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ACTINOBACTERIAS E ADUBACAO ORGANICA NO MANEJO DE
Scutellonema bradys, NO CRESCIMENTO E NUTRICAO DE
PLANTAS DE INHAME

Autor: Juliana Fernandes dos Santos
Orientador: Carla da Silva Sousa
Co-orientador: Dimmy H. S. Gomes Barbosa

RESUMO: Este trabalho foi desenvolvido objetivando estudar aspectos
relacionados a utilizacdo de actinobactérias e adubos organicos, isolados e
combinados, no manejo de S. bradys e na promocéo de crescimento de plantas
de inhame. Avaliou-se: 1) A capacidade dos isolados de actinobactérias em
produzir enzimas extracelulares e a capacidade de solubilizacdo de fosfato de
célcio pelos isolados de actinobactérias; 2) O efeito in vitro de metabolitos
secundarios produzidos por isolados de actinobactérias e extratos vegetais
aquosos na mortalidade de S. bradys; 3) O efeito da inoculacéo e incubacéo do
solo com isolados de actinobactérias e adubos orgéanicos, na populacdo de
nematoides S. bradys nos rizoforos, na biomassa e nos teores de nitrogénio,
fésforo e potassio da parte aérea das plantas de inhame. O isolado AC 92,
destacou-se, promovendo reducdo de 42% na populacdo dos nematoides nos
rizéforos, quando utilizado em combinacdo com crotalaria. Quando aplicados
isoladamente, os isolados de actinobactérias promoveram incrementos de até
170,7% (AC 26) e os adubos organicos de até 49,9% (guandu) na producdo de
biomassa na parte aérea das plantas de inhame. A interacdo entre os isolados de
actinobactérias e adubos organicos promoveu incrementos significativos de até
103,5% (AC 92 x gliricidia) no teor de P na parte aérea das plantas de inhame.
Independentemente da forma de aplicacdo, os isolados de actinobactérias e
adubos organicos nao influenciaram no teor de K nas plantas. Os isolados de
actinobactérias e o0s adubos organicos, quando aplicados isoladamente,
proporcionaram incremento de até 34,7% (AC 92) e 33,9% (gliricidia) no teor de N
na parte aérea das plantas. A utilizacdo dos isolados de actinobactérias e
aplicacdo dos adubos organicos apresenta-se como uma alternativa viavel para

manejo sustentavel de S. bradys, crescimento e nutricdo na cultura do inhame.



Palavras-chave:  Controle  biologico, Dioscorea spp., Streptomyces

spp.,adubagéo organica.



ACTINOBACTERIA AND ORGANIC FERTILIZATION IN THE
Scutellonema bradys MANAGEMENT, GROWTH AND NUTRITION
OF YAM PLANTS

Author: Juliana Fernandes dos Santos
Advisor: Carla da Silva Sousa
Coadvisor: Dimmy H. S. Gomes Barbosa

ABSTRACT: This work was carried out to study aspects related to the use of
organic fertilizers and actinobacteria, isolated or combined, the S. bradys
management and yam plant growth promoting. Was evaluated: 1) The strains
ability to produce extracellular enzymes and to solubilize calcium phosphate; 2)
The in vitro effect of secondary metabolites produced by actinobacteria strains and
plant aqueous extracts in the S. bradys mortality; 3) The effect of soil inoculation
and incubation with strains of actinobacteria and organic fertilizers, in the S.
bradys population in yam rhizophores, biomass and nitrogen, phosphorus and
potassium levels in the yam part aerea. The AC 92 strain, stood out, providing a
42% reduction in the nematodes population in rhizophores when used in
combination with Crotalaria juncea. When applied alone, the actinobacteria strains
promoted increments of up to 170.7% (AC 26) and organic fertilizers up to 49.9%
(Cajanus cajan) in biomass production in the yam aerial part. The interaction
between actinobacteria strains and organic fertilizers significant increments of up
to 103.5% (AC 92 x Gliricidia sepium) in P content in yam aerial part. Regardless
of the application form, the actinobacteria strains and organic fertilizers had no
effect on K content in plants. The actinobacteria strains and organic fertilizers,
when applied alone, resulted in an increase to 34.7% (AC 92) and 33.9%
(Gliricidia sepium) in N content in the aerial part. The actinobacteria strains use
and organic fertilizers application presents as a viable alternative for sustainable

management of S. bradys, growth and nutrition in the yam crop.

Keywords: Biological control, Dioscorea spp., Streptomyces spp., organic

fertilization.



INTRODUCAO

A cultura do inhame

O inhame (Dioscorea spp.) € uma planta monocotiledénea, pertencente a
familia Dioscoreaceae e ao género Dioscorea, apresentando cerca de 600
espécies, originadas das zonas tropicais da Asia e do Oeste da Africa (SANTOS,
1996).

Segundo Mesquita (2002), o inhame é cultivado principalmente na Africa,
Caribe, México e Sudeste da Asia e na América do Sul. Os paises afficanos s&o
responsaveis por aproximadamente 97% da producdo mundial, com destaque
para Costa do Marfim, Gana e Nigéria (ALMEIDA, 2009).

Diversos autores relatam que, no nordeste brasileiro, a cultura do inhame
apresenta grande importancia sécio-econdémica, respondendo por cerca de 90%
da producédo nacional, sobretudo nos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Bahia e Maranhao, constituindo uma atividade agricola muito promissora, dada a
excelente qualidade nutritiva e energética de seus rizoforos (MESQUITA, 2002;
SANTOS, 2002). Segundo Santos (2002), na Bahia, a producdo de inhame esta
concentrada principalmente na microrregido do Recdncavo, nos Municipios de
Cruz das Almas, Sao Felipe, Maragogipe e Sao Félix.

Estima-se que ocorram no Brasil entre 150 a 200 espécies de Dioscorea,
contudo, a maioria € ainda pouco estudada (PEDRALLI, 2002). Duas espécies de
inhame tém destaque no mercado brasileiro: o inhame da Costa, Unico utilizado
nas exportacdes, e o0 S&o Tomé, menos cultivado na regido Nordeste (MOURA,
2005; CARMO, 2009). Grande parte da producdo brasileira se destina ao

mercado interno, sendo comercializado principalmente nas centrais de



abastecimento das cidades, e a outra parte para exportacdo, geralmente para
paises da Europa (SANTOS & MACEDO, 2002; CARMO, 2009).

O inhame da Costa é uma planta de constituicdo herbacea, trepadeira e
produtora de rizoforos alimenticios de alto valor energético e nutritivo (ALVES &
GROSSMANN, 2002). E excelente fonte de minerais, carboidratos, amido e
vitaminas do complexo B (riboflavina, tiamina, niacina e piridoxina), além de
conter teores de vitaminas A e C, apresenta baixo teor de gorduras, sendo ainda
bom estimulante do apetite e excelente depurador do sangue (OLIVEIRA, 2012).
Segundo Baimey (2006), algumas espécies vém sendo utilizadas como fonte de
diosgenina, que é usada na producao de contraceptivos oral e hormdnios sexuais.
Também sdo encontrados algumas sapogeninas, alcaldides, derivados
esterdidais e compostos fenolicos (GARRIDO, 2005).

Segundo Nunes et al. (2010), a exploracdo da cultura do inhame constitui
uma alternativa viavel para a agricultura nordestina, uma vez que as regides
produtoras apresentam condicbes ambientais favoraveis para seu
desenvolvimento e producdo, em carater altamente econémico. No entanto,
diversos autores relatam que a area de cultivo, a produtividade e a qualidade de
rizoforos comerciais vem reduzindo anualmente, em virtude do baixo nivel
tecnolégico empregado no manejo da cultura, que inclui baixa fertilidade do solo,
utilizacdo de rizoforos-semente de qualidade inferior e de problemas com pragas
e doencas, como os causados por fitonematoides (DEGRAS, 1993; SANTOS,
1996). O desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias rentaveis, em
complementacdo as atuais, contribuirdo para a melhoria da produtividade da
cultura e qualidade dos rizéforos, possibilitando, assim, a oferta de um produto
gue atenda as exigéncias dos mercados consumidores e, consequentemente,

maior retorno financeiro para os produtores rurais.

O impacto de fitonematoses na cultura do inhame

Na cultura do inhame, doencas causadas por nematoides constituem um
dos maiores problemas fitossanitarios, ocasionando perdas, que em alguns
casos, atingem até a 90% da producao, resultando em prejuizos econdbmicos para
0 produtor e elevagao dos pregos para o consumidor (KWOSEH et al., 2002;
SANTANA et al., 2003; GARRIDO et al., 2004). O inhame é hospedeiro de pelo



menos seis espécies de fitonematoides, destacando-se Scutellonema bradys,
Meloidogyne incognita, M. arenaria, Pratylenchus coffeae, P. brachyurus e
Rotylenchus reniformis (BAIMEY, 2006; ALMEIDA, 2009).

O nematoide S. bradys é amplamente disseminado em paises produtores
de inhame, como o Brasil, causando a doenca conhecida como casca preta ou
podridédo seca do inhame (Dry Rot of Yams), que limita o crescimento das plantas,
causa grandes perdas na producao e reduz o valor comercial do produto. De
formato vermiforme, S. bradys apresenta ciclo biolégico tipico com quatro
estadios juvenis entre o ovo e a forma adulta (MOURA, 2005), completando seu
ciclo de vida em 21 dias e, encontrando condi¢des favoraveis, pode aumentar a
sua populacdo de forma acentuada (KWOSEH et al., 2002). Segundo Carmo
(2009), S. bradys reproduz-se sexuadamente, tendo ampla gama de plantas
hospedeiras, mas na maioria delas, a taxa reprodutiva é bem inferior a verificada
no inhame.

