobacteria with potential for biocontrol of this plant
parasitic nematode. The nematodes were multiplied in vitro, in surface sterilized
carrot cylinders. A bioassay was conducted in Eppendorf tubes with a 50uL water
suspension containing 25 females of R.similis and 500uL of actinobacteria liquid
growth medium with the metabolites produced by them during growth. Nematode
mobility was evaluated after incubation for 24 and 48 hours in culture medium with
actinobacteria metabolites and, after transferring the nematodes to sterile water
and incubation 24 hours, the percentage of females mortality was determined.
Metabolites produced in liquid medium by several isolates of actinobacteria
caused immobility of R. similis, when compared to control treatment (nematodes
incubated in water). Isolates coded as AC 02, AC 12, AC 16, AC 22, AC 26C, 26L
AC, AC 28, AC 34, AC 39, AC 42, AC 49, AC 92, AC 103, and AC 147 caused
mortality rates above 50%. The most efficient isolates were AC 92, AC 103, AC
39, 26C AC, AC 147, AC 12, and AC 34, which caused 87.0%, 76.0%. 76.0%
74.0% 72.0% 71.0%, and 66.0% respectively, mortality rates of R. similis.

Keywords: Radopholus similis, biological control, secondary metabolites.
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1.0 INTRODUCAO

Com uma producdo de 6,78 milhdes de toneladas, atualmente o Brasil
destaca-se como terceiro produtor mundial de bananas, sendo cultivadas em
quase todos os Estados brasileiros (FAO 2009). A bananicultura € uma atividade
de alta relevancia socioeconémica para o Pais. Todavia, apesar de ser um dos
maiores produtores mundiais, o Brasil apresenta baixa produtividade média,
quando comparado com outros paises, cenario que vem sendo atribuido ao

ataque de fitopatdgenos e condi¢des de plantio (COSTA, 2000).

Os fitonematdides estdo entre os principais problemas fitossanitarios da
bananicultura brasileira. As perdas causadas por tais parasitas podem chegar a
100%, quando o seu controle ndo é efetuado corretamente. Danos nas raizes e
nos rizomas, causados pela invasdo de nematoides seguidos por certos fungos e
bactérias, sdo os mais sérios problemas nas variedades do subgrupo Cavendish
depois da Sigatoka-negra (COSTA, 2000). Estes nematdides comprometem a
absorcdo e transporte de agua e nutrientes pelo sistema radicular, provocam o
tombamento de plantas e as predispdem ao ataque de outros microrganismos
(DIAS & RIBEIRO JUNIOR, 2001).

Em levantamento realizado no Norte de Minas Gerais, DIAS & RIBEIRO
JUNIOR (2001) detectaram as espécies Radopholus similis (Cobb) Thorne,
Helicotylenchus multicinctus (Cobb) Golden, Pratylencgus coffear (Zimmermann)
Filipjev & Stekhoven, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira e Meloidogyne
spp. Goeldi, as quais sdo citadas na literatura como as principais espécies de

nematoides patogénicos a bananeira.

O nematdide R. similis em populagbes elevadas pode causar baixa
produtividade, frutos de tamanho reduzido e tombamento da planta (COSTA,
2000). As lesdes ocasionadas por este nematdide também podem ser portas de

entrada para microrganismos fitopatogénicos (GOMES & CAMPOS, 2008).

Para reducdo da populacdo de fitonematoides existem varios métodos de

controle, sendo que o mais empregado € o quimico, utilizando principalmente
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nematicidas organofosforados e carbamatos. No entanto, este método apresenta
custo alto e uma série de desvantagens com relacdo a contaminagdo do meio
ambiente e a satude humana.

As diferentes formulacfes dos nematicidas atuam de maneira diferente
sobre o controle das espécies de nematodides presentes no solo. Os nematicidas
atuam com maior eficacia sobre nematdides endoparasitas sedentarios, como
Meloidogyne spp, que possuem uma longa fase no solo, quando comparada a
eficacia sobre endoparasitas migratérios como R. similis, o qual vive e completa
seu ciclo de vida em raizes de banana (ARAYA & LAKHI, 2004). Sendo assim,
sua utilizacdo dificilmente alcancara um controle eficiente sobre todas as
espécies. A medida que determinada formulacdo de nematicida controla uma
determinada espécie de nematdide, outras espécies encontradas em nivel
populacional baixo poderdo se reproduzir rapidamente passando a causar
prejuizos a cultura, efeito que até entdo nao era evidenciado devido a competicao
entre as diferentes espécies de nematoides (ARAYA & LAKHI, 2004).

