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ACTINOMICETOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO E AGENTES DE
BIOCONTROLE DO NEMATOIDE CAVERNICOLA DA BANANEIRA

Radopholus similis

Autor: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: Os objetivos desse trabalho foram: quantificar a populagcéo bactérias
totais e actinomicetos na rizosfera e raiz de plantas de bananeira; caracterizar os
isolados de actinomicetos quanto a producao de enzimas extracelulares; avaliar o
potencial dos actinomicetos na promogao de crescimento de mudas de bananeira
cv. Wiliam e o efeito de metabdlitos secundarios produzidos por estes
microrganismos na mortalidade do nematdide cavernicola Radopholus similis. As
densidades populacionais de bactérias totais foram superiores as de
actinomicetos e nao variaram significativamente no solo rizosférico, em
comparagao com as raizes de plantas de bananeira. A caracterizagao fisioldgica
revelou que, dos isolados testados, 63,0%, 43,5% e 6,5% apresentaram atividade
celulolitica, xilanolitica e quitinolitica, respetivamente. Foi observado efeito de
promogao de crescimento de mudas de bananeira pelos actinomicetos, o qual
depende do isolado avaliado. Foram observados incrementos de até 46,2% na
altura de mudas, 65,5% no didmetro do pseudocaule, 283,6% producdo de
matéria seca da parte aérea e 447,5% na producdo de matéria seca da raiz de
mudas de bananeira produzidas em substrato inoculado e incubado com os
actinomicetos. No segundo experimento, conduzido com diferentes actinomicetos,
foram obtidos incrementos de até 109,1% e 81,4% na altura da planta e diametro
do pseudocaule, respectivamente. Para matéria seca da parte aérea e da raiz, os
incrementos atingiram valores de 182,3% e 161,6% respectivamente. Foi
demonstrado o efeito in vitro de biocontrole do nematdide R. similis por
actinomicetos. Os isolados AC12, AC30, AC33, AC51, AC52, AC25, AC36 e
AC39 promoveram imobilidade acima de 50% desse nematdide. Os isolados mais
eficientes foram AC39, AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25 e AC36, que
apresentaram 100%, 80%, 72%, 66,7%, 61,3%, 53,3%, 52% e 50,7%,
respectivamente, de mortalidade do nematdéide R. simils.

Palavras-chave: Promocéao de crescimento, controle biolégico, Musa sp.



ACTINOMYCETES AS PLANT GROWTH PROMOTING AND BIOLOGICAL
CONTROL AGENTS OF Radopholus similis IN BANANA PLANTS

Author: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: The objectives of this work were: to quantify the population of total
bacteria and actinomycetes in the rizosfera and roots of banana plants cv FHIA
18; to characterize the actinomycetes for their ability to produce extracellular
enzymes; to evaluate the potential of these actinomycetes for growth promotion of
banana plants, cv. William, and to evaluate the effect of secondary metabolites
produced by these microorganisms in the mortality of Radopholus similis. The
population densities of total bacteria were higher than those of actinomycetes, and
did not present significant differences in rhizosphere soil as compared to their
populations in roots of banana plants. The physiological characterization showed
that 63.0%, 43.5% and 6.5% presented celulolitic, xilanolytic,and chitinolytic
activity, respectively. For growth promotion of banana plants, on both experiments,
significant increments in plant dry matter production were observed, which
depended on the actinomycete isolate tested. In the first experiment, significant
increments of as high as 46.2% were observed for plant height, 65.5% for plant
stem diameter, 283.6% for plant aerial parts dry matter production, and 447.5% for
root dry matter. In the second experiment, with different actinomycetes,
increments of up to 109.1%, and 81.4% were obtained for plant height and stem
diameter, respectively. For root and aerial parts dry matter production, an increase
of up to 182.3% and 161.6%, respectively, was also observed. The in vitro
biocontrole of the nematode R. similis, by actinomycete isolates was demonstrated
in this work. The isolates AC12, AC30, AC33, AC51, AC52, AC25, AC36, and
AC39 caused over 50% imobility of R. simils. The most efficient isolates were
AC39, AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25, and AC36, which caused,
respectively, a mortality of 100%, 80%, 72%, 66.7%, 61.3%, 53.3%, 52%, and
50.7% of R. simils.

Key-words: Promotion of growth, biological control, Musa sp.



INTRODUGAO

Originaria da india, a banana, Musa sp. é uma das frutas ha mais tempo
consumida pelo homem e a mais popular de todas, sendo consumida no mundo
inteiro. E uma planta de clima quente e umido, que pertence a familia das
musaceas (MOREIRA, 1999).

A india é o maior produtor mundial de banana e o Brasil ocupa o 2° lugar,
com cerca de 9% do que é produzido mundialmente (FAO, 2008). A cultura da
banana tem grande importancia social, por permitir a fixagdo do homem no
campo, gerando mais de 500.000 empregos diretos, sendo uma das culturas mais
plantadas no pais, e importante fonte de alimento. A bananicultura ocorre em
todos os estados brasileiros e é pratica comum entre os agricultores familiares.
Dados da FAO (2008) indicam que em 2005, o pais produziu 6.703.400 t de
banana, correspondendo a um aumento de 1,8% em relagdo ao que foi produzido
em 2004. Sdo Paulo continua sendo o primeiro estado produtor no Brasil, com
1.178.140 t (17,6% da producdo nacional), enquanto que a Bahia detém a
segunda maior produgao (975.620 t, correspondendo a 14,6% do total), com um
acréscimo significativo de producdo entre os anos de 2004 e 2005 (11,8%), em
razao de uma maior area colhida. Em 2005, o estado da Bahia apresentou a
maior area com bananicultura do Brasil (FAO, 2008), sendo Wenceslau
Guimaraes o municipio com maior produgéo de bananas do pais, com 164.000 t.

A cultura da banana apresenta um serie de problemas fitossanitarios,
destacando-se o nematdide cavernicola Radopholus similis, em razdo dos danos

que ele pode vir a causar a planta (COSTA, 2000).



Em relacdo aos nematoides, estes constituem o mais abundante grupo de
animais multicelulares em numero de individuos no universo, estimado em um
milhdo de espécies (CHRISTIE, 1986). Sao animais microscopicos,
essencialmente aquaticos, usualmente chamados de vermes (designagéo antiga
dada também a minhocas e outros organismos, cuja forma do corpo é longa e
delgada). Ha espécies que se alimentam de fungos ou de bactérias, sendo
chamados de nematdides de vida livre. Outros parasitam animais (zooparasitos)
ou plantas (fitoparasitos) (VIGLIECHIO, 1991).

Os nematdides fitoparasitos de plantas vivem no solo ou no interior de
estruturas vegetais, tais como: folhas, caules e, principalmente, raizes. Estes
possuem um oOrgao similar a uma agulha de seringa, o estilete, com o qual
introduzem substancias nas células, digerindo e sugando o conteudo celular.
Dessa forma, os nematodides se alimentam e também podem introduzir toxinas na
planta (THORNE, 1961).

Os nematodides fitoparasitas que promovem a destruicdo do sistema
radicular, induzindo a formacéo de nodulagdes ou lesdes necréticas nas raizes,
impedem as plantas de absorverem agua e nutrientes, reduzem a capacidade de
sustentacéo da planta, ocorrendo frequentes casos de tombamento da planta pela
acao do vento ou pelo préprio peso do cacho, em bananeiras (DIAS e RIBEIRO
JUNIOR, 2001).

Segundo Demuner et al.,, (2008), os prejuizos anuais causados por
nematoides na agricultura atingem a cifra de 100 bilhdes de ddélares no mundo
inteiro. Essas perdas sdo grandes em todo o mundo. Porém, sdo especialmente
intensas em regides tropicais e subtropicais, onde fatores ambientais como
temperatura, tipo do solo, vegetacdo e estagdes chuvosas favorecem o
desenvolvimento, reproducéo e a sobrevivéncia dos nematoides.

Os nematdides fitoparasitos tém sido responsabilizados por uma
significativa parcela de danos e perdas em diversas culturas no mundo,
provocadas pela destruicdo do sistema radicular (AGROBYT, 2008).

Diversas espécies de fitonematoides tém sido identificadas associadas as

raizes e ao solo da rizosfera de plantas de bananeira. Entretanto, o nematdide



cavernicola Radopholus similis (Cobb) Thorne é considerado o mais importante
fitonematdide da banana por causar graves danos a cultura, podendo em alguns
casos inviabilizar o seu cultivo (COSTA et al., 1998).

O nematdide cavernicola da bananeira foi encontrado no Brasil em 1959, a
partir de mudas oriundas do litoral de Sdo Paulo (CARVALHO, 1959). Mais de 40
anos apos esse relato, ainda ocorre ampla disseminagao deste fitoparasito para
outras regides produtoras no Brasil, sendo a bananeira uma o6tima hospedeira
deste nematodide e de outros importantes fitonematdides (COSTA et al., 1998). A
cultura onde este fitonematoide exerce maior parasitismo € a bananeira e citros.
No entanto, este possui uma série de plantas hospedeiras de interesse ornamental
e agricola (CARES e ANDRADE, 2006).

Cerca de 146 espécies de nematoides ja foram relatadas associadas a
rizosfera da bananeira (Musa spp.). Contudo, apenas Radopholus similis e
diversas espécies de Meloidogyne Goeldi, Helicotylenchus Steiner, Pratylenchus
Filipjev e Rotylenchulus Linford & Oliveira, causam perdas significativas em
bananais (GOWEN e QUENEHERVE, 1990). Segundo Ritzinger et al., (2007),
estudos realizados em propriedades rurais no pélo Petrolina-PE/Juazeiro-BA,
constataram que os fitonematéides mais freqlientemente associados ao sistema
radicular da bananeira sdo: Helicotylenchus sp.; Meloidogyne spp., Rotylenchulus
reniformis e Radopholus similis.