S. bradys penetra pela epiderme do rizoforo, formando galerias durante o
seu processo de alimentacdo e multiplicacdo, causando a necrose superficial de
coloracdo negra, que se aprofunda nos rizéforos, manifestando primeiro na forma
de lesdes ou manchas levemente amareladas ou pardacentas. Os sintomas mais
severos e caracteristicos sdo bem visiveis e frequentes nos rizoforos maduros
mantidos sob condi¢cbes de armazenamento (MOURA et al., 2001).

No campo, a infeccdo pode iniciar a partir de indéculo presente no solo ou
de populac¢des conduzidas juntamente com material de propagacao contaminado.
A distribuicdo de sementes infectadas constitui-se na principal via de
disseminacdo desse parasita. Entre pequenas distancias, a disseminacdo pode
ocorrer por meio de solos aderentes a implementos agricolas, escorrimento
superficial da agua, entre outros (AGRIOS, 1997).

Plantas jovens, oriundas de rizéforos-sementes infectados, tém sistema
radicular deficiente. Conseqlientemente, a absorcao de agua e nutrientes do solo
€ drasticamente afetada. Os maiores prejuizos causados por este patdgeno,
resultam em menor desenvolvimento dos rizéforos, perdas de qualidade,
diminuicdo das partes comestiveis e no valor comercial, além da restricdo a
exportacao (FERRAZ, 1995).



Controle do nematoide Scutellonema bradys

As medidas basicas utilizadas para o manejo do nematoide S. bradys séo
realizadas por meio de técnicas de exclusdo, como a utlizacdo de rizéforos-
sementes sadios e cultivo em solos livres de nematoides (JATALA & BRIDGE,
1990). Contudo, de acordo com Moura (2005), evitar a introducdo do nematoide
em areas de cultivo esté se tornando cada vez mais dificil devido a dificuldade de
se obter material vegetativo sadio. Além disso, Almeida (2009) relatou que o
plantio consecutivo de outras plantas hospedeiras, como a cultura da mandioca
(Manihot esculenta) na entre safra, € uma pratica comum entre os produtores de
inhame no Recdncavo da Bahia.

O controle quimico de fitonematoides ainda € um método muito utilizado,
contudo, aplicagcbes de nematicidas sistémicos no solo, mostraram-se pouco
eficazes em evitar a reinfestacdo dos nematoides, quando sdo utilizados
rizéforos-semente infectados (MOURA et al, 2001). Estes autores relataram
também que néo existe defensivo agricola registrado para a cultura do inhame no
Ministério da Agricultura.

Além disso, a utilizacdo de defensivos quimicos tem sido cada vez mais
discutida, devido a diversos problemas de ordens econdmicas e ambiental, como
a contaminacado dos alimentos, do solo, da agua e dos animais; intoxicacdo de
agricultores; resisténcia de patdégenos a certos principios ativos de defensivos
guimicos; surgimento de doencas iatrogénicas (as que ocorrem devido ao uso de
agrotoxicos); desequilibrio biologico, alterando a ciclagem de nutrientes e de
matéria organica; eliminacdo de organismos benéficos; reducdo da
biodiversidade, entre outros (DONG & HANG, 2006; BETTIOL & MORANDI,
2009). Segundo Moura (2005), atualmente, o emprego de nematicidas fumigantes
e dos sistémicos ndo é recomendado para a cultura do inhame no Brasil por
razdes toxicolégicas e econémicas.

O controle fisico com o tratamento hidrotérmico, em que os rizéforos-
sementes sd0 expostos a agua quente antes do plantio, vem apresentando
restricbes quanto a praticidade, principalmente devidos as dificuldades dos
pequenos produtores em adotar o método (MOURA et al., 1978).

No contexto da agricultura sustentavel, estratégias de controle de

fitonematoides, baseiam-se na melhoria nutricional da planta, producdo e



utilizacdo de material propagativo sadio, na incorporacao de matéria organica no
solo, na rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, na utilizacdo de
plantas armadilhas e antagonicas, dentre outras (GARRIDO, 2005). Assim como,
introduzir e promover um ambiente favoravel a micro-organimos antagonistas,
linhagens ndo patogénicas ou outros organismos benéficos (SOARES, 2006;
BETTIOL, 2008). Observa-se que na pratica, faz-se necesséaria a combinacéo de
varios métodos para o manejo de doencas causadas por fitonematoides
(AGRIOS, 2004).

Micro-organismos no biocontrole de fitonematoides e na promocédo de

crescimento de plantas

Dentre as varias definicbes para controle biolégico a mais aceita pela
maioria dos pesquisadores € a descrita por Baker & Cook (1974), como a reducao
da densidade do indéculo ou das atividades determinantes de doenca por um
patégeno ou parasita, promovida por um ou mais organismos que nao o homem,
favorecidos naturalmente ou pela manipulacdo do seu habitat ou ambiente,
hospedeiros ou antagonistas ou pela manipulagdo em massa de um ou mais
antagonistas.

Os micro-organismos que atuam como agentes de biocontrole apresentam
relacbes antagdnicas aos patdgenos por meio de mecanismos diretos e indiretos
(LIMA et al., 1998), interferindo nos processos vitais dos fitopatdgenos. Dentre os
principais mecanismos podem-se citar a competicdo por recursos, a antibiose, o
parasitismo e a predacdo, além da inducdo de resisténcia do hospedeiro
(RAMAMOORTHY et al., 2001; SILVEIRA, 2001; RAMETTI et al., 2003;
COMPANT et al., 2005).

Competicdo € ainteracdo entre dois ou mais organismos, em que disputam
pelo mesmo recurso. Existe competicdo por espaco, oxigénio e nutrientes (MELO,
1998). O sucesso na competicdo por nutrientes podera ser garantido por
caracteristicas como maior velocidade de crescimento e maior capacidade e
eficiéncia de utilizacdo dos substratos disponiveis, o que significa uma maior
adaptacdo as condi¢Bes predominantes (GAVA, 1998). Contudo, varios fatores

bidticos e abidticos influenciam a capacidade de colonizagdo e sobrevivéncia de



um micro-organismo na superficie ou no interior das plantas (OLIVEIRA et al.,
2003).

De acordo com Silveira (2001), antibiose é a interagdo na qual um ou mais
metabdlitos produzidos por um organismo inibe ou retarda processos vitais de
outro organismo. S&o conhecidos como produtores de ampla variedade de
antibidticos as espécies de Bacillus, Pseudomonas fluorescentes, Streptomyces,
Trichoderma e Gliocladium, entre outros (MELO, 1998).

Enzimas liticas, tais como quitinases, proteases, lipases e [-1,3-
glucanases, atuam na lise de células microbianas e na degradagéo da quitina e
da glucana presentes nas paredes das células e de toxinas produzidas pelos
patogenos (OLIVEIRA et al., 2003). Alguns antibioticos foram identificados com
propriedades de biocontrole de fitopatégenos, tais como fenazinas, pioluteorinas,
pirrolnitrina,  piocianina, 2,4-diacetilfloroglucinol e cianeto de hidrogénio
(RAMAMOORTHY et al., 2001; RAMETTI et al., 2003).

Alguns micro-organismos produzem siderdforos, que sado compostos de
baixo peso molecular, quelantes do ferro, produzidos em locais de baixa
concentracdo desse elemento. Embora normalmente o ferro seja abundante em
solos aerados, apresenta baixa solubilidade, tornando-se pouco disponivel para
plantas e micro-organismos. Na medida em que o pH do solo diminui, a
disponibilidade de ferro aumenta e os sideroforos tornam-se menos efetivos. Pela
producdo de sideréforos, os micro-organismos antagonistas imobilizam Fe®*,
tornando-o menos disponivel a outros que ndo produzem. A competicao por ferro,
mediada pela producdo de sideréforos, é considerada como um mecanismo
importante no biocontrole de patdogenos em solos em que o Fe disponivel
encontra-se em baixas concentracdes (LEONG, 1986).

Micro-organismos benéficos também sdo capazes de controlar patégenos
radiculares por mecanismos de inducdo de resisténcia sistémica (ISR). A ISR
pode ser definida como um processo de defesa ativa da planta, em que esta
utiliza multiplos mecanismos induzidos sistemicamente por fatores bidticos ou
abioticos e que se apresenta eficiente contra uma variedade de patdgenos de
plantas (ROMEIRO, 1999). Segundo Oostendorp & Sikora (1990), rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas induzem resisténcia sistémica, alterando
os exsudatos radiculares ou induzindo a producéo de substancias repelentes que

afetam a atracdo dos nematoides ou o reconhecimento da planta hospedeira.



Embora o foco do controle bioldgico seja o patégeno, o objetivo do controle
biolégico de patégenos é a supressdo da doenca (COOK & BAKER, 1983).
Assim, alguns micro-organismos, além de controlar doengas de plantas, tém a
capacidade de atuar como agentes promotores de crescimento de plantas.