Aplicacdes consecutivas dos nematicidas na superficie do solo causam um
decréscimo no controle de nematdéides e, depois de um curto periodo de tempo,
ocorre a retomada da reproducéo desses fitoparasitos. A populacdo de R. similis
voltou a crescer apo6s aplicacdes sucessivas de nematicidas aldicarb, fenamifos,
izazophos, carbofuran e cadusafos (STANTON & PATTISON, 2000), o que pode
representar um grande problema ao longo do tempo, ja que essa situacdo pode
favorecer a selecdo de nematdides resistentes a nematicidas. A perda da
eficiéncia dos nematicidas com o tempo € atribuida a aceleragcdo natural da
bioegradacdo dos nematicidas apés o uso repetido das mesmas formulacées
(ARAYA & LAKHI, 2004).

No solo, os nematicidas sdo degradados lentamente por microrganismos,
em compostos ndo nematéxicos (JOHNSON, 1998).

O uso de variedades resistentes é uma maneira natural e altamente
recomendavel de controlar pragas e doencas. Contudo, no caso especifico de
nematoides, sdo poucas as variedades de banana resistentes disponiveis para 0s
agricultores e, mesmo assim, a resisténcia geralmente & direcionada a umas
poucas espécies de nematdides, consideradas mais importantes para

determinadas culturas.
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O uso de nematicidas sistémicos & considerado a Unica ferramenta eficaz
para reducdo de danos causados por R. similis (DOCHEZ et al., 2000; SIKORA et
al., 2007).0 controle quimico apresenta varios inconvenientes, como o alto custo
dos produtos, os residuos nos frutos, intoxicacdo pela exposicdo aos produtos,
contaminacgdes de fontes de agua, destruicdo da microflora do solo (VILAS BOAS
et al. 2002) e, em longo prazo, podem favorecer a indugcédo da resisténcia de
nematoides aos nematicidas.

Na procura por métodos nao quimicos, pesquisas vém sendo realizadas
visando a utilizacdo do controle biolégico com o0 uso de inimigos naturais. O
controle biolégico surge como uma alternativa racional de melhor aproveitamento
dos recursos naturais e se constitui numa demanda constante na agricultura atual,
devido a conscientizacdo da necessidade de utilizacdo de tecnologias limpas de
producdo agricola, ambientalmente mais aceites e que contribuam para a
preservagao dos recursos naturais e a sustentabilidade dos agroecossistemas
(COIMBRA & CAMPOS, 2005).

Dentre o0s microrganismos com potencial para o controle bioldgico,
destacam-se as actinobactérias, que sao bactérias Gram-positivas, aerdbicas
estritas, comumente encontradas no solo, porém ocorrendo também em diferentes
ambientes aquaticos, como pantanos e folhagens em decomposicdo (OTINIANO et
al., 2006). As actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces sao
mundialmente conhecidas pela producédo de antibidticos (PADILHA,1998), agindo
no controle de diversas doencas de plantas (EL-ABYD et al., 1993; SILVA, 1998).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de

actinobactérias na mortalidade in vitro de fémeas e juvenis de R. similis.



64

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1) Obtencédo de metabolitos dos actinobactérias

Foram avaliados 21 isolados de actinobactérias provenientes da colecao de
culturas do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB,
codificados como AC 02, AC 12, AC 16, AC 19, AC 21, AC 22, AC 26C, AC 26L,
AC 28, AC 30, AC 34, AC 39, AC 42, AC 45, AC 46, AC 49, AC 50, AC 52, AC 92,
AC 103 e AC 147. Estes isolados foram pré-selecionados em trabalhos anteriores
como promissores para biocontrole e promocédo de crescimento do tomateiro,
bananeira, girassol, pinhdo manso e mamoneira (SOUZA et al., 2006; PAIXAO,
2008; BRITO, 2010). Os isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo
meio de cultura sélido arginina glicerol sais minerais (AGS) (POTER et al. , 1960),
com incubacdo em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28+2°C
por dez dias. Apdés este periodo, 10 discos de 6 mm das culturas foram transferidos
para frascos de Erlenmeyer contendo meio de cultura AGS liquido, sendo estes
incubados por 14 dias a 28+£2°C, em agitador orbital, a 140 rpm. Ao final desse
periodo, as culturas de actinobactérias foram centrifugadas a 15000 rpm por 10
minutos para separar as células de actinobactérias do sobrenadante (meio liquido
contendo os metabdlitos produzidos pelas actinobactérias). O sobrenadante foi
armazenado em tubos de centrifuga em polietileno, esterilizados, com capacidade
para 15 mL, com tampa de rosca e mantidos em freezer a -4°C, para testes