Radopholus similis causa danos a bananeira nas regides tropical e
subtropical, na maioria dos paises produtores. Tem causado grandes prejuizos no
Estado de Sao Paulo e no Rio de Janeiro e demais regides do pais, onde este se
encontra amplamente disseminado (COSTA, 2000). Esta espécie de nematdide
também ocorre em varias outras regides bananicultoras do pais, devido
principalmente ao plantio de mudas contaminadas (RITZINGER e COSTA, 2004).
E um endoparasito migrador, que se alimenta e multiplica no interior das raizes e
rizoma da bananeira, causando lesdes nesses 6rgdos e reducdo do volume
radicular (COSTA et al., 1998). Seu principal dano econdmico deriva das necroses
radiculares, que resultam no enfraquecimento do seu poder de sustentacao

mecanica, que se faz notar principalmente apds a emissao do cacho. Sob tensao,
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as raizes infestadas com R. similis acabam rompendo e permitindo o tombamento
do pseudocaule, resultando na maioria das vezes, na perda do cacho, pouco
perfilhamento e morte das plantas (GOWEN e QUENEHERVE, 1990; PINOCHET,
1986). Com a evolugdo do processo de infestagdo da muda e tombamento, o
parasita pode voltar ao solo a procura de novas raizes ou permanecer em
pedagos de rizoma no campo, podendo sobreviver sem alimento, apenas com
reservas de seu proprio organismo por pouco menos de seis meses (ROSSI,
2008).

Segundo Costa (2000), as plantas infectadas apresentam-se amarelecidas
e os cachos, quando ocorrem, apresentam frutos pouco desenvolvidos. O sistema
radicular é reduzido e ao longo do rizoma observam-se necroses castanho-
avermelhadas, com a coalescéncia das lesdes resultando em cavidades maiores
(cavernas), o que leva a denominagdo de “nematdide cavernicola”. Altas
infestacdes de R. similis provocam rachaduras ao longo das raizes. Esses danos
podem ser agravados por fatores externos como doengas e estresses ambientais
e podem também facilitar a penetragdo de outros patégenos (GOMES e
CAMPQOS, 2008).

Em casos de baixa infestacdo pelo nematdide, este causa reducdo na
longevidade e vigor da planta, com menor massa nos cachos e a consequente
diminuicdo da producédo de frutos. Com altas infestagbes, as plantas ndo se
desenvolvem, as folhas ficam pequenas, o cacho n&o atinge a massa ideal, o
sistema radicular apresenta-se pobre em raizes e com raizes curtas, permitindo o
tombamento da planta por ventos fortes ou pela massa do cacho (SANTOS,
2007).

A espécie R. similis apresenta-se com juvenis e adultos vermiformes, com
ciclo de vida completado ao redor de 20 a 25 dias, a temperatura de 24 a 32° C,
com fémeas colocando em média, 4 a 5 ovos por dia no solo e, principalmente, no
sistema radicular, durante duas a trés semanas. Os ovos sdo colocados
isoladamente. Somente os estadios juvenis e as fémeas s&o infestantes, enquanto
que os machos nao parasitam as plantas. A reproducdo é predominantemente

anfimitica. O estilete do macho é atrofiado e, desta forma, ndo é considerado
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parasita, apresentando aparelho digestivo degenerado. As fémeas possuem
es6fago completo e forte estilete (COSTA, 2000). A temperatura ideal de
reproducao deste nematdide ocorre aos 30°C, sendo que acima de 33°C e abaixo
de 16°C, ndo é observada reproducao (ELBADRI, 2000).

No Brasil, além da bananeira, R. similis ja foi constatado nas seguintes
espécies: capim-assu (Andropogon minarum, (Ness) Kunth), café, cenoura,
banana-ornamental, fruta-do-conde (Annona squamosa L. e Rollinia deliciosa
Saff.), maria-pretinha (Solanum nigrum L.), cacau, caupi € milho (COSTA-MANSO
et al., 1994).

De acordo com Araya et al, (2002) comunidades poliespecificas de
nematodides sdo comuns na Costa Rica e consistem da mistura de R. similis,
Helicotylenchus multicinctus, H. dihystera, Meloidogyne incognita, M. javanica,
Pratylenchus spp. e, raramente, Rotylenchulus reniformis. Analisando 60.032
amostras de raizes durante o periodo de 1995 a 1999, estes autores constataram
que R similis foi o mais abundante, representando 82-86% do total de nematoides
recuperados nas amostras.

Atualmente, a estratégia de controle de fitonematdides mais utilizada € o
controle quimico com o uso de nematicidas sintéticos (BRIDGE, 2000). No
entanto, sabe-se que o uso indiscriminado de nematicidas, além de onerar a
producdo, coloca em risco a saude dos aplicadores e consumidores, podendo
exercer forte pressdo de selecdo sobre os organismos presentes no solo,
selecionando formas mais resistentes ao produto quimico.

A utilizacao de variedades resistentes € a melhor forma de controlar pragas
e doencgas (ELSEN et al., 2002). Contudo, no caso de nematdides, sdo poucas as
variedades resistentes disponiveis para o agricultor e a resisténcia geralmente é
direcionada a umas poucas espécies de nematdides considerados mais
importantes para determinadas culturas de importancia econdmica.

Trabalhos desenvolvidos por Costa (2004) revelaram e ocorréncia de
grande variabilidade patogénica nas populagdes de R. similis em gendtipos de
bananeira diploides (AA) e tripldides (AAA), com diferentes graus de resisténcia.

Independentemente do gendtipo, a infecgdo causada pelas diferentes populagdes



de R. similis refletiu-se nas variaveis altura de plantas, peso da parte aérea e do
sistema radicular. Uma relacdo positiva foi observada entre o numero de
nematoides por grama de raiz e o efeito mais severo sobre a redugédo da altura
das plantas e do peso das raizes, quando comparados aos das plantas-controle.

Considerando a variabilidade encontrada em populacbes de R. similis, a
resisténcia nao pode ser considerada como sendo a unica solugaéo dos problemas
causados por pragas, mas deve ter um papel importante no manejo em diversos
sistemas de produgdo (GONZALES-RODRIGUEZ et al., 1997; STARR et al.,
2002).

A utilizagdo de mudas de bananeira propagadas in vitro constitui-se numa
estratégia de controle eficiente em areas virgens, garantindo a isengdo das
doencas nos primeiros anos de cultivo. Entretanto, o transito de maquinas e
implementos, veiculos e embalagens utilizados no transporte dos frutos nas
lavouras e o uso de mudas infectadas promovem a disseminacdo desses
nematoides (STEPHENS, 1995).

Dentre as estratégias de controle, o biocontrole vem surgindo como uma
alternativa racional, com elevada demanda e essencial a agricultura na atualidade.
Seu uso reduz a poluicdo do meio ambiente, o risco de contaminagcdo do homem,
dos animais e do produto agricola, podendo contribuir para a preservagcao dos
recursos naturais e a sustentabilidade dos agroecossistemas (COIMBRA e
CAMPQOS, 2005).

No solo e substratos organicos de crescimento de plantas, ocorre
normalmente uma populagdo elevada de microrganismos, incluindo bactérias,
fungos, protozoarios e algas. Entretanto, as bactérias sdo o tipo mais abundante,
devido ao seu rapido crescimento e a habilidade de utilizar uma ampla gama de
compostos como fonte de carbono e nitrogénio. Esse fato, aliado ao suprimento
constante de compostos organicos exsudados pelas raizes, possibilita a
ocorréncia, na rizosfera, de uma ampla e diversificada populagdo bacteriana
(GLICK, 1995).

Metabdlitos produzidos por microrganismos no meio em que crescem sao

conhecidos ha muito tempo (YABROUGH et al., 1993). Esses compostos podem



agir no controle do crescimento de microrganismos, por diversos mecanismos,
como por exemplo, por antibiose promovida por antibidticos produzidos por
rizobactérias (KEEL et al., 1990). Produtos naturais também tem sido fonte de
compostos para o controle de pragas e doengas (ISMAN, 2000).

A industria tem explorado comercialmente substédncias metabdlicas
produzidas por fungos e bactérias (NARDO e CAPALBO, 1998). Substancias
produzidas in vitro por fungos e bactérias tém sido reportadas inibindo a ecloséo,
afetando a motilidade e causando a mortalidade em fitonematoides (COSTA et al.,
2001; SOUSA et al., 2006).

Dentre os agentes de controle biolégico com potencial para o controle de
nematoides, os actinomicetos tém sido muito estudados (SOUSA et al., 2006).
Actinomicetos sdo um grupo de bactérias gram-positivas que formam filamentos
ramificados e possuem caracteristicas de bactérias e fungos (BOREM, 1998).
Estes sdo importantes produtores de compostos bioativos e possuem grande
potencial como agentes de controle de fitopatdogenos, visto que 85% dos
antibidticos conhecidos sdo produzidos por esses microrganismos (GOTTLIEB,
1973). Estes microrganismos produzem antibidticos, enzimas e inibidores
enzimaticos de interesse industrial (WILLIANS e VICKENS, 1986). Na agricultura,
a avermectina produzida pelo actinomiceto Streptomyces avermitilis (Burg) Kim &
Goodfellow (STRETTON et al., 1987), possui efeito nematicida ja testado no
controle de Meloidogyne incognita (Kofold & White) Chitwood, Hoplolaimus
galeatus (Cobb) Thorne, Tylenchulus semipenetrans (Cobb), Tylenchorhynchus
dubius (Butschli) Filipjev e Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev (GARABEDIAN
e VAN GUNDY, 1983; BLACKBURN et al., 1996).

Uma serie de trabalhos desenvolvidos com plantas do género Tagetes,
familia Asteraceae, conhecido popularmente como cravo-de-defunto, e com a
Crotalaria tem demonstrado a sua eficacia para controlar fitonematdéides e um
consideravel numero de trabalhos de pesquisa tem sido conduzidos nesta area
(NAGANATHAN et al., 1988, FABRY et al., 2007).