As acoes diretas envolvidas na promocao de crescimeto vegetal incluem a
producéo de reguladores de crescimento vegetal (FALLIK et al., 1989), aumento
da fixacao bioldgica de nitrogénio e disponibilidade de nitrato, solubilizacdo de
fosforo, oxidagdo de enxofre e aumento da permeabilidade das raizes
estimulando a absorcdo de nutrientes (STURZ et al., 2000; MARIANO et al.,
2004). Enquanto que, as ag¢0Oes indiretas, envolvem o mecanismo de controle de
fitopatdogenos (STURZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001).

O modo de atuacdo desses micro-organismos como promotores de
crescimento vegetal e biocontroladores de fitopatdgenos ocorrem por diferentes
mecanismos que operam em acgdo conjunta ou isoladamente (CORREA &
BETTIOL, 2009). Esses mecanismos sdo complexos e podem ser influenciados
por diversos fatores abioticos (temperatura, pH, radiacdo, umidade, ions e
elementos minerais e organicos do solo) e bioticos (caracteristicas do hospedeiro,
presenca de patdbgenos e outros micro-organismos associados a planta)
(SILVEIRA, 2001; BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001; ARAUJO et al., 2002).

A producdo de substancias reguladoras de crescimento como
fitohormbnios, faz parte do metabolismo de diversas espécies de micro-
organismos associadas aos vegetais, podendo alterar o crescimento e
desenvolvimento da planta (BASHAN & HOLGUIM, 1997).

Moreira & Siqueira (2002), relatam a existéncia de grupos de micro-
organismos do solo que sédo capazes de solubilizar nutrientes essenciais ao
desenvolvimento das plantas, tornando-os disponiveis para 0 crescimento
vegetal. Dentre os principais mecanismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos
por micro-organismos estdo a producdo de CO; e acidos organicos, reducao de
compostos de Fe™ para compostos de Fe*? e producdo de H,S sob baixas

concentracdes de Os.



Actinobactérias

Dentre os micro-organismos benéficos, as actinobactérias pertencentes ao
género Streptomyces, desempenham um papel importante na rizosfera de
plantas, por influenciarem o crescimento das plantas e atuarem no controle de
fitopatdgenos, devido & producéo de antibidticos e outros metabolitos secundarios
(COMPANT et al.,, 2005; DAMASCENO, 2011). Além de produzirem enzimas
capazes de degradar moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente
celulose, lignocelulose, xilanose e lignina (CRAWFORD, 1988). Entre os
compostos com potencial antimicrobiano produzidos pelas actinobactérias
encontram-se a tiamina, a riboflavina, a vitamina B12 (cianocobalamina), as
flavoproteinas e varias porfirinas, que contem compostos com ferro e coezimas
gque podem promover ou inibir o crescimento de outros micro-organismos
(KENNEDY, 1999).

As actinobactérias compdéem um importante grupo de bactérias Gram
positivas, pertencentes a classe Actinobactéria e familia Streptomycetaceae,
cujas colbnias sdo pequenas pulverulentas ou velutinas, com micélio aéreo de
diferentes tonalidades e produtores de pigmentos soluveis (ARAUJO, 1998). O
ciclo vida desses micro-organismos inicia-se com a germinacao 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
colénia. As hifas podem apresentar-se multinucleadas ou em compartimentos
mononucleados, que dardo origem a cadeias de esporos. Nesta fase, ativam-se
0s metabolismos secundarios, em que sdo produzidos, principalmente
antibidticos, enzimas extracelulares e pigmentos (ARAUJO, 1998; PADILHA,
1998).

De acordo com Padilha (1998), a producao de antibiéticos esta diretamente
relacionada com o ciclo celular, que sofre influéncia de fatores, como variacées
nutricionais e fatores de regulacdo. Além dos antibidticos de uso clinico,

veterinario e agroquimico, outros metabdlitos secundarios, enzimas,



imunomoduladores, inibidores de enzimas, s&o produzidos também por
Streptomyces (ARAUJO, 1998; MELO, 1998).

A utilizagcdo de actinobactérias como organismos de controle microbiano é
reforcada pelo fato destes serem habitantes dos mais variados habitats,
principalmente o solo (GAVA, 1998), sendo capazes de colonizar a rizosfera e
formar estruturas de resisténcia, apresentando assim caracteristicas desejaveis
para o controle biolégico de doencas de plantas (MOURA, 1996). Devido aos
multiplos metabdlitos produzidos pelas actinobactérias e variados mecanismos de
controle, esses microrganismos podem inibir ou causar a morte de patdégenos
resistentes a defensivos quimicos, e ainda limitar a habilidade dos patégenos
desenvolverem resisténcia (ROBERTS & CRAWFORD, 2000).

As actinobactérias sdo também conhecidas pela sua importancia nos
processos de decomposicdo da matéria organica presentes no solo, devido a
capacidade de producdo de enzimas capazes de degradar moléculas complexas
e recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose, xilanose e lignina (GROTH
et al.,, 1999), assim, promovendo o crescimento de plantas. S&o também
importantes degradadores de moléculas de pesticidas tais como: organoclorados,
triazinas simétricas, triazinonas, carbamatos e acetanilidas, podendo ocorrer a
utilizacdo destes compostos como Unica fonte de carbono e energia para o
metabolismo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; GETHA et al., 2005).

Conforme Ouhdouch et al. (2001), a reciclagem de nutrientes no ambiente
do solo requer a acdo da comunidade microbiana na qual as actinobactérias sao
importantes degradadores primarios. No entanto, apesar do potencial das
actinobactérias e de sua importancia nos sistemas de producao agricola, estudos
sobre os mecanismos de acao e o efeito de préaticas agricolas sobre estes micro-

organismos, ainda sao incipientes.

Adubacdo organica no controle de fitonematoides e na promocado de

crescimento de plantas

A adubacéo orgéanica é um importante meio de fornecer nutrientes para as
plantas, principalmente nitrogénio, fosforo, potassio, enxofre e micronutrientes
(KIEHL, 1985; OLIVEIRA FILHO et al.,, 1987), apresentando-se como uma

alternativa viavel de suplementagdo ao uso de fertilizantes quimicos (SANTOS,
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1996). A adicdo de matéria organica no solo também exerce melhoria na textura,
favorecendo a formacdo e estabilizacdo de agregados do solo, aumenta a
capacidade de troca cationica, favorece a aeracao, a disponibilidade e a retencao
de nutrientes, o aumento da capacidade de infiltracdo e retencdo de agua e
diminui a amplitude de variac&o térmica (GONZALES & CANTO-SAENZ, 1993).

De acordo com Halbrendt & LaMondia (2004), a decomposi¢cdo da matéria
organica no solo resulta muitas vezes na disponibilizacdo de compostos organicos
gue podem apresentar efeito inibitério sobre agentes fitopatogénicos e também,
induz as plantas a resisténcia contra esses micro-organismos. Além dos
compostos toxicos produzidos pelo material organico em decomposicdo, o
incremento de matéria organica no solo funciona como fonte de C, energia e
nutrientes, estimulando o aumento de certas populacbes microbianas
antagonistas, tais como fungos, bactérias, actinobactérias, algas e nematoides de
vida livre (RODRIGUEZ-KABANA et al., 1994). Estudos tém demonstrado que
ap6s a decomposicdo de adubos organicos, principalmente adubos verdes
provenientes de leguminosas incorporadoss ao solo, ocorre a liberacdo de
substancias bioativas com efeito inibitorio aos fitonematoides (COSTA et al.,
2001). Segundo Rodriguez-Kabana et al. (1994), algumas plantas contém na
parte aérea, compostos nematicidas pré-formados, como alcaldides, acidos
graxos, isotiocianatos, glicosideos acianogénicos, terpendides e compostos
fendlicos, que podem contribuir para o controle de nematoides apds a
incorporacgao no solo.

Varios trabalhos demonstraram reducdo da populacdo de nematoides no
solo com a utilizacdo de extratos vegetais (AMARAL et al., 2002; MELLO et al.,
2006; COIMBRA et al.,, 2006; COSTA et al., 2001), oleos essenciais
(GONCALVES et al., 2000) e a propria acdo antagbnica de algumas espécies
vegetais.

Diversos autores relatam que a decomposicdo de residuos da atividade
agricola e wurbana libera compostos que podem atuar no controle de
fitonematoides, a exemplo de esterco de curral (NAZARENO et al., 2010), cama
de frango (NAZARENO et al., 2010), casca de café (RIBEIRO et al., 1998),
residuo liquido de sisal (SANTOS et al., 2009), manipueira (CARMO, 2009;
COMERLATO, 2009; PONTE & FRANCO, 1981) e urina de vaca (LUQUINE et al.,
2009).
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A eficécia de alteracdo do solo para controlar os fitonematoides depende
das propriedades fisicas e quimicas da matéria organica, a quantidade e
qualidade do material incorporado e da microbiota do solo (CHAVARRIA-
CARVAJAL & RODRIGUEZ-KABANA, 1998; RITZINGER & MCSORLEY, 1998).
Existem varios estudos sobre a avaliacdo da eficacia do adubo verde, residuos
vegetais e residuos agroindustriais, para controlar os fitonematoides.