futuros.

2.2) Multiplicagdo de Radopholus similis em discos de cenoura.

A cultura de R. similis foi obtida da colecdo de culturas em cilindro de
cenouras in vitro, cedida pelo Dr. Dilson Costa da EMBRAPA Recursos Genéticos
e Biotecnologia, em Brasilia. Posteriormente, os nematéides foram multiplicados
em disco de cenoura no Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da

Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, sendo realizados varios
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experimentos para ajuste da metodologia ja descrita anteriormente, buscando
evitar a contaminacao e, consequentemente, a perda de nematoides.

Cenouras frescas, oriundas de plantio organico, foram colhidas e
transportadas diretamente para o laboratorio, onde foram lavadas com &agua
corrente e detergente liquido neutro durante 2 minutos. Para desinfestacdo, em
camara de fluxo laminar, as cenouras foram borrifadas com alcool a 95% e
flambadas por trés vezes consecutivas, por toda a superficie. A casca da cenoura
foi removida com auxilio de um bisturi flambado. Em seguida foram realizados
cortes transversais sobre papel toalha esterilizado, para a obtencao de discos de 3
a 5 mm de espessura. Ainda com auxilio do bisturi foram realizadas trés pequenas
e leves perfuracbes nos discos de cenoura para posterior inoculacdo do
nematodide. Em seguida, os discos foram transferidos para placas de Petri (um

disco/placa), sendo estas seladas com filme de plastico PVC (Figura 1).

Figura 1. Metodologia de preparo dos discos de cenoura para multiplicacdo de R.similis. (A) cortes
dos discos de cenoura com bisturi; (B) padrdo estabelecido de perfurac6es dos discos de cenoura
para posterior inoculagcao dos nematoides; (C) discos em placas seladas com filme de plastico PVC.

2.3) Obtencéo e desinfestacdo de Radopholus similis:

Devido a problemas de contaminacgéo por bactérias e fungos nos discos de
cenoura com a cultura de R. similis, os nematdides foram extraidos dos discos de
cenoura e inoculados em mudas micropropagadas de bananeira, cultivadas em
vaso plasticos de polietiieno de 5 L contendo substrato Vivato Slim, sendo
mantidas em casa de vegetacdo por 50 dias. Apés este periodo, as raizes foram
lavadas com agua potavel e trituradas em liquidificador por 30 segundos. Em
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seguida, a suspensdo de raizes trituradas foi transferida para um conjunto de
peneiras, constituido por uma peneira superior de 60 mesh e uma peneira inferior
de 500 mesh. Com o auxilio da pisseta com agua destilada, o material retido na
peneira inferior foi transferido para um Becker com capacidade para 100 mL e, em
seguida, a suspensdo obtida (40 mL) foi vertida para tubos de centrifuga,
acrescentando-se 1g de caolim e centrifugada a 1750 rpm por 5 minutos. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e cada tubo contendo o pellet, foi
preenchido com a solucédo aquosa de sacarose a 50%, retornando os tubos para
centrifugacéo a 1750 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi vertido em uma peneira
de 500 mesh mantendo-a inclinada e com o auxilio de uma pisseta contendo agua,
eliminou-se o0 excesso de sacarose e recolheu-se a suspensdo em um Becker com
capacidade para 100 mL. Desta suspensdo de nematdides, removeu-se 1mL para
observacdo em microscopio. Os nematdides encontrados com vida foram
pescados e transferidos para Eppendorf (POCASANGRE, 2000; MENESES, 2003;
NUNEZ, 2006).