Populagdes de Radopholus similis e Pratylenchus coffeae foram reduzidas

nas raizes de banana quando consorciada, por quatro meses, com Tagetes sp.,



Medicago sativa, Crotalaria juncea ou Coriandrum sativum (NAGANATHAN et al.,
1988).

Quando a cultura da banana foi consorciada com seis fileiras de T. erecta
ou T. patula, as populagbes de Meloidogyne, Radopholus e Pratylenchus
diminuiram e as raizes foram menos danificadas (SUPRATOYO, 1993).

Estudos da rizosfera de plantas antagonistas também foram realizados por
Kloepper et al. (1991). Os autores observaram que o numero de isolados
eficientes no controle dos fitonematdides foi de 4 a 6 vezes maior entre aqueles
provenientes das plantas antagonistas do que de soja, a espécie suscetivel.

Para aumentar as chances de obtencdo de rizobactérias eficientes no
controle de fitopatégenos, deve-se obté-las de plantas reconhecidamente
antagonistas aos nematodides parasitas de culturas comerciais. Segundo Kloepper
et al. (1991;1992), isolamentos de raizes destas plantas podem aumentar em até
seis vezes as chances de se encontrar bons candidatos em testes in vivo.

As rizobactérias tém uma série de vantagens sobre os nematicidas ou
mesmo sobre outros agentes de controle biolégico: sdo faceis de serem
produzidas em massa; sao de facil armazenamento; sdo adaptaveis a tecnologia
de formulagdo e ndo requerem manipulagédo genética (SIKORA e HOFFMANN-
HERGATEN, 1992). As rizobactérias podem ser aplicadas via tratamento do
substrato de produgédo de mudas, imersao das raizes de mudas em suspensdes
bacterianas, rega das plantas com a suspensao bacteriana, imersao das sementes
na suspensao de rizobactérias ou peletizagdo em alginato das sementes com
rizobactérias.

Alem de produzirem metabdlitos toxicos aos fitonematoides, as
rizobactérias podem ser benéficas para o crescimento das plantas, sendo estas
denominadas rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR - Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) (KLOEPPER et al., 1989) ou como bactérias
capazes de incrementar a produgao (YIB - Yield-Increasing Bacteria) (PIAO et al.,
1992), as quais tém demonstrado potencial para o desenvolvimento de sistemas

sustentaveis de produgéao agricola (PAN et al., 1999).



A promocgao de crescimento pode ocorrer de formas indiretas ou diretas
(ALVEREZ et al., 1995). As rizobactérias podem reduzir ou prevenir os efeitos
negativos de um ou mais microrganismos patogénicos e/ou deletérios ao
crescimento de plantas (DELGADILLO et al., 2001), causar indugao de resisténcia
sistémica (ROMEIRO, 1999), promover a mineralizagado de nutrientes (SILVEIRA,
2001), a destoxificagcdo do solo (FERRO et al., 1994), produzir antibiéticos
(FRAVEL,1998), enzimas (GLICK et al., 1995), a exemplo da quitinase (GOMES et
al., 2000), acido cianidrico (HCN) (LUZ, 1996), promover a solubilizagdo de fosfato
(MELO, 1998) e a fixagao biolégica de nitrogénio (GRIMES e MOUNT, 1984). O
efeito direto na promocdo de crescimento de plantas ocorre a partir do
fornecimento de compostos que atuam como reguladores de crescimento da
planta ou que facilitam a absorgéo de nutrientes (GLICK, 1995).

A utilizagdo de PGPRs, diretamente ou indiretamente, teria a vantagem de
diminuir a utilizagdo de insumos quimicos, com beneficios tanto de ordem
econbmica quanto de ordem ecolégica, uma vez que tais produtos geram,
frequentemente, problemas de contaminag¢ao ambiental.

O controle biolégico é hoje, uma alternativa muito procurada e valorizada,
principalmente para o controle de patdgenos do solo, os quais séo de dificil
controle e os produtos quimicos nao tém demonstrado boa eficiéncia. Além disso,
os produtos quimicos apresentam riscos de poluicdo do meio ambiente,
contaminagdo do homem e animais, enquanto que o controle biologico é
considerado uma alternativa de menor risco e com maior aceitacdo e grande
procura por produtores, profissionais da area agricola e todos os que se
preocupam com as questdes de impacto e conservagdo do meio ambiente. As
estratégias prioritarias de manejo de fitonematdides sao aquelas que diminuem os
custos de producdo agricola, aumentam a produg¢do e ndo agridem o ambiente.
Desta forma, o uso de actinomicetos e outras rizobactérias como agentes de
biocontrole do nematéide Radopholus similis deve ser estudado e explorado como
uma alternativa para o controle deste nematéide.

Assim, os objetivos desse trabalho foram: quantificar as populagbes totais

de bactérias na rizosfera de plantas de banana FHIA 18; caracterizar os isolados
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quanto a producgao de enzimas extracelulares; avaliar o potencial destes isolados
na promogao de crescimento de mudas de bananeira cv. William e avaliar o efeito
de metabdlitos secundarios produzidos pelos actinomicetos na mortalidade do

nematodide cavernicola Radopholus similis.
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ACTINOMICETOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE
BANANA

Autora: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: Este trabalho teve como objetivos estudar a densidade populacional de
bactérias totais e actinomicetos da rizosfera de bananeira, isolar os atinomicetos,
caracteriza-los quanto a capacidade de producdo de enzimas extracelulares
(celulase, xilanase e quitinase) e avaliar o seu potencial para a promogéo de
crescimento de mudas micropropagadas de bananeira. A densidade populacional
para bactérias totais foi de 8,60 x 10’ UFC.g™" de solo e 1,90 x 10® UFC.g™ de raiz
e, para actinomicetos, foi de 5,25 x 10° UFC.g™" de solo e 1,44 x 10" UFC.g”" de
raiz, no plantio de bananeira cv FHIA 18. Os testes in vitro indicaram que, do total
de 46 actinomicetos isolados, 29 apresentaram atividade celulolitica, 20 atividade
xilanolitica e 3 atividade quitinolitica. A inoculagdo e incubacdo do substrato
Plantmax-Horta® com diferentes actinomicetos proporcionou incrementos
significativos no crescimento das mudas de bananeira, nos dois experimentos
conduzidos. No primeiro, foram obtidos incrementos de até 46,2% na altura das
mudas, 65,5% no didmetro do pseudocaule, 283,6% para matéria seca da parte
aérea e 447,5% para matéria seca da raiz. No segundo experimento também
foram obtidos resultado significativos de promog¢ao de crescimento. Este trabalho
demonstra o efeito benéfico de actinomicetos no crescimento de mudas de

bananeira, que depende do isolado testado.

Palavras-chave: Promocé&o de crescimento, Musa sp., actinomicetos.
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ACTINOMYCETES AS GROWTH PROMOTERS OF BANANA PLANTS

Author: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Adviser: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: This work aimed to study the population densities of total bacteria
and actinomycetes from rhizosphere soil and roots of banana plants, to isolate
actinomycetes and characterize them for their capacity to produce extracellular
enzymes (celulase, xylanase and chitinase), and to study their potential to promote
growth of micropropagated banana plants The population density for total bacteria
was 8.60 x 10" CFU.g" of soil, and 1.90 x 10® CFU.g" of roots, and for
actinomycetes was 5.25 x 10° CFU.g ™ of soil, and 1.44 x 10’ CFU.g™ of roots, at a
banana orchard of cv FHIA 18. The in vitro tests showed that of the 46
actinomycetes isolated, 29 presented celulase activity, 20 presented xilanase
activity, and 3 presented chitinase activity. The inoculation and incubation of the
plant growth organic mixture Plantmax-Horta® with different actinomycete isolates,
promoted significant increments in growth of banana plants, in two experiments.
For the first experiment, increments of up to 46.2% were obtained in plant height, o
65.5% in steam diameter, 283.6% in dry weight of plant aerial parts, and 447.5%
for root dry weight matter. Significant results of growth promotion were also
obtained in the second experiment. This work demonstrates the beneficial effect of

actinomycetes in the growth of banana plants, which depends on the isolate tested.

Keywords: Promotion of growth, Musa sp., Actinomycetes.
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INTRODUGAO

A bananeira é uma planta herbacea, do género Musa, de grande valor
econdbmico e social no Brasil, por gerar muitos empregos, além de ser uma
importante fonte de alimento (COSTA, 2004).

No entanto, a cultura apresenta diversos problemas fitossanitarios como a
susceptibilidade as sigatokas amarela e negra, ao Mal do Panama, ao Moko da
bananeira e a nematdides, 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).

Como o controle quimico é oneroso e pode gerar problemas ambientais e
riscos a saude do homem e animais, o controle biolégico se insere como uma
importante alternativa, que necessita de ser mais estudada e explorada no setor
agricola. Aliado ao uso de mudas micropropagadas, que sdo consideradas um
material propagativo livre de patdégenos, a utilizagdo de microrganismos com
potencial de controle de fitopatdgenos e/ ou promogao de crescimento de plantas,
pode proporcionar ao agricultor, mudas de melhor qualidade fitossanitaria, com
maior capacidade de sobrevivéncia no campo, maior vigor e resisténcia ao ataque
de patégenos nos primeiros estadios de desenvolvimento e, quando comparadas
as mudas convencionais (ALVES et al, 2005).

Dentre os potenciais agentes de controle biolégico e promogao de
crescimento de plantas, os actinomicetos constituem um importante grupo de
bactérias comumente isoladas do solo, conhecidos por sua ampla capacidade de
producdo de metabdlitos secundarios, entre eles os antibidticos, enzimas
extracelulares e inibidores enzimaticos. Estes microrganismos tém varias
aplicagdes em diversas areas, entre elas a agricultura, onde atuam na promogao
de crescimento de plantas e controle de fitopatégenos (BLACKBURN et al., 1996).