Segundo Alcantara et al. (2000), as leguminosas sdo as plantas mais
utilizadas na adubag&o verde, devido ao aumento do teor de nitrogénio no solo
por fixacdo biolégica e pela contribuicdo na reciclar nutrientes. Diversos autores
tém relatado que espécies vegetais pertencentes ao género crotalaria, possuem
grande potencialidade para a adubac&o verde, devido a producdo de biomassa
verde, a capacidade de fixagcdo de nitrogénio atmosférico e para o controle de
nematoides (WANG et al., 2002; FERRAZ & FREITAS, 2004; WANG, 2000;
AMARAL et al., 2002). A monocrotalina, um alcaloide pirolizidinico, esta presente
em grandes concentracdes na parte aérea, sementes e exudacoes radiculares de
crotalaria, possuindo efeito nematicida (WANG et al., 2001). Segundo Wang et al.
(2002), o manejo de nematoides com crotalaria € geralmente feito em sistemas de
rotacdo de culturas ou em plantio de cobertura, com posterior incorporagcdo do
maerial vegetal ao solo.

Os trabalhos com guandu (Cajanus cajan) no controle de fitonematoides
tém mostrado resultados variados com relacdo as propriedades antagonistas.
Diversos autores relatam o controle de nematoides utilizando extratos desse
vegetal (COSTA & FERRAZ, 1990). Thakar & Yadav (1986), trabalhando com
variedades de guandu suscetiveis e resistentes a Rotylenchulus reniformis,
concluiram que a resisténcia estava relacionada ao conteudo de fendis no tecido
do vegetal.

Sharma-Nirmal et al. (1998) relataram que extratos de gliricidia (Gliricidia
sepium) sdo conhecidos por sua acdo inseticida. Coimbra et al. (2006)
observaram 100% de mobilidade e 33% de mortalidade de juvenis e adultos de S.
bradys, depois de 24 horas da exposi¢cdo ao extrato vegetal obtido de cascas de
gliricidia. Contudo, os compostos que estao envolvidos no biocontrole de insetos e
nematoides nao foram identificados por esses autores.

Resck et al. (1982) estudando o efeito de quinze espécies de adubos

verdes, entre eles, guandu e espécies de crotalaria, no controle de espécies de
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nematoides na cultura do inhame, concluiram que todos os adubos verdes foram
eficientes na diminuicdo ativa dos nematoides. Relataram que o controle,
provavelmente, foi associado a producédo de toxinas pelos adubos verdes.

Garrido et al. (2004) afirmaram que pouco se sabe sobre o efeito de
adubos verdes no controle de S. bradys no inhame, o principal agente causal da
casca preta do inhame na regiao do Recéncavo da Bahia.

A manipueira € um residuo liquido obtido da prensagem de raizes de
mandioca (Manihot esculenta) para a producdo de fécula ou farinha (PONTE,
2001), com caracteristicas quimicas e organicas que possibilitam sua utilizacdo
na agricultura para diferentes fins (VIEITES & BRINHOLI, 1994). Em sua
composicao, que depende da variedade e das condi¢cdes edafoclimaticas onde foi
cultivada a mandioca, sdo encontrados macro e micronutrientes, constituindo-se
em um residuo promissor para uso na fertirrigagcdo de solos agricolas em
substituicdo parcial ou total a adubacdo mineral (VIEITES & BRINHOLI, 1994).
Além disso, sdo encontrados glicosideos cianogénicos, principalmente a
linamarina, que quando hidrolisada libera o gas cianeto (CN") e o &cido cianidrico
(HCN), toxico as mais variadas formas de vida, incluindo os nematoides
(FIORETTO, 2001; PONTE, 2001). Testes com aplicacdo de manipueira no
controle de nematoides pertencentes ao género Meloidogyne e a espécie S.
bradys tém sido realizados com sucesso no Brasil (PONTE et al., 1996; LUQUINE
et al, 2009; CARMO, 2009; ALMEIDA et al., 2007; NASU et al., 2007).

Os problemas ambientais causados pela disposicdo inadequada de
manipueira estado relacionados a sua composicdo quimica e ao grande volume de
residuos gerado. Contudo, em 2007, Grabowski afirmou que fatores como
dosagens a serem aplicadas e seus efeitos nos diferentes a patossistemas, bem
como a estimativa da concentracdo minima letal de cianeto a nematoides e micro-
organismos nao tinham sido determinados.

No Brasil, o sisal (Agave sisalana) apresenta grande interesse econdémico,
sendo cultivada em larga escala no Nordeste brasileiro (BANDEIRA & SILVA,
2006). Devido a sua perfeita adaptacdo ao clima semi-arido e resisténcia a seca,
acabou se transformando na principal cultura de varias areas do Nordeste.

Da folha do sisal aproveitam-se apenas as fibras (4% do seu peso), que
sdo usadas na fabricacdo de cordas, tapetes, etc., e 0s residuos sélidos e
aquosos, 0s 96% restantes (SUINAGA et al., 2006). Segundo Barreto (2003), o
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residuo liquido do sisal, tem como principais constituintes do metabolismo
secundério alcaldides, saponinas, flavondides e taninos. Estas substancias estao
relacionadas principalmente ao mecanismo de defesa de plantas, e podem
apresentar efeito inibitério contra fitonematoides.

Os efeitos antiparasiticos de saponinas e flavondides extraidos de plantas
tém sido descrito por varios autores (LAKSHMI et al., 2010; DOLIGALSKA et al.,
2011). As atividades biolégicas das saponinas estdo relacionadas com sua
capacidade de formar complexos com esteroides; proteinas e fosfolipideos das
membranas, 0 que pode ocasionar a desestabilizacdo das membranas e
consequente aumento da permeabilidade celular (SCHENKEL et al, 2010). A acéo
dos flavondides sobre parasitos tem sido associada as alteracdes na atividade de
varias enzimas e/ou nos processos metabolicos (KERBOEUF et al., 2008).

O aproveitamento do residuo de sisal como adubos organicos podera
contribuir para melhoria da fertilidade do solo e controle de fitopatégenos
associados as culturas de interesse agronémico, bem como proporcionar uso
racional desse residuo.

Segundo Oliveira (2002), é constante a pratica da adubacéo organica pelos
produtores de inhame da Regido Nordeste. O efeito sobre a producdo ou
rendimento da cultura esta diretamente relacionado com a melhoria da textura do
solo, aumento da capacidade de troca das bases e com o suprimento de
nutriente, isso porque, a lenta decomposi¢cdo da matéria organica promove um
fornecimento continuo de elementos essenciais, em especial 0 nitrogénio,
evitando assim a perda por lixiviacdo ocasionada pela alta intensidade de chuvas
e baixa CTC do solo, caracteristicas normais das areas onde normalmente é
cultivado.

Neste contexto, existe a necessidade de se estudar a acdo das
actinobactérias no solo e da utilizagdo de adubos organicos em sistemas de
producédo de culturas de interesse econdémico.

Este trabalho é apresentado em dois capitulos. O primeiro com avaliacdes
feitas sobre o cultivo de inhame considerando a influéncia da adubacéo orgéanica
e incubacédo do solo com isolados de actinobactérias no controle de Scutellonema
bradys. E o segundo trata do crescimento das plantas de inhame e producgao de

rizoforo, nas mesmas condic¢des de cultivo.
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CAPITULO 1

ACTINOBACTERIAS, EXTRATOS VEGETAIS E RESIDUOS ORGANICOS NO
MANEJO DE Scutellonema bradys EM PLANTAS DE INHAME!

1 Artigo a ser ajustado e submetido ao comité editorial do periédico cientifico

Nematropica.
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ACTINOBACTERIAS, EXTRATOS VEGETAIS E RESIDUOS ORGANICOS NO
MANEJO DE Scutellonema bradys EM PLANTAS DE INHAME

RESUMO: A casca preta € uma das mais importantes doencas da cultura do
inhame causada pelo nematoide Scutellonema bradys. A busca por alternativas
de manejo de doencas de plantas, no contexto da agricultura sustentavel, tem
intensificado os estudos com a utilizacdo de adubos organicos e de micro-
organismos antagonistas. O presente trabalho teve como objetivos: detectar a
producdo das enzimas lipase e quitinase pelos isolados de actinobactérias; avaliar
o efeito in vitro de metabodlitos secundarios produzidos por isolados de
actinobactérias e extratos vegetais aquosos na mortalidade de S. bradys e avaliar
a inoculacdo e incubacdo do solo com isolados de actinobactérias e adubos
organicos, no controle de S. bradys em plantas de inhame. Dentre os isolados
avaliados, 38% e 25% sao produtores das enzimas quitinase e lipase,
respectivamente. Metabolitos produzidos pelos isolados AC 52 e AC 92
promoveram a mortalidade de 67% de J2 de S. bradys. Extratos aquosos da parte
aérea seca ou fresca de gliricidia, guandu e crotalaria, bem como, residuo liquido
de sisal e manipueira, promoveram alta taxa de imobilidade e mortalidade dos J2
de S. bradys. Houve efeito significativo da aplicacdo dos adubos orgéanicos e/ou
inoculacdo com os isolados de actinobactérias sobre a reducéo na populagcédo de
S. bradys. O isolado AC 92, destacou-se, promovendo reducdo de 42% na
populacdo dos nematoides nos rizéforos, quando utilizado em combinacdo com
crotalaria. A inoculacdo dos isolados de actinobactérias e aplicacdo dos adubos
organicos apresenta-se como uma alternativa viavel para manejo sustentavel de

S. bradys na cultura do inhame.

Palavras-chave: Dioscorea rotundata, nematose, manejo sustentavel,

biocontrole.
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ACTINOBACTER AND ORGANIC FERTILIZER IN THE NEMATODE
Scutellonema bradys MANAGEMENT IN YAM PLANTS