A desinfestacdo dos nematoides foi feita colocando 25 fémeas de R.similis
por tubo de Eppendorf, sendo o volume deste completado com agua destilada
esterilizada para 1 mL e estes centrifugados por 3 minutos a 3000 rpm. Em
seguida, retirou-se o0 excesso de agua com auxilio de uma pipeta com ponteiras
esterilizadas, deixando-se um pouco de agua no fundo dos tubos e, com o auxilio
de um microscopico estereoscopio, observou-se a presenca de nematoides.

Posteriormente, o volume dos tubos de Eppendorf foi completado com
solucdo de cloreto de mercurio (0,01%) para 1,5 mL e novamente centrifugados
por 3 minutos a 3000 rpm. Retirou-se 0 excesso da solucdo de cloreto com a
micropipeta, verificando-se a presenca de nematdides, sendo o volume
completado com solucdo de sulfato de estreptomicina (0,02%), seguida de
centrifugacdo conforme descrito anteriormente. ApOs retirar 0 excesso de
estreptomicina e verificar a presenca de nematoides, o volume dos tubos de
Eppendorf foram completados com agua destilada esterilizada para 1 mL, sendo
estes centrifugados por 3 minutos a 3000 rpm. Em seguida, verificou-se a
presenca de nematoides, em microscopio estereoscopio, e repetiu-se a

centrifugacdo com agua destilada esterilizada.
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2.4) Inoculagao de R. similis em discos de cenoura

Na camara de fluxo laminar e com auxilio de uma micropipeta, apés o
processo de desinfestacdo dos nematoides descrito acima, o volume restante nos
tubos de Eppendorf foi coletado e transferido para os discos de cenoura, sendo
colocados cerca de 100 nematodides em cada orificio dos discos. Apods inoculagéo,
as placas contendo os discos de cenoura inoculados foram mantidas em repouso
por 24 horas a temperatura ambiente, e no dia seguinte foram incubadas em BOD
a 28°C por 28 dias. Os nematoides foram extraidos dos discos de cenoura

seguindo a metodologia descrita por Nunes (2006).

2.5) Avaliacdo dos metabdlitos das actinobactérias na imobilidade e

mortalidade de fémeas de R. similis.

Foi instalado um bioensaio em tubos do tipo Eppendorf esterilizados, com os
21 isolados de actinobactérias, selecionados anteriormente. Foram colocados 50
pL de uma suspenséo contendo 25 fémeas de R. similis e 500 puL de meio do
cultura AGS liquido contendo os metabdlitos produzidos pelos isolados de
actinobactérias, conforme descrito no item 2.1. Os tubos foram incubados a 28°C
em camara de crescimento B.O.D.

ApGs 24 e 48 horas de incubacado foram contados 0os nematoides méveis e
imoveis, com auxilio do microscépio Optico. Em seguida, os nematoides foram
retirados da suspensdo de metabdlitos e transferidos para agua esterilizada, onde
permaneceram por mais 24 horas em camara de crescimento tipo B.O.D., a
temperatura de 28 + 2°C. Foram considerados mortos 0os nematéides que depois
desse periodo em &gua, ndo recuperaram a mobilidade, sendo avaliada a
porcentagem de fémeas imobilizados e mortas. O tratamento testemunha foi
formado por fémeas de R. similis incubadas em &agua destilada esterilizada e
também incubadas em meio liquido AGS sem cultivo de actinobactérias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Os
dados foram transformados em arc sen (x/100)®°, submetidos & andlise de
varidncia e a comparacdo das meédias pelo teste de Scott & Knott a 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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2.6) Producéo de quitinase e lipase pelas actinobactérias

A atividade quitinolitica foi determinada conforme metodologia descrita por
REWICK et al., (1991). As actinobactérias foram multiplicadas em meio minimo de
sais minerais agar (TUITE, 1969), suplementado com quitina coloidal como Unica
fonte de carbono. As culturas foram incubadas em camara B.O.D. a 28 + 2°C por
dez dias. ApOs este periodo, detectou-se a atividade quitinolitica dos isolados por
meio da visualizacdo de um halo hialino em torno das col6nias crescidas.