Segundo Silva, (2007) estudos de promog¢ado de crescimento com 63
isolados de rizobactérias em mudas de cacaueiro, demonstraram incrementos

significativos na altura da planta, matéria seca da parte aérea e matéria seca da
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raiz. Trabalhos realizados por Sousa et al., (2006) com isolados de
estreptomicetos em mudas de tomateiro, demonstraram o potencial destes
microrganismos como agentes de biocontrole de doengas e promogao do
crescimento de plantas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos isolar e quantificar a
populacdo de bactérias totais e de actinomicetos da rizosfera de plantas de
bananeira, caracterizar os actinomicetos quanto a capacidade de producido de
enzimas extracelulares e avaliar o potencial desses microorganismos na

promocao de crescimento de mudas de bananeira.
MATERIAL E METODOS
Isolamento de actinomicetos de solo e raiz

Para o isolamento e quantificagdo das populagdes de rizobactérias e
actinomicetos, foram coletadas amostras de solo e raizes de plantas de bananeira
FHIA 18, cultivar tetrapléide AAAB, no campo experimental da EMBRAPA
Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, Bahia. Foram coletadas
cinco amostras de solo e de raizes com solo rizosférico na area da projecéo da
copa de bananeiras FHIA 18, a uma profundidade de 0 a 30 cm da superficie do
solo. Isolados de actinomicetos foram obtidos também da rizosfera de plantas de
cravo-de-defunto (Tagetes sp) e crotalaria (Crotalaria juncea), plantados

Para a quantificagcdo de actinomicetos e bactérias totais, amostras de 10 g
de raizes e de 10 g de solo rizosférico foram transferidas para frascos de
Erlenmeyer com 90 ml de solugao salina (NaCl a 0,85 %) estéril e agitadas por 30
minutos em agitador orbital a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas
diluicbes decimais em série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9 ml da solugao
salina estéril, obtendo-se diluigdes de 10™ a 107°.

Foi realizado o plaqueamento de 100 pl das diluicdes 102 a 10 em meio
AGS sdlido (Arginine-Glycerol-Mineral Salt Agar) para actinomicetos e em meio

Nutriente Agar (NA) (LEVINE, 1954) para bactérias totais, com trés repeticdes
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para cada dilui¢do, sendo o inéculo espalhado com alga de Drigalsky. O meio AGS
€ constituido de: 1g de L-arginina; 12,5mL de glicerol; 1g de KoHPO4; 1g de NaCl;
0,5g de MgS0O47H,0; 1ml de solugdo de micronutrientes; 20g de agar em 1 litro de
agua destilada, com pH ajustado para 7,2. A solugado de micronutrientes continha:
1g de Fey(S0y); (6H20); 0,1g de CuSO4 5H,0; 0,1g de ZnSO4 7H,0 e 0,1g de
MnSO4H,0 em 100 mL de agua destilada. Ambos os meios de cultura receberam
ciclohexamida na concentragdo de 100 pg/ml. Para o crescimento de
actinomicetos, as placas foram incubadas por 12 a 20 dias a 28 + 2°C em camara
de crescimento tipo B.O.D. e para o crescimento de bactérias totais as placas
foram incubadas a temperatura de 28 + 2°C por 48 horas.

As populacées de actinomicetos e bactérias totais no solo e nas raizes
foram estimadas pela contagem das unidades formadoras de colénias (UFC), com
base na seguinte formula: UFC.g" = N x 10 x F x Y, sendo: N = nimero de
colénias, F = 10 (fator de corregcdo do plaqueamento de 100 pl de suspenséo por
placa para 1 ml de suspenséao), Y = fator de diluicdo da amostra. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), sendo realizada a
analise de variancia e, em seguida, a comparacao das medias pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

As colbnias individualizadas de actinomicetos foram repicadas para meio
AGS. Estes isolados foram transferidos para tubos criogénicos contendo glicerol-
agua 20%, estéril, e mantidos a temperatura de — 20 °C para a preservagao das
culturas.

A mesma metodologia foi utilizada para isolamento de bactérias e
actinomicetos de solo rizosférico e rizoplano de crotalaria (Crotalaria juncea) e
cravo de defunto (Tagetes sp.), plantados em vasos e mantidos em casa de

vegetacao).
Caracterizagao fisiolégica dos actinomicetos

Foi avaliada a presenca da atividade xilanolitica, celulolitica e quitinolitica
de 46 isolados de actinomicetos, codificados como: AC1, AC2, AC7, AC8, AC11,
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AC12, AC13, AC15, AC16, AC17, AC18, AC19, AC20, AC21, AC22, AC23, AC24,
AC25, AC26, AC27, AC28, AC29, AC30, AC31, AC32, AC33, AC34, AC35, AC36,
AC37, AC38, AC39, AC40, AC41, AC42, AC43, AC44, AC45, AC46, AC47, ACA48,
AC49, AC50, AC51, AC52 e AC66. Estes foram isolados de solo e de raizes de
bananeira FHIA 18, cravo-de-defunto e crotalaria, no municipio de Cruz das

Almas, Bahia, conforme descrito anteriormente.

Producao de Xilanase e Celulase

As atividades enzimaticas foram determinadas conforme metodologia
descrita por Lewis (1988). Os isolados foram multiplicados em meio minimo de
sais (TUITE, 1969), suplementado com 1g de xilana (Sigma) ou celulose
microcristalina (Vetec) como unica fonte de carbono e incubadas em camara tipo
B.O.D. (28 + 2°C), durante aproximadamente 15 dias. Apds este periodo, foram
adicionados 10 mL da solugdo aquosa de vermelho congo a 0,5 %, em cada
placa, seguido de incubagcdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds a
incubagao, foi removido o excesso da solugdo de vermelho congo e adicionados
10 ml da solugéo salina (NaCl a 1 M) em cada placa, sendo estas mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apos a remogdo da solugdo salina,
observou-se a formagado ou ndo de halo de coloragdo alaranjada em torno das

colénias, indicando a atividade celulolitica e xilanolitica dos isolados.

Producao de Quitinase

Para detectar a producdo de quitinase pelos isolados de actinomicetos,
utilizou-se a metodologia descrita por Renwick et al. (1991). Os actinomicetos
foram multiplicados em meio minimo de sais (TUITE, 1969), suplementado com
quitina coloidal (HSU e LOCKWOOD, 1975) como unica fonte de carbono. As
culturas foram incubadas em camara B.O.D. (28 + 2°C) durante 10 dias. Apds este
periodo, a atividade quitinolitica dos isolados foi detectada pela visualizagado de

um halo hialino em torno das col6nias crescidas.
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Avaliagcdao da capacidade de promoc¢ao de crescimento de mudas de

banananeira pelos actinomicetos

Para avaliar o efeito da inoculacdo e incubagdo do substrato Plantmax-
Horta® com isolados de actinomicetos no crescimento de mudas de bananeira
foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo. No primeiro
experimento foram avaliados dezoito isolados de actinomicetos (AC12, AC13,
AC15, AC17, AC20, AC21, AC24, AC26, AC30, AC34, AC38, AC40, AC42, AC43,
AC46, AC47, AC48 e AC52) oriundos de solo rizosférico e raizes de bananeira
FHIA 18, cravo-de-defunto e crotalaria. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado com dezenove tratamentos
(dezoito isolados de actinomicetos e uma testemunha) com cinco repeti¢cdes e
uma planta por parcela. A testemunha foi composta por substrato Plantmax-Horta®
incubado com agua, sem inoculagédo com actinomiceto.

No segundo experimento foram avaliados sete isolados de actinomicetos
provenientes de solo e raizes de bananeira FHIA 18 codificados como AC39,
AC12, AC52, AC36, AC33, AC51 e AC30. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos (sete
isolados de actinomicetos e uma testemunha) com dez repeticdes e uma planta
por parcela. A testemunha foi composta por substrato Plantmax-Horta® incubado
com agua, sem inoculagao com actinomicetos.

Em ambos os experimentos, para obtengdo do indculo, os isolados de
actinomicetos foram cultivados em meio AGS solido por um periodo de 12 dias em
camara B.O.D. a 28 = 2°C, sendo cada isolado de actinomiceto multiplicado em
seis placas de Petri. Apos este periodo, adiconou-se 10 ml de agua estéril em
cada placa e as colénias foram raspadas com o auxilio de uma alga de platina e
ressuspendidas em agua estéril para volume final de 50 ml. Cada suspenséo de
actinomiceto foi adicionada a 5 litros de substrato de produgdo de mudas

(Plantmax-Horta®). Em seguida, esses substratos homogeneizados por agitacéo
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em sacos plasticos e incubados por um periodo de 30 dias a temperatura
ambiente, mantendo-se a umidade proxima da capacidade de campo, com a
adicdo de agua estéril.

Foi determinada a densidade populacional dos isolados de actinomicetos no
substrato apdés o periodo de 30 dias de incubacgdo. Para tanto, utilizou-se o
método de diluicdo seriada e plaqueamento em meio AGS solido, conforme
descrito acima.