ABSTRAT: Dry rot of yam caused by Scutellonema bradys, is one of the most
important diseases of crop. The search for alternative disease plant management,
in the context of sustainable agriculture, has intensified studies with the organic
waste and micro-organisms antagonists use. This study aimed to: detect the
production of enzymes lipase and chitinase by actinobacteria strains; evaluate the
in vitro effect of secondary metabolites produced by actinomycetes strains and
aqueous extracts of organic waste in mortality of S. bradys and evaluate the
inoculation and incubation of soil with actinomycetes strains and organic waste,
the control of S. bradys in yam seedlings. Among the isolates, 38% and 25% are
producers of chitinase and lipase enzymes, respectively. Metabolites produced by
AC 52 and AC 92 strains promoted the 67% S. bradys J2 mortality. Aqueous
extracts of the dry or fresh aerial part of Crotalaria juncea, Cajanus cajan and
Gliricidia sepium, as well as sisal liquid waste and manipueira, promoted high rate
of S. bradys J2 mortality and immobility. Was observed significant effects of the
application of organic wastes and/ or inoculation with actinomycetes strains on the
reduction in the S. bradys population. The AC 92 strain, stood out, providing a
42% reduction in the nematodes population in yam, when used in combination
with Crotalaria juncea. Inoculation of actinobacteria strains and application of
organic waste presents itself as a viable alternative for sustainable management of

S. bradys in yam crop.

Key-words: Dioscorea rotundata, nematose, sustainable management, biocontrol.
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INTRODUCAO

A cultura do inhame (Dioscorea rotundata) vem se destacando no Nordeste
brasileiro como uma alternativa promissora para 0S pequenos e médios
produtores, devido ao seu grande potencial de exportagdo e consumo interno
(GARRIDO & MENDES, 1999). O Brasil produz cerca de 225 mil toneladas de
inhame por ano em, aproximadamente, 25 mil hectares (ALMEIDA, 2009). No
Nordeste os estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Maranhdo os
destacam-se como principais produtores (MESQUITA, 2002; SANTOS, 2002). A
importancia da cultura se deve a excelente qualidade nutritiva e energética de
seus rizoforos (SANTOS, 2002). Grande parte do que € produzido é destinado ao
mercado interno, sendo comercializado, principalmente, nas centrais de
abastecimento das grandes cidades (CARMO, 2009). As exportacbes sdo menos
expressivas, devido as exigéncias em relacdo ao peso e volume adequado dos
rizéforos e auséncia de sintomas de doencas (MOURA, 1997).

No entanto, a area de cultivo, a qualidade e produtividade de rizoforos de
inhame vém sofrendo drasticas reducdes. Segundo Santos (1996), os principais
fatores responsaveis por essa baixa produtividade sdo o uso de rizoforos-semente
de baixa qualidade, infestacGes de nematoides, desuniformidade no tamanho e na
maturacao dos rizoforos, 0 manejo inadequado da cultura, a baixa fertilidade do
solo, 0 manejo inadequado do solo e da agua e as irregularidades climaticas.

O inhame € uma cultura suscetivel ao ataque de diversas espécies de
nematoides (KWOSEH et al., 2002). Dentre estes, destacam-se as espécies
Scutellonema bradys, Pratylenchus coffeae, P. brachyurus, Meloidogyne incognita
e Rotylenchulus reniformis, as quais sdo responsaveis por grandes danos
(SANTANA et al., 2003; GARRIDO et al., 2004).

A alta incidéncia de fitonematoides afeta a produtividade, a qualidade e o
valor comercial dos rizéforos de inhame (MOURA, 1997; GARRIDO et al., 2003),
além de restringir as exportacbes (FERRAZ, 1995). O nematoide S. bradys
penetra pela epiderme do rizéforo, formando galerias durante o seu processo de
alimentacdo e multiplicacdo, causando no riz6foro uma necrose conhecida como
casca preta do inhame (MOURA et al.,, 2001). Esses fitonematoides, além de
terem uma disseminagdo permanente por rizoforos-sementes, sao de dificil

controle (JATALA, 1990). Rizoforos portadores do sintoma da casca preta perdem
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agua rapidamente e ficam predispostos ao ataque de micro-organismos
secundérios, além de serem excluidas nas sele¢des para exportacdo (ACOSTA,
1975).

A utilizacdo de nematicidas fumigantes e sistémicos ndo é recomendada
para a cultura do inhame no Brasil por razBes toxicol6gicas e econbmicas,
enquanto que o tratamento térmico exige um nivel tecnolégico que 0s pequenos
produtores ndo possuem. Além disso, ndo existe nenhum tipo de defensivo
agricola registrado para a cultura do inhame no Ministério da Agricultura
(MOURA, 1997).

Neste sentido, tornam-se necessarios métodos alternativos e ecoldgicos de
manejo destes fitopatdgenos. O controle bioldgico visa manter, por meio de certas
préaticas agricolas, um equilibrio no agroecossistema, de modo que o hospedeiro,
na presenca do patégeno, ndo sofra danos significativos, em funcdo da acéo
controladora dos organismos nao patogénicos (SOARES, 2006; BETTIOL, 2008;
BETTIOL & MORANDI, 2009). Este método de controle inclui praticas que
promovem um ambiente favoravel aos antagonistas e a resisténcia da planta
hospedeira ou ambos; a introducdo em massa de antagonistas, linhagens néo
patogénicas ou outros organismos benéficos (CARDOSO, 1978).

Dentre 0s micro-organismos com potencial para agentes de controle
biologico, destacam-se as actinobactérias que sdo bactérias Gram-positivas,
aerobicas estritas, comumente encontradas no solo, embora também presentes
em diferentes ambientes, como aquaticos, pantanos e folhagens em
decomposicdo (OTINIANO et al.,, 2006). As actinobactérias pertencentes ao
género Streptomyces sdo mundialmente conhecidos pela producdo de
metabdlitos, incluindo antibibticos e enzimas liticas (PADILHA, 1998), que atuam
no controle de diversas doencas de plantas, incluindo fitonematoides (EL-ABYD et
al., 1993; SILVA, 1998; POLLAK & BERGER, 1996).

A decomposicdo da matéria organica no solo resulta muitas vezes em
compostos altamente toxicos aos micro-organismos, suprimindo os agentes
patogénicos de plantas, propiciando condi¢cfes para o crescimento de populacfes
antagonicas aos nematoides, fungos e bactérias fitopatogénicos e também,
induzindo as plantas a resisténcia contra esses micro-organismos (HALBRENDT
& LaMONDIA, 2004).
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Diversos autores relatam a utilizacdo de guandu (Cajanus cajan), crotaléria
(Crotalaria spp.) e gliricidia (Gliricidia sepium) no controle de nematoides. No
entanto, o modo pelo qual essas leguminosas diminuem a populacdo de
nematoides ainda n&o foram totalmente elucidados (WANG et al., 2002; FERRAZ
& FREITAS, 2004; AMARAL et al., 2002; COIMBRA et al., 2006).

Dentre os diversos extratos vegetais testados para o controle alternativo de
fitonematoides, incluem-se a manipueira e o residuo liquido do sisal.

A manipueira € um liquido de aspecto leitoso, de colora¢do amarelo-claro,
obtido apdés a prensagem da mandioca (Manihot esculenta), na fabricacdo de
farinha (PONTE, 1992). Contém um glicosideo téxico cianogénico denominado de
linamarina, do qual se origina o acido cianidrico (HCN), que € bastante volatil.
Segundo Ponte (1999) sdo esses cianetos que respondem pelas acgdes
inseticidas, acaricidas e nematicidas.

Do processamento do sisal (Agave sisalana), largamente cultivado no
Nordeste brasileiro (BANDEIRA & SILVA, 2006), aproveitam-se apenas as fibras
(4% do seu peso), que sdo usadas na fabricacdo de cordas, tapetes, etc., e os
residuos solidos e aquosos, 0s 96% restantes (SUINAGA et al., 2006). Segundo
Barreto (2003), o residuo liquido do sisal, tem como principais constituintes do
metabolismo secundario alcaldides, saponinas, flavondides e taninos. Estas
substancias estdo relacionadas principalmente ao mecanismo de defesa de
plantas, podendo atuar sobre os nematoides.

No entanto, estudos relacionados a utilizacdo desses adubos organicos
associados as actinobactérias no manejo de S. bradys ainda s&o incipientes.
Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de avaliar a potencialidade de
actinobactérias e residuos organicos, isolados e combinados, no manejo de S.

bradys.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo dos metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias
Foram avaliados oito isolados de actinobactérias, codificados como AC50,

AC92, AC12, AC26, AC30, AC52, AC39 e AC147 provenientes da colecado do

Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias,

Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
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(UFRB), e previamente selecionados como potenciais agentes de promocao de
crescimento em tomateiro (LIMA, 2003; SOUSA, 2006; PAIXAO, 2008;
DAMASCENO, 2011).

Os isolados de actinobactérias foram multiplicados em placas de Petri
contendo meio de cultura solido agar amido caseina (ACA), as quais foram
mantidas em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28°C por dez
dias. Apos este periodo, 10 discos das culturas foram transferidos para meio de
cultura liguido ACA e incubados durante 14 dias a 28 + 2°C, em agitador orbital, a
140 rpm. Ao final desse periodo, as culturas de actinobactérias foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos para obtencdo de sobrenadante
contendo apenas metabolitos produzidos pelos micro-organismos, portanto, isento
de propagulos (micélio e esporos). Esse sobrenadante foi armazenado em tubos
de centrifuga em polietileno, com capacidade para 15 mL, com tampa de rosca e

mantidos em freezer -4°C para realizacao dos testes posteriores.