Para avaliacdo da producao de lipase, os isolados de actinobactérias foram
multiplicados no meio de cultura de SIERRA (1957), contendo Tween 80 como
Unica fonte de carbono, em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28 = 2°C por dez
dias. A producédo da enzima foi detectada pela formacéo de um halo branco difuso,
constituido de minusculos precipitados de oleato de calcio, ao redor das col6nias

crescidas dos microrganismos.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1) Multiplicagéao de R.similis em discos de cenouras

A metodologia utilizada para desinfestacéo de R. similis foi eficiente, uma
vez que, no total de 90 placas com discos de cenoura (um disco/placa), foi
observado um baixo percentual (5%) de contaminacédo. A taxa de multiplicacéo de
R. similis foi superior nos discos de cenoura com aproximadamente 5 mm de

espessura, em relacdo aos discos de 3 mm de espessura (Figura 2).
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Figura 2. Populacédo de R. similis, apos 28 dias de inoculacdo e incubacéao
em discos de cenoura medindo 3 mm e 5 mm de espessura. O tratamento
testemunha foi formado por discos de cenoura de 3 e 5 mm de espessura
sem inoculacdo com nematoide.

3.2) Caracterizacdo fisiolégica dos actinobactérias.

Dentre as actinobactérias testadas, nove apresentaram atividade
quitinolitica (42% dos isolados) e, a excecao dos isolados AC 02, AC 12 e AC 30,
os demais (95% dos isolados) demonstraram ser produtores de lipase (Tabela 1).

A producédo de quitinase pelos isolados de actinobactérias € um mecanismo
utilizado no biocontrole de nematoides, pela destruicdo da cuticula do nematéide
(GOODAY et al., 1992; PARK et al., 2002). As lipases sédo importantes no controle
de nematdides por degradarem as reservas energéticas dos nematoides e por
atuar nos lipidios de membrana (ARDUIM, 2006; ROCHA, 2007).

A quitina € um polissacarideo presente na parede celular da maioria dos
fungos fitopatogénicos, portanto a producédo dessa enzima por parte dos isolados
das actinobactérias selecionados pode vir a ser um importante mecanismo de
biocontrole (GOODAY et al., 1992; GOMES et al., 2000).
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Tabela 1. Producéo de enzimas extracelulares por actinobactérias.

Atividade enzimatica

Isolado de
Actinobactérias* Quitinase Lipase

AC 02 - -
AC 12

AC 16
AC 19 -
AC 21 -
AC 22 -
AC 26C +
AC 26L -
AC 28 -
AC 30 +
AC 34 +
AC 39 +
AC 42 -
AC 45 -
AC 46 -
AC 49 -
AC 50 -
AC 52 -
AC 92 +
AC 103 +
AC 147 +

++ + 4+ + + +

++++++ A+ A+

*Os isolados foram cultivados em meio minimo de sais com o0s respectivos substratos para as
enzimas e a atividade foi verificada por meio da presenca de zonas de hidrélise em torno das
colénias, para a producdo das enzimas quitinase e lipase. O sinal positivo indica producao e o
negativo a ndo producao das enzimas extracelulares.

3.3) Avaliacdo dos metabdlitos das actinobactérias na mortalidade de fémeas

de R. similis.

Os metabdlitos produzidos em meio liquido pelos isolados de
actinobactérias apresentaram efeito nematostatico e nematicida para R. similis
(P<0,05), quando comparados as testemunhas com agua ou meio liquido AGS
sem o0 crescimento de actinobactérias (Tabela 2). Para a maioria dos isolados
testados, a percentagem de imobilidade de R. similis foi acima de 50%, apos 24 e
48 horas de incubagdo no meio contendo os metabdlitos secundéarios, quando
comparados as testemunhas, caracterizando-se como efeito nematostatico desses

metabdlitos (Tabela 2).
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Observou-se que 16 isolados de actinobactérias causaram mortalidade das
fémeas acima de 50%, apds incubagdo no meio liquido com os metabdlitos
seguido do periodo de 24 horas em agua esterilizada, indicando um efeito
nematicida. Os isolados de actinobactérias que causaram as maiores
percentagens na mortalidade foram: AC 92, AC 103, AC 39, AC 26C, AC 147, AC
12 e AC 34, com 87,0%, 76,0%, 76,0%, 74,0%, 72,0%, 71,0% e 66,0%,
respectivamente, de mortalidade de R. similis (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de metabdlitos de actinobactérias na mobilidade e mortalidade de
fémeas de R. similis ap0s 24, 48 e 72 horas de exposi¢éo.