Apos os 30 dias de incubacgao, o substrato foi distribuido em sacos pretos
de polietileno (15 x 0,9 cm), colocando-se 1 litro de substrato por saco de muda.
No primeiro experimento, mudas micropropagadas de bananeira cv. Williams,
medindo entre sete e dez cm de altura, foram transplantadas para os sacos
contendo o substrato, deixando uma muda por saco. As mudas foram mantidas
em casa de vegetacdo por um periodo de 45 dias, sendo irrigadas diariamente
com agua potavel. Apos esse periodo, avaliou-se a altura e o didmetro do
pseudocaule na altura do colo das mudas. Em seguida, a parte aérea foi cortada e
as raizes removidas do substrato e lavadas com agua corrente. A parte aérea e
raizes foram secas em estufa de secagem a 65°C por aproximadamente 72 horas,
até obtengao de peso constante, para determinagdo do peso da matéria seca da
parte aérea e da raiz. As médias foram comparadas pelo teste Scott & Knott a 1%
de probabilidade pelo programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

No segundo experimento, seguiram-se os mesmos procedimentos do
primeiro. Entretanto, as mudas cv. Williams mediam cinco cm de altura e foram
mantidas em casa de vegetacdo por um periodo de 70 dias. Apos este periodo,
avaliou-se a altura das mudas, didmetro do pseudocaule na altura do colo e
matéria seca da parte aérea e raizes das mudas. As médias foram comparadas
pelo teste Scott & Knott a 1% de probabilidade pelo programa Sisvar (FERREIRA,
2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Densidade populacional
Os valores obtidos para a densidade populacional de bactérias totais e de
actinomicetos de solo e de raizes de bananeira FHIA 18, do banco de

germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, no municipio de Cruz

das Almas, Bahia, sao apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Densidade populacional de bactérias totais e actinomicetos em solo e raizes de
banana FHIA 18, no municipio de Cruz das Almas, Bahia. Diferengas significativas
(Tukey, P<0,05) dentro de cada amostra s&o indicadas por letras diferentes. Valores

meédios de trés repetigdes sao apresentados.

Nao foram encontradas diferengas populacionais significativas entre as

amostras de solo e de raizes tanto para bactérias totais como para actinomicetos
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(P=<0,05). Entretanto, verificou-se que a populagcdo de bactérias totais é mais
elevada que a populacdo de actinomicetos. A densidade populacional para
bactérias totais foi de 8,60 x 10’ UFC.g™" de solo e 1,90 x 10® UFC.g™" de raiz e
para actinomicetos foi de 5,25 x 10° UFC.g" de soloe 1,44 x 10" UFC.g™ de raiz.
Em geral, a influéncia da rizosfera sobre as populagdes de actinomicetos &
menor do que sobre as populacbes das demais bactérias, visto que esses sao
microrganismos de crescimento lento com baixa capacidade competitiva
(PEREIRA, 2000). O estudo de correlagdo entre a populagdo de bactérias e
actinomicetos nas amostras de solo e de raizes, indicou uma correlacido positiva,

porém néo significativa.
Caracterizagao fisiolégica dos actinomicetos

Do total de 46 isolados de actinomicetos selecionados, 20 apresentam
atividade xilanolitica, 29 apresentam atividade celulolitica e apenas trés
apresentam atividade quitinolitica (Tabela 1).

A xilana é o principal polimero constituinte do complexo hemicelulolitico.
Microorganismos capazes de produzir xilanase sao importantes nos processos de
decomposicdo de compostos organicos, podendo agir na mineralizagdo de
nutrientes e no maior desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA et al., 2003). A
celulose € um polimero abundante na biomassa dos vegetais, sendo degradado
por inumeros microorganismos produtores de celulase. Ao atacarem a molécula
de celulose, os microorganismos a transformam em celobiose e glicose livre
(MURASHIMA et al, 2002). Dentre as importantes caracteristicas dos
actinomicetos, enumera-se a capacidade de degradagdo 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 quitina é
um polissacarideo presente na parede celular da maioria dos fungos
fitopatogénicos, portanto a producdo dessa enzima por parte dos isolados dos
actinomicetos selecionados pode vir a ser um importante mecanismo de
biocontrole (GOODAY et al., 1992; GOMES et al., 2000). A atividade xilanolitica,



Tabela 1. Producdo de enzimas extracelulares,

actinomicetos.

pelos

isolados de

29

Actinomicetos

Atividade Enzimatica

Origem dos Isolados

Xilanase Quitinase Celulase

AC 1 - - - Solo FHIA 18
AC 2 - - - Raiz FHIA 18
AC7 - - - Raiz FHIA 18
AC 8 - - + Solo FHIA 18
AC 11 ++ - - Solo FHIA 18
AC 12 - + - Solo Crotalaria
AC 13 + - ++ Solo Crotalaria
AC 14 + - ++ Solo Crotalaria
AC 15 - - ++ Solo Crotalaria
AC 16 + - - Solo FHIA 18
AC 17 + - ++ Solo Crotalaria
AC 18 - + ++ Raiz FHIA 18
AC 19 - - - Solo FHIA 18
AC 20 - - - Raiz FHIA 18
AC 21 - - - Raiz FHIA 18
AC 22 - - - Solo FHIA 18
AC 23 + + + Raiz FHIA 18
AC 24 ++ - ++ Solo FHIA 18
AC 25 - - + Raiz FHIA 18
AC 26 + - + Solo Cravo

AC 27 - - - Solo FHIA 18
AC 28 - - + Raiz FHIA 18
AC 29 - - Raiz FHIA 18
AC 30 - - ++ Solo FHIA 18
AC 31 - - - Raiz FHIA 18
AC 32 + - - Raiz FHIA 18
AC 33 - - ++ Solo FHIA 18
AC 34 + - + Raiz Crotalaria
AC 35 + - + Raiz Crotalaria
AC 36 - - + Raiz FHIA 18
AC 37 - - - Raiz FHIA 18
AC 38 ++ - ++ Solo Crotalaria
AC 39 + - - Solo FHIA 18
AC 40 ++ - ++ Solo Crotalaria
AC 41 ++ - ++ Raiz FHIA 18
AC 42 ++ - ++ Solo FHIA 18
AC 43 ++ - + Solo Crotalaria
AC 44 - + Solo FHIA 18
AC 45 - - ++ Solo FHIA 18
AC 46 - - ++ Solo Crotalaria
AC 47 + - ++ Raiz FHIA 18
AC 48 + - + Solo FHIA 18
AC 49 - - ++ Raiz FHIA 18
AC 50 - - - Solo Crotalaria
AC 51 +++ - ++ Solo Cravo

AC 52 - - ++ Solo Crotalaria

Os sinais indicam resposta positiva (+) ou negativa (-) em relacdo a produgéo de enzimas.
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celulolitica e quitinolitica in vitro de diversos isolados de actinomicetos foi relatada
por Sousa et al., (2006). Estes autores obtiveram resultados significativos de
promogado de crescimento e controle de Meloidogyne incognita em mudas de
tomateiro produzidas em substrato incubado com actinomicetos, mas nao
observaram correlagcdo entre o efeito benéfico dos actinomicetos e a producao
dessas enzimas. A agao destes microrganismos como promotores de crescimento
vegetal por meio da mineralizagdo e liberacdo de nutrientes para as plantas e
como agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos por meio da degradagao
da quitina foi sugerida, mas ndo comprovada por Sousa et al., (2006). No presente
trabalho, foi apenas constatada a atividade destas enzimas, sem estudos que
apontem esta atividade enzimatica como possiveis mecanismos de agao na

promocao de crescimento e biocontrole de patégenos de plantas.
Promocgao de crescimento

A densidade populacional de actinomicetos no substrato, apds a inoculagao
e incubacdo por 30 dias, ndo apresentou diferenga significativa entre os
substratos, ocorrendo variacdo entre 10° a 10'°UFC.g" de substrato.

A inoculagdo do substrato antes do plantio pode promover a estabilizagdo
da comunidade de rizobactérias e sua persisténcia no campo. Tal fato pode estar
relacionado a necessidade de determinado intervalo de tempo para ocorrer a
estabilizagdo da populagado do microrganismo benéfico (SHISHIDO e CHANWAY,
2000). Sousa et al., (2006), avaliando o tempo de incubagdo do substrato
Plantmax-Horta® com isolados de actinomicetos, demonstrou a necessidade de
um periodo de incubagao variando de 30 a 40 dias para que ocorra o efeito
benéfico dos actinomicetos na promoc¢ado de crescimento do tomateiro. A
bacterizagdo de sementes (LIMA, 2003) ou inoculagcdo do substrato sem
incubagado, ndo promoveu o crescimento de mudas de tomateiro (SOUSA et al.,
2006).
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No primeiro experimento, a inoculagdo e incubagdo do substrato organico
com os actinomicetos, apresentou resultados significativos com relagdo a

promogao de crescimento das plantas (Figura 2).

Figura 2. Mudas de banana cv. Williams, cultivadas em substrato incubado com isolados
de actinomicetos e a testemunha cultivada em substrato incubado com agua estéril, sem
actinomicetos. As mudas foram avaliadas 45 dias apds o transplantio para os sacos
contendo o substrato. A - Mudas cultivadas no substrato inoculado e incubado com o
isolado codificado como AC26. B - Mudas cultivadas no substrato ndo inoculado, incubado

com agua estéril (testemunha).

Foram obtidos incrementos significativos (P<0,01) na altura das mudas com
oito isolados de actinomicetos (AC24, AC26, AC30, AC38, AC40, AC43, AC47 e
AC52), alcangando até 46,13% de incremento (AC26) em relagdo a testemunha
nao inoculada (Figuras 2 e 3).

Quanto ao diametro do pseudocaule na altura do colo, as plantas
inoculadas com os isolados AC21, AC24, AC26, AC30, AC38, AC43 e AC52
apresentaram incremento significativo (P<0,01) de até 65,51% (AC26) em relagao

a testemunha (Figura 3).
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Figura 3. Altura e diametro do pseudocaule de mudas micropropagadas de
bananeira cv. William, avaliadas 45 dias apds o transplantio para sacos de muda
contendo substrato Plantmax-Horta®. O substrato foi inoculado com isolados de
actinomicetos (codificados com os numeros indicados nos tratamentos) e
incubado por 30 dias, antes do transplantio das mudas. A testemunha (Test) foi
constituida de substrato incubado com agua estéril. Médias seguidas de letras
iguais, dentro de cada variavel, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Skott & Knott (P<0,01).
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Avaliando-se a matéria seca da parte aérea, os isolados AC24, AC26,
AC30, AC38, AC43 e AC52 apresentaram os melhores resultados (P<0,01),
alcancando até 283,59% de incremento comparado com a testemunha (Figura 4).