Determinacao da producado das enzimas quitinase e lipase pelos isolados de
actinobactérias

A atividade quitinolitica foi determinada conforme metodologia descrita por
Rewick et al. (1991). Os isolados de actinobactérias foram multiplicados em meio
de cultura minimo de sais minerais agar (TUITE, 1969), suplementado com quitina
coloidal como unica fonte de carbono. As culturas foram incubadas em camara de
crescimento tipo B.O.D., a 28°C por 10 dias. ApGs este periodo, detectou-se a
atividade quitinolitica dos isolados pela da visualizacdo de um halo hialino em
torno das coldnias crescidas.

A producdo da enzima lipase pelos isolados de actinobactérias foi
determinada em meio de cultura sdélido Sierra (1957), usando Tween 80 como
fonte de carbono. Os isolados de actinobactérias foram incubados em camara de
crescimento tipo B.O.D., a 28 £ 2°C por 10 dias. A producdo da enzima foi
detectada pela formacdo de um halo branco difuso, constituido de minusculos
precipitados de oleato de calcio, ao redor das colénias crescidas dos micro-

organismos.
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Obtencdo dos extratos aquosos de gliricidia, guandu, crotaléria, manipueira
e residuo liquido de sisal

Para a obtencdo dos extratos aquosos da matéria seca de crotalaria
(Crotalaria spectabilis), guandu (Cajanus cajan) e gliricidia (Gliricidia sepium),
utilizou-se o método de infusdo em agua. Inicialmente, foram pesados 20 g da
parte aérea de cada uma das leguminosas, previamente seca em estufa de
circulacéo forcada a 65°C, até a obtencéo de peso constante. A matéria seca das
leguminosas foi colocada em um becker contendo 40 mL de agua destilada e a
mistura foi fervida por trés minutos e em seguida, filtrada em gaze (COIMBRA et
al., 2006).

Para a obtencdo dos extratos da matéria fresca de crotalaria, guandu e
gliricidia, foram pesados 20 g da parte aérea das leguminosas, adicionou-se 40
mL de agua destilada, e em seguida, a mistura foi triturada em liquidificador por
um periodo de 2 minutos e, posteriormente, filtrada em gaze (COIMBRA et al.,
2006).

A manipueira foi obtida apds a prensagem de raizes de mandioca (Manihot
esculenta), variedade cigana, oriunda de produtores de farinha de mandioca do
municipio de Cruz das Almas.

O residuo liquido foi obtido apés o desfibramento das folhas de sisal por
produtores da regido sisaleira da Bahia. Depois de extraido, o residuo foi filtrado
em peneira plastica, para separacdao dos residuos solidos e liquidos, e
acondicionado em garrafas de plastico do tipo Peti, e armazenados em caixa de
isopor contendo gelo, para evitar fermentacdo durante o seu transporte até o
laboratério. No laboratério, foram acondicionados em freezer a -4°C, até

realizacdo dos bioensaios.

Obtencéao e desinfestacdo de juvenis do segundo estadio (J2) de S. bradys

Para obtencédo dos J2 de S. bradys, riz6foros de inhame infectados foram
lavados em agua potavel, e em seguida, coletadas 50 g da casca e polpa,
trituradas em liquidificador por 30 segundos e centrifugadas em sacarose,
segundo a técnica de Coolen & D’Herde (1972). A confirmagdo da espécie do
nematoide foi realizada por meio de observac6es em microscopio 6tico e da
utilizacéo da chave de identificacdo de nematoides de plantas (MAI & MULLIN,
1996).
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Para a desinfestacéo dos J2 de S. bradys, a peneira de 400 mesh com o0s
nematoides foi imersa numa solucdo de hipoclorito de sddio a 0,5% durante 1
minuto, seguido de quatro lavagens com agua destilada esterilizada. Os
nematoides foram inoculados em plantas de inhame sadias cultivadas em vasos
contendo 3 kg de uma mistura de areia + solo esterilizados, na proporgéo 1:1
(v:v), através de orificios proximo as raizes, com o auxilio de uma micropipeta de
1mL. Apés a inoculacdo, as plantas de inhame foram mantidas em casa de

vegetacao sob irrigacdo diaria.

Bioensaio 1. Avaliacdo dos metabdlitos produzidos pelos isolados de
actinobactérias na mortalidade J2 de S. bradys

Foi instalado um bioensaio em tubos do tipo Eppendorf, onde foram
adicionados 50uL de uma suspensao aquosa contendo 25 juvenis de S. bradys,
juntamente com 500 pL de meio de cultura liquido contendo os metabdlitos
produzidos pelos isolados de actinobactérias, com dez repeticdes. Os tubos foram
mantidos a 28°C em camara de crescimento tipo B.O.D. Apos 24 e 48 horas de
incubacéo foi realizada contagem dos nematoides moveis e imoveis, com auxilio
do microscopio optico. Nos tratamentos controle, os J2 foram incubados em agua
destilada esterilizada ou em meio liquido ACA puro (sem cultivo de
actinobactérias). Apés o segundo periodo de contagem (48 horas), 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°C. Foram considerados mortos 0os nematoides
gue apos desse periodo em agua, nao recuperaram a mobilidade. Empregou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. Os
dados obtidos foram transformados em arcsen (x/100)0,5, submetidos a analise
de variancia e a comparacao das médias foi realizada pelo teste de Scott &Knott a
5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000).
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Bioensaio 2. Avaliagdo dos extratos aquosos de gliricidia, guandu,
crotalaria, manipueira e residuo liquido de sisal na mortalidade de J2 de S.
bradys

Foi instalado um bioensaio em tubos do tipo Eppendorf, onde foram
adicionados 50 pL de uma suspenséo aquosa contendo 25 juvenis de S. bradys,
juntamente com 500 pL do extrato vegetal aquoso de gliricidia, guandu, crotalaria,
manipueira e residuo liquido de sisal, que foram testados em diferentes
concentragbes (20% 40% 60%, 80% e 100%), com cinco repeticdes. Os tubos
foram mantidos a 28°C em camara de crescimento B.O.D. Apos 24 e 48 horas de
incubacao foi realizada contagem dos nematoides moveis e imoveis, com auxilio
do microscopio optico. Apos 48 horas, os nematoides foram retirados dos extratos
aquosos, e transferidos para agua esterilizada, onde permaneceram por mais 24
horas em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28°C. Foram
considerados mortos 0os nematoides que apos este periodo em agua, nao
recuperaram a mobilidade. Na testemunha, os J2 foram incubados em agua
destilada esterilizada (tratamento dose 0%). Empregou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, esquema fatorial 5 x 5, sendo extratos
aquosos de cinco adubos orgénicos e 5 diferentes concentracdes. Os dados
obtidos foram transformados em arcsen (x/100)0,5, submetidos a analise de
variancia e realizada analise de regressao, utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

Experimento: Avaliacdo da infestacdo e incubacdo do solo com
actinobactérias e adubos organicos no controle de S. bradys em plantas de
inhame

Foram selecionados trés isolados de actinobactérias (AC-26, AC-92 e AC-
52) e trés adubos organicos (guandu, crotalaria e gliricidia) para serem avaliados
no manejo do nematdide S. bradys em plantas de inhame, uma vez que
apresentaram melhor eficiéncia no controle de nematéides em teste in vitro.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental em blocos
inteiramente casualizado, com dez repeticbes, em esquema fatorial 3 x 3 X 2,
sendo trés isolados de actinobactérias, trés adubos orgéanicos, inoculados ou nao

com S. bradys.
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As plantas foram cultivadas em vasos contendo 3 kg de uma mistura de
solo e areia na proporcdo 1:1 (v:v), esterilizados por autoclavagem, a 120°C,
durante 1 hora, por trés vezes, em dias consecutivos. Amostra do solo foi
coletada para caracterizacdo quimica e o resultado é apresentado na Tabela 1
(EMBRAPA, 1999).

Para obtencdo da biomassa seca, as leguminosas crotalaria e guandu
foram cultivadas no campo experimental da UFRB. No momento em que
comecaram a florescer, foram obtidas as partes aéreas, através do corte. A
biomassa fresca da parte aérea de gliricidia foi obtida através de cortes manuais.
No processo de secagem, 0s materiais vegetais foram acondicionados em estufa
de aeracdo forcada a 65°C, até obter massa constante. A biomassa seca foi

triturada em moinho elétrico.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo utilizado no experimento.

o pH SB CTC K Ca Mg V MO! P
Caracteristica . 3 3
(em agua) cmols/dm % g/kg mg/dm
Valor 51 2,23 5,09 0,08 1,3 0,8 44 4,86 10

1-Matéria orgéanica

Para producao do indculo, os isolados de actinobactérias, preservados em
glicerol 20% a temperatura de -18°C, foram cultivados em meio de cultura ACA e
incubados por um periodo de 10 a 12 dias, em camara de crescimento tipo
B.O.D., a temperatura 28 + 2°C. ApoOs este periodo, 10 discos da cultura das
actinobactérias foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 50g de
arroz esterilizado, sendo estes incubados a 28 + 2°C por 14 dias (SOARES et al.,
2007). A quantificacdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) das
actinobactérias no arroz colonizado, seguiu a metodologia de diluicdo seriada
(PRAMER & SCHMIDT, 1964), seguido de plagueamento em meio de cultura
ACA, e incubacao das placas a 28 + 2°C por 3 dias. O substrato foi infestado com
a suspensdo de actinobactérias na proporcdo de 20 g de arroz colonizado para
16L de substrato, fazendo-se o ajuste das UFC/g arroz colonizado, adotando-se
como padréo o isolado AC 92 que apresentou 3,22x107 UFC/g arroz colonizado.