Fémeas de R. similis

Imoveis (%)* Mortos (%)*
Isolados de
actinobactérias 24 h 48 h 72h

Testemunha (Agua) 0,00 f* 0,00 e 8,00d
Testemunha (AGS) 15,00 e 14,00 d 14,00 d
AC 02 53.00¢C 59,00 b 58,00 b

AC 12 78.00a 78,00 a 71,00 a

AC 16 39,00d 58,00 b 56,00 b

AC 19 34,00d 38,00 c 36,00 c

AC 21 36,00d 42,00 c 47,00 b

AC 22 47,00 c 53,00 b 51,00 b

AC 26C 71,00 b 81,00 a 74,00 a

AC 26L 54,00 c 62,00 b 58,00 b

AC 28 44,00d 51,00 b 53,00 b

AC 30 55,00 ¢ 63,00 b 48,00 b

AC 34 57,00 c 58,00 b 66,00 a

AC 39 76,00 a 76,00 a 76,00 a

AC 42 42,00 c 55,00 b 59,00 b

AC 45 23,00 e 27,00 c 27,00 c

AC 46 38,00d 38,00 c 38,00 c

AC 49 52,00 ¢ 52,00 b 51,00 b
AC50 64,00 b 64,00 b 50,00 b

AC 52 60,00 c 64,00 b 48,00 b

AC 92 87,00 a 89,00 a 87,00 a

AC 103 67,25 b 74,00 a 76,00 a

AC 147 69,00 b 69,00 a 72,00 a

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade.
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Substancias produzidas in vitro por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo a ecloséo, afetando a motlidade e causando mortalidade em
fitonematodides (COSTA, 2001). NAVES et al, (2004), observaram que a
imobilidade e mortalidade de J2 de M. javanica aumentaram em todos os filtrados
bacterianos testados, quando se aumentou o periodo de exposicdo de 24 para 48
horas. COIMBRA & CAMPOS (2005), ao avaliar o efeito de exsudatos de
actinobactérias na motilidade e mortalidade de juvenis de M. javanica, observaram
que os isolados testados promoveram efeito nematicida, com valores de
mortalidade entre 19 e 100%. SOUSA et al., (2009) avaliaram o efeito de
estreptomicetos no controle do nematdide Scutellonema bradys em tuberas de
inhame e verificaram que metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias
promoveram até 100% de mortalidade. Becker et al., (1988), observaram que
houve inibicdo parcial ou total do movimento de M. incognita causada por 50
rizobactérias em testes in vitro. PAIXAO et al, (2008) avaliaram o efeito de
actinobactérias no controle in vitro de R. similis e verificaram que dos isolados
testados, trés se destacaram promovendo até 100% de mortalidade.

No presente trabalho, observou-se que os efeitos nematostatico e
nematicida dos metabdlitos secundarios variam com o isolado de actinobactérias.
De fato, diferencas intrinsecas entre as espécies de actinobactérias, além das
caracteristicas do meio de crescimento, como o pH, temperatura e disponibilidade
de nutrientes, podem interferir tanto na quantidade quanto na composi¢cdo dos
metabolitos produzidos (MOURA et al., 1998), alterando o efeito nematostatico e
nematicida proporcionado pelo meio de cultura liquido contendo os metabolitos
produzidos pelas actinobactérias. Assim, sugere-se que diferentes meios de
cultura e condicBes de pH, temperatura e periodo de incubacéo para o crescimento
das actinobactérias devem ser estudados para a selecdo de isolados promissores
de actinobactérias com efeito nematostatico e nematicida. Adicionalmente, a
selecdo de isolados promissores exige o estudo com plantas em condi¢bes de

casa de vegetagado e campo.
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4.0 CONCLUSOES

1. Os extratos contendo o0s metabdlitos secundarios produzidos pelas
actinobactérias apresentaram efeito nematostatico e nematicida nos testes in
vitro;

2. Dentre as actinobactérias testadas, os isolados AC 12, AC 26C, AC 39, AC 92,
AC 103 e AC 147 sao os mais promissores para o biocontrole de R. similis.