Em relacdo a biomassa seca da raiz, os isolados de actinomicetos que se
destacaram em relagao aos demais isolados e a testemunha foram o AC26, AC43
e ACH2, os quais promoveram incrementos de 242,5%, 190% e 205%,
respectivamente, quando comparados a testemunha (Figura 4). Estes isolados
apresentaram capacidade de produgéo de celulase (Tabela 1).

Os efeitos de promocédo de crescimento mais acentuados foram obtidos
com os isolados AC26, AC38 e AC43, os quais possuem a capacidade de
producdo de xilanase e celulase (Tabela 1). Como os testes in vitro indicam
apenas possiveis mecanismos de promogao de crescimento pelos microrganismos
(VESSEY, 2003) e existem outros possiveis mecanismos que nao foram
analisados neste trabalho, ndo se pode afirmar que estas enzimas estdo
envolvidas nos mecanismos de promogdao de crescimento das mudas de
bananeira. A atividade xilanolitica e celulolitica ndo foi determinada no substrato
de producdo das mudas, sendo, portanto necessario a realizagdo de mais testes
para avaliar a acao dos actinomicetos nos substratos de produgdo de mudas.

Entretanto, segundo James et al. (1991), € comum a liberagdo de enzimas
extracelulares envolvidas na reciclagem e biodegradagdo de compostos
carbonados durante o crescimento dos actinomicetos, o que vem a favorecer a
promog¢ao de crescimento. Essa decomposigdo de substancias organicas e a
mineralizacdo de nutrientes pela agdo dos actinomicetos permite uma maior
absorcdo de nutrientes pelas plantas e, consequentemente, maior crescimento
(LAVELLE, 2000). Os resultados de promog¢ao de crescimento observados neste
trabalho sugerem que a incubagdo do substrato com os actinomicetos promove
uma maior degradacdo da matéria organica. O substrato Plantmax-Horta® é
composto por uma mistura de casca de pinus, vermiculita expandida e turfa. Este
foi inoculado com actinomicetos e incubado por 30 dias, antes do plantio das
mudas micropropagadas. Estudos futuros deverdo avaliar a capacidade de

decomposi¢cado dos componentes deste substrato pelos actinomicetos.
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Figura 4. Matéria seca da parte aérea e da raiz de mudas micropropagadas de
bananeira cv. William, avaliadas 45 dias apds o transplantio para sacos de muda
contendo substrato Plantmax-Horta®. O substrato foi inoculado com isolados de
actinomicetos (codificados com os numeros indicados nos tratamentos) e
incubado por 30 dias, antes do transplantio das mudas. A testemunha (Test) foi
constituida de substrato incubado com agua estéril. Médias seguidas de letras
iguais, dentro de cada variavel, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Skott & Knott (P<0,01).
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No segundo experimento também foi utilizado o substrato Plantmax-Horta®.
A densidade populacional dos actinomicetos apds inoculagdo e incubagdao do
substrato ndo apresentou diferenga significativa. A populagcdo média de
actinomicetos por grama de substrato foi de 10'® UFC. As mudas cv. Williams com
aproximadamente 5 cm de altura foram plantadas e o experimento foi avaliado
com 70 dias.

O tratamento do substrato com o isolado AC30 foi estatisticamente (P<0,01)
superior aos demais tratamentos, promovendo um aumento de 109,1% na altura
da muda, em relacdo a testemunha. Os isolados AC33, AC36, AC39 e AC32
também promoveram incrementos significativos na altura da muda, em
comparagdao a testemunha (Figura 5). Resultado semelhante foi obtido no
didmetro do pseudocaule das mudas, onde também se destacou o isolado AC30,
com 81,4% de incremento. Assim como na altura das mudas, os isolados AC33,
AC36, AC39 e AC32 também promoveram o aumento do didmetro do
pesudocaule (Figura 5). O isolado AC30 apresentou nos testes in vitro resultado
positivo apenas para producdo de celulase (Tabela 1). Os microrganismos
capazes de degradar celulose podem ter um papel importante na degradagao da
matéria organica do solo, beneficiando o desenvolvimento de plantas pela
disponibilizacdo de nutrientes, podendo ter acdo também de biocontrole de
fitopatdgenos que possuem celulose na sua parede celular (BERG et al., 2000).

Para matéria seca da parte aérea e da raiz, o isolado AC30 também foi
superior aos demais tratamentos (Figura 6). AC52, AC39, AC36 e AC33, com
incrementos significativos a 1% de probabilidade de 161,6%, 53,2%, 51,7%,
43,8% e 32,5% respectivamente (Figura 4C).
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Figura 5. Altura e diametro do pseudocaule de mudas micropropagadas de
bananeira cv. William, avaliadas 70 dias apds o transplantio para sacos de muda
contendo substrato Plantmax-Horta®. O substrato foi inoculado com isolados de
actinomicetos (codificados com os numeros indicados nos tratamentos) e
incubado por 30 dias, antes do transplantio das mudas. A testemunha (Test) foi
constituida de substrato incubado com agua estéril. Médias seguidas de letras
iguais, dentro de cada variavel, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Skott & Knott (P<0,01).
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Figura 6. Matéria seca da parte aérea e da raiz de mudas micropropagadas de
bananeira cv. William, avaliadas 70 dias apds o transplantio para sacos de muda
contendo substrato Plantmax-Horta®. O substrato foi inoculado com isolados de
actinomicetos (codificados com os numeros indicados nos tratamentos) e
incubado por 30 dias, antes do transplantio das mudas. A testemunha (Test) foi
constituida de substrato incubado com agua estéril. Médias seguidas de letras
iguais, dentro de cada variavel, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Skott & Knott (P<0,01).
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O isolado AC30 foi o mais eficiente em promover o crescimento das mudas
de bananeira. Em ambos os experimentos, o isolado AC 30 foi avaliado para
inoculagcéo e incubagé&o do substrato, sendo confirmado o efeito benéfico deste
isolado.

Neste trabalho foi demonstrado o efeito benéfico de isolados de
actinomicetos na promogao de crescimento demudas micropropagadas de
bananeira. O efeito benéfico depende do isolado e foram destacados os isolados
AC26, AC30, AC43 e AC52, com os melhores resultados de promocao de
crescimento. Estudos mais aprofundados com estes isolados devem ser
conduzidos para a melhor compreensao dos mecanismos de agao destes no
substrato e o consequente efeito de promogao de crescimento, no sentido de
gerar tecnologias com a incorporagéo deste microrganismos para a producio de

mudas de bananeira, assim como de outras culturas.
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CAPITULO 2

ACTINOMICETOS NO CONTROLE IN VITRO DO NEMATOIDE CAVERNICOLA
DA BANANEIRA Radopholus similis?

% Nota cientifica submetido ao periddico Pesquisa Agropecudria Brasileira.
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CONTROLE IN VITRO DO NEMATOIDE Radopholus similis POR
ACTINOMICETOS EM PLANTAS DE BANANA

Autora: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de metabdlitos
secundarios produzidos por actinomicetos na mobilidade e mortalidade do
nematoide cavernicola Radopholus similis. Os nematoides foram multiplicados in
vitro, em cilindros de cenoura desinfestados. Os actinomicetos foram isolados de
solo rizosférico e raizes de plantas de bananeira, crotalaria (Crotalaria juncea) e
cravo de defunto (Tagetes sp.). Os metabdlitos produzidos em meio de cultura
liquido por diversos actinomicetos, reduziram a mobilidade de R. similis, quando
comparados a testemunha (nematdides incubados em agua). Os isolados
codificados como AC12, AC30, AC33, AC51, AC52, AC25, AC36 e AC39
promoveram imobilidade acima de 50%. Os isolados mais eficientes foram AC39,
AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25 e AC36, que apresentaram 100%, 80%,
72%, 66,7%, 61,3%, 53,3%, 52% e 50,7%, respectivamente, de mortalidade do

nematodide R. simils.

Palavras-chave: Radopholus similis, metabolitos secundarios, controle biolégico.
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ACTINOMYCETES AND IN VITRO CONTROL OF THE NEMATODE
Radopholus similis FROM BANANA PLANTS

Author: Lorena Bloisi Vaz Sampaio da Paixao

Adviser: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: This work aimed at evaluating the effect of secondary metabolites
produced by actinomycetes in liquid growth medium, in the mobility and mortality of
de banana plant parasitic nematode Radopholus similis. The nematodes were
multiplied in vitro, in disinfested carrot slices. The actinomycetes were isolated
from rhizosphere soil and roots of banana plants, Crotalaria juncea and Tagetes
sp.. The metabolites produces in liquid growth media by the actinomycetes, caused
a reduction in the mobility of R similis, when compared to the control treatment with
nematodes in water. The isolates codified as AC12, AC30, AC33, AC51, AC52,
AC25, AC36, and AC39 promoted over 50% reduction in nematode mobility. The
most efficient isolates were AC39, AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25, and
AC36, that caused 100%, 80%, 72%, 66.7%, 61.3%, 53.3%, 52%, and 50.7% of
nematode mortality, respectively.

Key-word: Radopholus similis, secondary metabolites, biological control,
Streptomyces spp.
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INTRODUGAO

O Brasil ocupa o 2° lugar em produgdo mundial de banana, ficando atras
somente da india. Por gerar mais de 500.000 empregos, tem grande importancia
econdmica e social, alem de ser uma importante fonte de alimento (FAO, 2008).

No entanto, o cultivo da bananeira apresenta diversos problemas
fitossanitarios e o nematodide cavernicola Radopholus similis ganha destaque por
gerar grandes prejuizos, chegando em alguns casos a inviabilizar o cultivo da
bananeira (COSTA, 2000).

O nematdide R. similis em populacbes elevadas pode causar baixa
produtividade, frutos de tamanho reduzido e tombamento da planta (COSTA,
2000). As lesdes ocasionadas por este nematoide também podem gerar portas de
entrada para microrganismos fitopatogenicos (GOMES e CAMPOS, 2008).