O arroz colonizado foi transferido para sacos plasticos e adicionados 100

mL de agua destilada esterilizada, que em seguida foi agitado para permitir o
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desprendimento dos propagulos das actinobactérias do arroz. Sacos plasticos
contendo o solo, foram irrigados com a suspensdo, e em seguida, realizada
homogeneizacdo manual, para distribuicdo uniforme do in6culo. Os sacos
contendo o solo infestado foram incubados por um periodo de 40 dias a
temperatura ambiente, mantendo-se a umidade constante por meio da adi¢cao de
agua esterilizada.

Os adubos organicos foram incorporados ao solo na proporc¢éo de 20 kg de
adubo por hectare, e em seguida foi realizada a incubagdo por 40 dias. O
tratamento controle foi constituido por solo incubado pelo mesmo periodo, nas
mesmas condicfes de umidade e temperatura, contudo, sem infestacdo com
actinobactérias ou adicdo de adubos organicos.

Apés os 40 dias de incubacdo, foi realizada semeadura do inhame,
colocando-se um rizoforo-semente de +150 g, em sacos de polietileno com
capacidade para 3 kg de solo. A germinacdo de 80% dos rizoforos semente
ocorreu aos 60 dias ap0s a semeadura, momento em que foi realizada a
inoculacéo das plantas com cerca de 1.500 juvenis de segundo estadio (J2) de S.
bradys, fazendo orificios no substrato e colocando o in6culo em contato com as
raizes, com o auxilio de uma micropipeta de 1 mL. Aos 60 dias apoés a inoculacéo
com os nematoides, foi realizada a coleta das plantas, avaliando-se o niumero de
S. bradys nos rizéforos de inhame, conforme método proposto por Coolen &
D’Herde (1972).

Quantificacdo das actinobactérias no solo e no arroz colonizado

Nos tratamentos em que foi realizada a infestacéo e incubacéo do solo com
as actinobactérias, foi determinada a densidade populacional destes micro-
organismos atraveés da técnica da diluicdo seriada (PRAMER & SCHMIDT, 1964),
apos os 40 dias de incubacéo e na coleta do experimento.

Amostras de solo foram coletadas, e submetidas a um pré tratamento
térmico, onde foram acondicionadas em estufa a temperatura de 60°C por 4
horas, com o0 objetivo de reduzir a populacdo de bactérias. Apls este
procedimento, 10g do solo foram transferidas para frascos de Erlenmeyer
contendo 90 mL de solucéo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e, em seguida a
suspensao foi agitada por 20 minutos em agitador orbital. Foram realizadas

diluicbes decimais em série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo
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salina esterilizada, obtendo-se diluicées de 10" a 10* (PRAMER & SCHMIDT,
1964). Foi realizado o plaqueamento de 100uL das diluicées 10Z a 10 em meio
ACA solido, com trés repeticBes para cada diluicdo, sendo o in6culo espalhado
com auxilio da alca de Drigalski esterilizada por flambagem. Foram adicionados
ao meio de cultura 10 mg/Ldeciclohexamida na concentragdo de 100ug/mL para
inibiro crescimento de fungos. Apds semeadura, as placas foram incubadas por 5
a 7 dias a 28 + 2°C em camara de crescimento tipo B.O.D. A densidade
populacional de actinobactérias, foi estimada pela contagem das UFC, obtida com
base na seguinte formula: UFC.g™" solo tmido= N x F x Y, sendo: N= média do
namero de colbnias das trés repeticbes, F= 10 (fator de correcdo do
plaqueamento de 100uL de suspensao por placa para 1 mL de suspensao), Y=
fator de diluicdo da amostra.

Para a analise estatistica, os dados foram transformados em log (x + 1), em
gue 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 medias pelo teste de Scott &Knott a 5% de

probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao das enzimas quitinase e lipase pelos isolados de actinobactérias

Dos oito isolados de actinobactérias avaliados, trés sao produtores apenas
da enzima lipase (AC 50, AC30 e AC 52) e 3 sdo produtores de ambas as
enzimas lipase e quitinase (AC 26, AC 39 e AC 147) (Tabela 2).

A quitina, um homopolimero linear de B 1-4 N-acetilglicosamina, é o
principal constituinte dos esqueletos de artropodes, crustaceos e parede celular
de fungos, além de ser constituinte também dos ovos e da cuticula do corpo dos
nematoides, atuando nesses micro-organismos como componentes estruturais de
suporte celular e de superficie do corpo (MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003).

Segundo Gooday et al. (1992) e Park et al. (2002), a enzima hidrolitica
guitinase € produzida por muitos organismos, entre eles as actinobactérias, e esta
possui a capacidade de hidrolisar a quitina em oligbmeros de N-
acetilglicosamina, que assim podem ser absorvidos e metabolizados. A produgéo

de quitinase é um dos mecanismos utilizados por alguns micro-organismos no
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biocontrole de nematoides, pois resulta na destruicdo da cuticula do nematdide.
Além disso, a decomposi¢do da quitina no solo, libera substéncias toxicas a
fitonematoides, a exemplo da amodnia, que possui teor elevado de nitrogénio. A
quitina também serve como substrato e fonte de energia para as actinobactérias,
permitindo a esses organismos competir com mais eficiéncia com os nematoides
no solo e na rizosfera.

As lipases, amplamente distribuidas na natureza, constituem um importante
grupo de enzimas que estdo associadas ao metabolismo de lipideos, sendo
encontradas em animais, vegetais e micro-organismos. Essas enzimas catalisam
a hidrolise do triacilglicerol a diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidos
graxos livres (CARVALHO et al., 2003).

Tabela 2. Producdo das enzimas extracelulares quitinase e lipase pelos isolados
de actinobactérias.

Isolados Enzimas extracelulares
Quitinase Lipase

AC 92 - -
AC 50 - +
AC 12 - -
AC 30 - +
AC 26 + +
AC 39 + +
AC 52 - +
AC 147 + +

Positivo (+); Negativo (-)

Da fase de ovo ao estadio infectivo, os nematoides apresentam 30% de
seu peso corporal constituido de lipidios, como a principal fonte energética para
0s gastos no processo de sobrevivéncia, locomoc¢ao, penetracdo e parasitismo do
hospedeiro (LEE & ATKINSON, 1977).

As lipases sdo importantes no controle de nematoides por degradarem
suas reservas energéticas e por atuar nos lipidios de membrana (ARDUIM, 2006;
ROCHA, 2007). A producéo da enzima lipase por micro-organismos pode ser

considerada um indicativo de habilidade de reduzir as reservas lipidicas dos ovos
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e de juvenis de fitonematoides, agindo como um microrganismo de biocontrole de
doencas de plantas.

Miller & Sands (1977), testando os efeitos in vitro das enzimas protease,
lipase e quitinase sobre o nematoide Tylenchorhynchus dubius, observaram que
apos 24 horas houve modificagcfes estruturais na cuticula, devido a uma provavel
degradacdo enzimatica.

Estudando a potencialidade de seis isolados de actinobactérias no controle
dos nematoides das galhas em tomateiro, Sousa et al. (2006), observaram que
todos os isolados foram produtores das enzimas lipase e quitinase.

Avaliacdo dos metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias na
mortalidade J2 de S. bradys

Metabolitos produzidos pelos isolados de actinobactérias provocaran
reducdo da mobilidade dos J2 de S. bradys (P<0,05), comparativamente aos
tratamentos controle em agua e em meio de cultura ACA. A taxa de reducéo da
mobilidade variou entre 48 a 70%, quando comparados ao tratamento controle em
agua. Os isolados AC 52, AC 39 e AC 147 destacaram-se, sendo observado que
84,4, 89,9 e 93,8% dos J2 de S. bradys encontravam-se iméveis, respectivamente
(Tabela 3). Foi observado significativo efeito nematicida dos metabdlitos
produzidos pelos isolados AC 147, AC 50, AC 12, AC 92, AC 39, AC 52 (P<0,05),
resultando em uma taxa de mortalidade de J2 de S. bradys que variou de 10 a
58% em relacéo ao tratamento controle em agua.

Os metabolitos produzidos pelos isolados AC 52 e AC 92 foram mais
eficientes em relacdo aos dos demais isolados, sendo observado que nestes
tratamentos, 66,6 e 67,8% dos nematoides estavam, respectivamente, mortos.
Metabolitos produzidos pelos isolados AC 26 e AC 30, embora tenha reduzido a
mobilidade dos nematoides nas primeiras 24 horas de exposicdo, quando estes
foram transferidos para agua apds este periodo, retomaram 0s movimentos, cuja
taxa de mortalidade néo diferiu estatisticamente do tratamento controle em agua.
Indicando que a producéo das enzimas quitinases e lipase nao foram o suficiente
para que o isolado AC 26 interferisse na mobilidade e mortalidade dos
nematoides. O efeito dos metabdlitos secundarios na imobilidade e mortalidade

dos juvenis de segundo estadio de S. bradys variou de acordo com os isolados de
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actinobactérias, sugerindo que, substancias diversas, com diferentes graus de

toxicidade aos nematoides, foram produzidas pelos isolados avaliados.