3. Os isolados mais promissores sao produtores de quitinase. Alguns isolados
foram capazes de produzir lipases.

4. A taxa de multiplicagdo de R. similis em discos de cenoura é mais elevada em
discos com 5mm de espessura, do que em discos de 3mm.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura da bananeira é de grande importancia econdémica, social e
nutricional para o Brasil. Entretanto, problemas fitossanitarios, principalmente os
causados pelo nematoide R. similis, tém sido uma grande ameaca a
bananicultura, pelos danos causados e pelas dificuldades no controle com
nematicidas. A busca por alternativas de producéo sustentaveis tem intensificado
os estudos com actinobactérias visando a promocao de crescimento de plantas e

biocontrole de fitopatégenos.

No presente trabalho, foram observados incrementos significativos no
crescimento de mudas micropropagadas de bananeira, variedades ‘Maravilha’ e
‘Grande Naine’, cultivadas em substrato Vivatto Slim® inoculado e incubado com
actinobactérias. A incubac&o proporciona o tempo necessario para o crescimento
das actinobactérias no substrato e a acdo destes na producdo de metabdlitos
secundarios e na decomposicao dos compostos organicos, tornando um ambiente
mais favoravel ao crescimento das plantas, devido a maior disponibilidade de
nutrientes e a acdo de metabdlitos secundarios no crescimento vegetal e no
controle de fitonematdides e outros fitopatdbgenos. Outros aspectos devem ser
considerados na promocédo de crescimento das plantas como a producdo de
substancias reguladoras de crescimento e solubilizacdo de fosfatos pelas
actinobactérias. A acdo das actinobactérias no meio de cultura liquido, com a
producdo de metabdlitos secundéarios, estes nao identificados, causou
mortalidade significativa em R. similis. O controle de fitopatdgenos constitui-se
num mecanismo indireto de promocdo de crescimento pelas actinobactérias.
Entretanto, no presente trabalho, o efeito nematicida das actinobactérias néao foi
testado nas mudas de bananeira, devido a baixa quantidade de inoculo de R.

similis obtido nos discos de cenoura.

As actinobactérias apresentam a capacidade de crescimento no substrato
organico Vivatto Slim® e de colonizacdo in vitro de raizes de mudas

micropropagadas de bananeira.
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Assim, outros estudos devem ser conduzidos para complementar o que foi
iniciado neste trabalho, como o uso de actinobactérias no enriqguecimento de
substratos para crescimento de mudas micropropagadas de bananeira, ainda com

o potencial de controle de R. similis.

A producdo de enzimas extracelulares e &cido indolacético in vitro pelos
isolados de actinobactérias ndo fornece garantia que 0 mesmo ocorrera in Vvivo.
Neste trabalho, as atividades fisioldgicas in vitro foram utilizadas apenas como
indicadores de possiveis mecanismos de a¢éo das actinobactérias.

Os isolados de actinobactérias avaliados quanto a colonizacdo in vitro de
raizes, mostraram-se promissores, colonizando as duas variedades de banana
estudadas neste trabalho e promovendo incrementos significativos no crescimento
das mudas micropropagadas de bananeira, em relagcdo aos parametros; altura da
planta, massa fresca da parte aérea, massa fresca e seca da raiz, com variacfes
entre as cultivares ‘Maravilha’ e ‘Grande Naine’ (capitulo 1).

A multiplicacdo de R. similis, em discos de cenoura necessita de maiores
estudos referente a espessura dos discos e metodologia de desinfestacao (capitulo
2).

Pesquisas futuras sdo indispensaveis para testar os metabolitos produzidos
pelas actinobactérias mais promissoras, em diferentes meios de cultura e
incubacdo por diferentes periodos de tempo, bem como testar o biocontrole de
nematdide em mudas de bananeira, em condi¢cdes de casa de vegetacdo e de
campo.

Outros aspectos importantes para estudos futuros sédo a identificacdo das
actinobactérias em nivel de género e espécie, e identificacdo das substancias
envolvidas na interacdo actinobactéria-planta-nematdide. A sele¢cdo de
actinobactérias colonizadoras de raizes e agentes de biocontrole podera contribuir
para uma agricultura sustentavel, visando aumentar a eficiéncia no controle dos
nematoides e no crescimento e produtividade de culturas de importancia

econdmica e social.