Perdas mundiais atribuidas a acao deste nematdide sédo equivalentes a
19,7% da producdo mundial de banana (SASSER e FRECKMAN, 1987). Foram
relatadas perdas de 30 a 60% na Colémbia (GOMEZ, 1980), de até 68% no
México (GOMES, 1996), e no Brasil, na cultivar Nanicdo de 80 a 100% (ZEM e
ALVES, 1981).

As estratégias de controle deste fitonematdide tém sido ineficientes e o
controle quimico, método mais utilizado, apresenta riscos de contaminacao e
danos ao meio ambiente e, consequentemente, ao homem.

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 conscientizagdo da necessidade de utilizagdo de
tecnologias limpas de producdo agricola, ambientalmente mais aceites e que
contribuam para a preservagdo dos recursos naturais e a sustentabilidade dos
agroecossistemas (COIMBRA e CAMPOS, 2005).

Os actinomicetos sao conhecidos pela sua ampla produgado de metabdlitos
secundarios, dentre eles os antibioticos e enzimas extracelulares, que vem sendo
muito utilizados nas mais diversas areas, como na agricultura, medicina veterinaria
e medicina humana (GOTTLIEB, 1973).
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Em estudos realizados por Coimbra, et al., (2005) metabolitos de colénias
de actinomicetos reduziram a motilidade de M. javanica em 100% e causaram
mortalidade variando de 19 a 100%.

Naves et al., (2004) analisando a imobilidade e a mortalidade do nematoide
M. javanica ap6s 24 e 48 h de exposicdo aos filtrados de isolados de culturas
bacterianas obtiveram mais de 90% de motilidade e mortalidade.

Sousa et al., (2006) trabalhando com o controle de M. incognita em mudas
de tomateiro, demonstraram que metabdlitos produzidos por actinomicetos
promoveram 100% de mortalidade de M. incognita e o controle em mudas de
tomateiro produzidas em substrato inoculado e incubado com os actinomicetos foi
de 68% com relagao a produgédo de galhas e 76,8% para redugdo da massa de
OVOS.

O controle de nematodides por actinomicetos, os quais podem colonizar
raizes de plantas, rizosfera e os mais diversos tipos de solos (GAVA, 1998), pode
se constituir numa importante estratégia de controle. As principais estratégias
empregadas no controle de nematdides ainda envolvem o controle quimico
através do uso de nematicidas, o qual ndo apresenta boa eficiéncia e tem riscos
de contaminag&o ambiental e do fruto (BETTIOL, 2001).

O controle biolégico pode e deve ser utilizado como uma estratégia
econOmica e ambientalmente aceitdvel de controlar os nematdides. Para tal, séo
necessarios trabalhos de pesquisa para a sele¢ao e avaliagdo de microrganismos
com potencial de bioncontrole, destacando-se os actinomicetos por serem
organismos produtores de metabolitos secundarios com agdo nematostatica,
nematicida e serem produtores de esporos, o que viabiliza a producdo e
preservagao de inoculo (COIMBRA et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de metabdlitos secundarios
produzidos por actinomicetos na mortalidade do nematdide cavernicola

Radopholus similis.



47

MATERIAL E METODOS

Multiplicagdao do nematéide Radopholus similis em cilindros de cenoura

O in6culo de Radopholus similis foi obtido da colegédo de culturas mantidas
em cilindros de cenoura in vitro, gentilmente cedidas pelo Dr. Dilson Costa da
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia.

Os nematoides foram desinfestados com bicloreto de mercurio (0,01%) e
sulfato de streptomicina (0,02%) e multiplicados em cilindros de cenoura em
frascos de vidro autoclavados, contendo fina camada de meio agar-agua, na
composicao de 15g de agar para 1L de agua destilada, para manter a umidade no
recipiente (Figura 1). Os nematoéides foram mantidos em cédmara de crescimento,
BOD a 25°C  2°C, por 30 dias. Apos esse periodo, os pedacgos de cenoura foram
triturados em liquidificador e lavados com agua destilada, sobre peneiras de 400

Mesh para extracdo dos nematodides e inoculagéo de novos cilindros de cenoura.

Figura 1. Multiplicagdo do nematdide R. similis em cilindros de cenoura, com fina
camada de meio de cultura Agar - agua apenas para manter a umidade no

recipiente.
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Obtencgao de metabdlitos produzidos pelos isolados de actinomicetos

Para producdo dos metabdlitos, colbnias de actinomicetos foram
multiplicados em meio AGS solido (Arginine-Glycerol-Mineral Salt Agar) por um
periodo de 12 dias a temperatura ambiente, e em seguida, repicadas para frascos
de Erlenmeyer contendo 30 mL de meio AGS liquido (POTER, 1960), constituido
de: 1g de L-arginina; 12,5mL de glicerol; 1g de Ko;HPO4; 1g de NaCl; 0,5g de
MgS0O,47H,0; 1mL de solugdo de micronutrientes; 1 litro de agua destilada, com
pH ajustado para 7,2. A solugdo de micronutrientes continha: 1g de
Fey(S04)3(6H20); 0,1g de CuSO45H,0; 0,1g de ZnSO47H,0 e 0,1g de MnSO4H,0
em 100 mL de agua destilada.

As culturas em meio liquido foram incubadas durante 14 dias a 28 °C + 2°C,
em agitador orbital, a 140 rpm. Ao final desse periodo, as culturas dos
actinomicetos foram centrifugadas a 15.000 rpm por 10 minutos de forma a
separar as células do meio liquido (sobrenadante). Esse sobrenadante foi
armazenado em tubos de centrifuga em polietileno, com capacidade para 15 ml,

para com tampa de rosca e mantidos em freezer 4°C para testes futuros.

Efeito dos metabdlitos produzidos pelos actinomicetos na mortalidade de

nematdides Radopholus similis.

Em cada célula de placa tipo Elisa foram transferidos 150ul do
sobrenadante (meio liquido contendo os metabdlitos produzidos pelo isolado de
actinomiceto) e 50pl de uma suspensao com 25 nematoides R. similis, obtidos do
cultivo in vitro em cilindros de cenoura, conforme descrito acima (ao acrescentar a
suspensdo de nematdides, a concentracdo do metabolito foi diluida 1/3). A
testemunha foi formada por agua esterilizada e 50ul de uma suspensdo com 25
nematodides R. similis, obtidos também do cultivo in vitro em cilindros de cenoura.
As placas foram vedadas com parafilme e colocadas em camara de crescimento a
25° + 2°C C. Apos 24 horas, os nematoides foram retirados desse meio liquido
(contendo os metabolitos de actinomicetos), lavados e colocados em &gua

esterilizada por 24, 48 e 72 horas. Ao final desse horarios foram feitas avaliagdes,
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com auxilio de microscopio de objetiva invertida, do numero de nematdides
imoveis (que n&o se movimentam ou apresentam o corpo com aspecto retilineo ou
retorcido). Os nematdides que permanecerem imdveis apos esse periodo foram
classificados como mortos. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste Scott & Knott a 5 % de
probabilidade pelo programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os metabdlitos produzidos em meio liquido pelos isolados de
actinomicetos testados causaram redugao na mobilidade e causaram mortalidade
de R. similis, quando comparados a testemunha incubada em agua. Os
metabdlitos produzidos pelos isolados AC12, AC30, AC33, AC51, AC52, AC25,
AC36 e AC39 causaram imobilidade de mais de 50% nos trés periodos de
avaliagdo. A queda na percentagem de nematodides imoveis no final de 72h de
incubagcdo em agua esterilizada (Tabela 1) indica que estes recuperaram os
movimentos, n&o sendo, portanto, considerados mortos. Com base na
porcentagem de imobilidade dos nematdides, 24horas apds incubagdo no meio
liquido contendo os metabdlitos dos actinomicetos e 72 horas apds a incubagao
em agua, conclui-se que os metabdlitos produzidos em meio liquido pelos
actinomicetos causaram a mortalidade de R. similis, a qual variou com o isolado
de actinomiceto. Assim, os isolados mais eficientes foram os seguintes: AC39,
AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25 e AC36, que apresentaram 100%, 80%,
72%, 66,7%, 61,3%, 53,3%, 52% e 50,7% respectivamente de mortalidade do
nematoide R. similis. Os resultados apresentaram diferenga significativa a 1% de

probabilidade.



Tabela 1. Imobilidade de R. similis apds a incubacao
por 24 horas no meio de cultura liquido contendo os
metabdlitos dos actinomicetos, seguido de incubacgao

por 24, 48 e 72h em agua estéril.

R. similis imoveis (%)

Isolados 24h 48h 72h
Test 4,0 4,0 4,0
AC8 26,7 227 227

AC 11 64,0 56,0 49,3
AC 12 89,3 80,0 66,7
AC 13 46,7 40,0 34,7
AC 14 48,0 40,0 32,0
AC 15 53,3 46,7 36,0
AC 17 54,7 50,7 48,0
AC 18 52,0 46,7 36,0
AC 22 21,3 16,0 12,0
AC 23 34,7 227 17,3
AC 24 33,3 30,7 26,7
AC 25 65,3 58,7 52,0
AC 26 58,7 50,7 453
AC 28 36,0 34,7 33,3
AC 30 93,3 78,7 72,0
AC 32 48,0 41,3 41,3
AC 33 80,0 70,7 61,3
AC 34 56,0 52,0 41,3
AC 35 14,7 12,0 9,3
AC 36 57,3 54,7 50,7
AC 38 30,7 29,3 28,0
AC 39 100,0 100,0 100,0
AC 40 46,7 44,0 38,0
AC 41 38,7 34,7 30,7
AC 42 53,3 50,7 44,0
AC 43 453 36,0 30,7
AC 44 26,7 20,0 17,3
AC 45 16,0 13,3 12,0
AC 46 56,0 46,7 37,3
AC 47 57,3 49,3 44,0
AC 48 54,7 49,3 41,3
AC 49 41,3 34,7 26,7
AC 51 72,0 62,7 53,3
AC 52 96,0 86,7 80,0

Obs: Os nematoéides que permanecerem iméveis apos 72 horas de

incubagdo em agua foram classificados como mortos.
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Substancias produzidas in vitro por fungos e bactérias tém sido reportadas
inibindo a eclosdo, afetando a motilidade e causando mortalidade em
fitonematoides (COSTA, 2000). Algumas rizobactérias produzem metabdlitos
téxicos que causam inibicdo do movimento de nematdides in vitro, enquanto
outras inibem a eclosao de juvenis e o processo pelo qual eles penetram as raizes
(STIRLING, 1991). A inibicdo parcial ou total do movimento de M. incognita
causada por cerca de 50 rizobactérias em testes in vitro, foi observada por Becker
et al. (1988). Estes autores relataram que, destas bactérias, 20% reduziram
significantemente o numero de galhas em plantas de pepino, demonstrando a
importancia deste modo de agao.

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 exposicado de 24 para 48 horas. Possivelmente, o0 aumento da
exposicdo do nematdide R. similis aos metabdlitos dos actinomicetos em meio
liguido poderia aumentar a eficiéncia de alguns isolados no controle deste
nematoide.

O nematdide ao reconhecer o estimulo quimiotrépico se direciona as raizes.
No entanto, algumas rizobactérias produtoras de metabolitos com caracteristicas
nematostaticas causam a redugcado na mobilidade do nematdide a ponto de impedir
que ele atinja a raiz (BECKER et al., 1988).

O nematdide R. similis penetra nas raizes da bananeira e migra pelos
tecidos radiculares, podendo chegar até o rizoma. O ato de migrar internamente
nas raizes ocasiona a desintegragdo dos tecidos, formando cavidades,
necrosando os tecidos, chegando em alguns casos a causar o tombamento da
planta (ROSSI, 2008).

A producao de metabdlitos produzidos por rizobacterias no substrato e na
rizosfera da planta pode causar a imobilidade e mortalidade do nematoide, antes
da penetracdo nas raizes, reduzindo a infectividade (FREITAS, 2008).

Trabalhos conduzidos com Meloidogyne incognita do tomateiro
apresentaram mortalidade in vitro variando entre 37 e 98,2 % causada por

metabdlitos produzidos por actinomicetos (SOUSA et al., 2006).
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Coimbra e Campos (2005) obtiveram valores de mortalidade variando entre
19 a 100%, ao avaliar o efeito de exsudatos de actinomicetos na motilidade e
mortalidade de J2 de M. javanica.

Os actinomicetos sdo mundialmente conhecidos pela sua producédo de
antibidticos, agindo no controle de diversas doencgas de plantas (PADILHA, 1998).
Esses microrganismos tém grande importancia industrial, pela variada produgao
dos metabolitos secundarios, respondendo a 70% dos antibidticos conhecidos
(ARAUJO, 1998).

O isolado AC12 é produtor de quitinase, os isolados AC30, AC33, AC25,
AC36 e AC52 sao produtores de celulase, o isolado AC39 é produtor de xilanase e
o isolado AC51 é produtor de xilana e celulase.

Trabalhos desenvolvidos por Spiegel (1987) demonstram o efeito da
quitinase em controlar fitonematoides, devido a decomposigdo da quitina pelos
actinomicetos. No solo, a decomposicdo da quitina libera substancias toxicas a
fitonematdides como a amébnia, rica em nitrogénio. Alem da liberacdo de
substancias toxicas, a quitina serve como fonte de energia para os actinomicetos,
permitindo a esses organismos competir com mais eficiéncia com outros
microrganismos (SPIEGEL, 1987).

Adicionalmente, a acdo das enzimas pode ocorrer em fungdo da sua
concentragao, ou seja, a quantidade produzida no meio de cultura, o que néo foi
determinado neste trabalho, pois a produgédo dessas enzimas, como xilana, quitina
e celulase, esta diretamente relacionada com o ciclo celular, que sofre influencia
de fatores, com variagbes nutricionais e fatores de regulagdo, alem de tais
compostos estarem envolvidos no crescimento de plantas (SOUSA, 2006).

Os isolados que mais se destacaram foram AC39, AC52 e AC30 que
causaram 100%, 80% e 72% de mortalidade no nematdide R. similis,
respectivamente. Entretanto, outros isolados com atividade enzimatica nao
tiveram efeito nematicida significativo. Tais resultados sugerem que outros
mecanismos podem estar envolvidos no controle do nematdide in vitro. Como os
isolados testados apresentaram bons resultados em relagcdo a promocédo de

crescimento de mudas de banana e biocontrole do nematdide R. similis, mais
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estudos in vitro e in vivo devem ser conduzidos com estes actinomicetos, para

melhor se avaliar sua acao no nematéide e na planta.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Pertencentes a classe Actinobacteria, os actinomicetos sdo um importante
grupo de bactérias com potencial de promocgdo de crescimento de plantas,
facilmente encontradas no solo, e conhecidas por sua ampla producédo de
metabdlitos secundarios, entre eles os antibidticos, enzimas extracelulares e
inibidores enzimaticos, com aplicagbes na medicina, agricultura e veterinaria
(SOUSA et al., 2006). Actinomicetos em geral, sdo conhecidos por possuir muitas
espécies que podem inibir o desenvolvimento de muitos fitopatdogenos in vitro
(GAVA et al., 1999).

Este trabalho teve como objetivos quantificar a populagdo de bactérias
totais e actinomicetos na rizosfera e raizes de plantas de bananeira FHIA 18;
caracterizar os isolados de actinomicetos quanto a producdo de enzimas
extracelulares (celulase, xilanase e quitinase); avaliar o potencial destes isolados
na promogao de crescimento de mudas de bananeira cv. William e o efeito de
metabdlitos secundarios produzidos pelos actinomicetos na mortalidade do
nematodide cavernicola Radopholus similis.

Nao foram encontradas diferencas nas densidades populacionais entre as
amostras de solo e de raizes para bactérias totais e actinomicetos no plantio de
bananeira. Entretanto, a densidade populacional de bactérias totais foi superior a
de actinomicetos. (P<0,05).

A densidade populacional dos actinomicetos no substrato de producao de
mudas, apos inoculagdo e incubagao por 30 dias, ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos com os diferentes isolados, ocorrendo variagao
entre 10°a 10" UFC.g" (Capitulo1).
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No primeiro experimento, a inoculagdo e incubagdo do substrato organico
Plantmax-Horta® com os actinomicetos apresentou resultados significativos com
relagcdo a promogao de crescimento das plantas, destacando-se os isolados AC21,
AC26, AC24, AC30, AC38, AC40, AC43, AC46, AC47 e AC52. No segundo
experimento, o isolado AC30 promoveu resultados significativos com relagéo a
promocao de crescimento de mudas, destacando-se dos demais isolados
(Capitulo1).

O meio de cultura liquido contendo os metabolitos produzidos pelos
actinomicetos causou reducédo na imobilidade em R. similis, a qual variou com o
isolado de actinomiceto. Os isolados AC12, AC30, AC33, AC51, AC52, AC25,
AC36 e AC39 causaram imobilidade em R. similis de mais de 50%, mesmo apds a
retirada dos nematodides da suspensdo contendo os metabolitos, seguido de
incubacdo dos nematdides em agua esterilizada por 24, 48 e 72 horas. No
entanto, houve uma queda na percentagem de nematodides imdveis no final de
72h, o que demonstra que uma percentagem dos nematodides recuperou os
movimentos apds serem transferidos para agua estéril. Os isolados mais eficientes
foram AC39, AC52, AC30, AC33, AC12, AC51, AC25 e AC36, destacando-se os
isolados AC39, AC52 e AC30 que causaram 100%, 80% e 72% de mortalidade no
nematoide R. similis, respectivamente (Capitulo 2).

Alguns actinomicetos produzem metabdlitos toxicos que afetam a
motilidade, enquanto outros inibem a eclosdo de juvenis e o mecanismo de
penetragao nas raizes (STIRLING, 1991). As avermectinas, um grupo de lactonas
macrociclicas com potente atividade nematicida, sdo produzidas por um
actinomiceto (STRETTON et al., 1987). Cayrol et al., (1993) estudaram os efeitos
da abamectina, um tipo de avermectina, sobre o nematéide Meloidogyne arenaria
em tomate e, estudos preliminares mostraram que 1mg/L da avermectina inibiu a
eclosdo de juvenis mesmo depois de 12 dias de incubagéo. Juvenis expostos a
baixas concentragdes da avermectina (0,3 mg/l) ficaram paralisados depois de 24
h.

O isolado AC30, que é produtor de celulase ganha destaque dos demais

isolados, pois apresentou resultados significativos para promog¢ao de crescimento
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de mudas de banana nos dois experimentos, o que confirma sua eficiéncia no
melhor desenvolvimento das mudas. Para o controle in vitro do nematdide
Radopholus similis, o mesmo isolado (AC30), também apresentou grande
eficiéncia, causando 72% de mortalidade do nematdide em estudo. Portanto, o
actinomiceto AC30 ¢é bastante promissor, devendo ser mais estudado.
Considerando apenas o efeito debiocontrole do nemadide cavernicola da
bananeira, destacaram-se os isolados AC39, AC52 e AC30 que causaram 100%,
80% e 72% de mortalidade no nematoide R. similis, respectivamente.

Apesar dessas evidéncias do potencial de diversos isolados de
actinomicetos para promoc¢ao de crescimento e controle do nematéide R. similis
na bananeira, outros estudos “in vitro” e “in vivo” devem ser conduzidos, para
avaliar os possiveis mecanismos de acédo destes actinomicetos e selecionar
aqueles isolados com maior potencial para controle de R. similis, de outros

nematoides e promog¢ao de crescimento da bananeira e outras culturas.
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