Tabela 3. Efeito de metabdlitos produzidos por isolados de actinobactérias na
mobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estagio (J2) de S. bradys.

Isolado Mobilidade RMOB Vivos RMOR
(%) (%)* (%) (%)
Controle em agua 76,4 c - 778D -
Controle em meio de cultura 63,6 C 16,7 750D 3,59
AC 92 27,6 b 63,8 32,2a 58,6
AC 12 27,8 b 63,6 40,8 a 47,5
AC 26 248 b 67,5 67b 13,8
AC 50 31,2b 59,1 43,2 a 44 4
AC 30 17,0b 77,7 69,8 b 10,2
AC 52 15,6 a 79,5 33,4 a 57,0
AC 39 10,1 a 86,7 36,2 a 53,4
AC 147 6,2a 91,8 53,8 a 30,8
CV(%) 12,78 - 8,35 -

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. * Reduc¢é@o da mobilidade dos individuos em relagdo ao controle em &gua. 2

Reduc¢éo do numero de individuos vivos em relacéo ao controle em agua.

Moura et al. (1998) relataram que além da diferenca intrinseca entre as
espécies de estreptomicetos, outras caracteristicas como a composicdo do meio
de cultura e as condicdes de crescimento como pH, temperatura e disponibilidade
de nutrientes, podem interferir tanto na quantidade quanto na composicdo dos
metabdlitos produzidos pelos micro-organismos. Segundo Sousa et al. (2006),
outros fatores, como a concentracéo da suspensao de metabdlitos e o periodo de
exposicao dos nematoides, também podem influenciar na taxa de mortalidade dos
nematoides.

Kazuyoshiet al. (2002) encontraram supressdo da motilidade de J2 de M.
incognita causada por filtrado de culturas de isolados de Streptomyces sp.

Coimbra e Campos (2005), ao avaliarem o efeito de metabdlitos de

actinomicetos na motilidade e mortalidade de J2 de Meloidogyne javanica,
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verificaram que seis isolados entre os 37 testados, tinham efeito nematicida,
observando valores de mortalidade entre 19% e 100%.

Sousa (2006) constatou que Streptomyces griseus subsp. griseus,
proporcionou 98,2% de mortalidade dos J2, quando comparado aos 27,3%
observados na testemunha, destacando este como sendo o isolado mais eficiente

no controle in vitro de M. incognita.

Avaliacdo de extratos de biomassas vegetais secos e frescos na
mortalidade de J2 de S. bradys

Extratos frescos ou secos da parte aérea de gliricidia, guandu e crotalaria e
de residuo liquido de sisal e manipueira, provocaram reducdo da mobilidade e
mortalidade dos J2 de S. bradys (P<0,05), em observagdes comparativas ao
tratamento controle em que os J2 foram incubados em agua.

Os extratos secos ou frescos da parte aérea fresca de guandu e crotalaria
reduziram a mobilidade de 100% dos nematoides em diluicdes acima de 40%
(Figura 1). O extrato da parte aérea fresca de gliricidia apresentou efeito
nematostatico, reduzindo a mobilidade de 100% dos nematoides em diluicdes
acima de 60%. Os extratos da parte aérea fresca destas espécies vegetais
demonstraram efeito nematostatico, apenas quando testados em maiores
concentragfes. A percentagem de nematoides imoéveis observada foi de 100%
guando foram testados a crotalaria, o guandu e a gliricida nas concentracées 40,
40 e 100%, respectivamente.

Quando avaliado o percentual de nematoides mortos (efeito nematicida),
verifica-se que embora os extratos secos da parte aérea das leguminosas tenham
apresentado resultados satisfatérios, que diferiram estatisticamente do tratamento
controle (quando os J2 foram incubados em agua), estes foram menos eficientes
gue os extratos obtidos da parte aérea fresca destas plantas.

De acordo com os resultados, estas leguminosas possuem substancias
com propriedades nematicidas em sua biomassa vegetal, que podem ser volateis
ou termosensiveis, perdendo sua eficiéncia em decorréncia de alteracdes na sua
composicdo quimica durante o processo de secagem.

A monocrotalina € um alcaléide pirolizidinico que possui efeito nematicida,
e estd presente em grande concentracdo na parte aérea da crotalaria (Wang et

al., 2002). Nao foram encontradas na literatura consultada o nome das possiveis



44

substancias que compdem a biomassa vegetal do guandu e gliricidia que
possuem efeito nematicida.

Wang et al. (2001) estudando o efeito do extrato da matéria fresca da parte
aérea de Crotalaria juncea no controle de R. reniformis em abacaxizeiro, verificou
gque esse extrato foi mais eficiente, quando adicionado 48 horas antes da
infestacdo do solo com os nematdides.

A utilizacdo do extrato da matéria fresca de C. juncea no manejo de S.
bradys pode ser uma opcao de baixo custo e de facil utilizacdo, para o produtor
de inhame da Costa (GARRIDO et al., 2008). Uma vez que, estes autores nao
verificaram a presenca de S. bradys em raizes de crotalaria e do guandu.
Possivelmente, por proporcionarem algum efeito toxico aos nematoéides. Adesiyan
(1976), ao estudar diferentes plantas hospedeiras ao S. bradys, observou que o
guandu é um hospedeiro moderado do nematéide. Carmo (2009) considerou
guandu e crotalaria como mas hospedeiras de S. bradys, por apresentarem
valores de FR (Fator de Reproducéo) menores do que 1.

Os resultados obtidos sugerem que uma alternativa de manejo deste
nematoide na cultura, seria o cultivo destas leguminosas (crotalaria, guandu e
gliricidia) em fileiras na area de plantio de inhame, para posterior incorpora¢cao no
solo. A utilizacdo destas plantas como adubo verde, além de promover beneficios
para a fertilidade do solo pelo do fornecimento de nutrientes, principalmente N
para as plantas, atua no controle de S. bradys, pois durante sua decomposi¢cao
pode atuar liberando substancias com efeito nematicida e/ou favorecer os micro-
organismos antagonistas presentes no solo.

A manipueira e o0 residuo liquido de sisal apresentaram efeito
nematostatico e nematicida, ocasionando a mortalidade de 100% dos J2 de S.
bradys, desde a diluicdo de 20 e 40%, respectivamente.

A anadlise de regressado indicou que o residuo liquido de sisal e a
manipueira aumentaram a mortalidade de S. bradys em 43 e 82%,
respectivamente, na diluicio de 20%, em observacBes comparativas as
testemunhas em que os J2 foram incubados em &gua. Indicando que esses
residuos possuem substancias quimicas com efeitos altamente nematicidas, pois,

mesmo em baixa concentra¢do, ocasionaram grande mortalidade.
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Figura 1. Analise de regressdo de juvenis de segundo estadio de S. bradys
imoveis e mortos, apds exposi¢ado aos extratos vegetais secos e frescos, por 24 e

48 horas, respectivamente.
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Resultados similares foram relatados por Alves et al. (2006), em trabalhos
in vitro com manipueira diluida até 20% de concentracdo, onde obtiveram 100%
de controle de S. bradys. Comerlato (2009) observou reducdo no numero de
fémeas, cistos e ovos do nematoide Heterodera glycine sem raizes de soja, com o
aumento das doses de manipueira. Para alguns pesquisadores, 0 gas cianeto
(CN-) e o acido cianidrico (HCN), resultantes da hidrolise da linamarina, um
glicosideo cianogénico encontrado na manipueira, sdo téxicos aos nematoides
(FIORETTO, 2001; PONTE, 2001).

Barreto (2003) relatou que o residuo liquido do sisal, tem como principais
constituintes do metabolismo secundario alcaloides, saponinas, flavonoides e
taninos. Estas substancias estao relacionadas principalmente ao mecanismo de
defesa de plantas. Os efeitos antiparasiticos de saponinas e flavonoides extraidos
de plantas tém sido descrito por varios autores (LAKSHMI et al., 2010).

Actinobactérias e adubos organicos no controle de S. bradys em plantas de
inhame

Em todos os tratamentos, foi observada reducdo do numero de nematoides
S. bradys nos rizéforos de inhame (P<0,05) (Tabela 4).

Observou-se que quando foi realizada somente a incorporacdo dos adubos
organicos, sem a infestacdo das actinobactérias, o guandu reduziu a infectividade
dos nematoides nos rizoforos em 33,3%. Contudo, este nao diferiu
estatisticamente dos adubos gliricidia e crotalaria, onde foram observadas
reducbes de 11,3 e 23,8%, respectivamente. Todos os adubos avaliados
promoveram reducdo da infectividade do nematoide, sendo observada uma
populacdo de 11,8 a 15,7 nematoides/g de rizo6foro em comparacédo ao tratamento
controle (sem incorporacdo dos adubos organicos) com 17,7 nematoide/g de
rizoforo.

Analisando os resultados referentes aos tratamentos em que houve
somente a inoculacdo das actinobactérias sem a incorporacdo dos adubos
organicos, é possivel observar que o isolado AC 92, promoveu reducao de 40,8%
da populacdo do nematoide, seguido dos isolados AC 26 e AC 52, em que foi
registrada uma reducdo de 18,4 e 14,1%, respectivamente. A inoculagdo e

incubacdo do solo por 40 dias com os isolados de actinobactérias, também
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promoveu reducdo da infectividade do nematoide, sendo observada uma
populacdo de 10,4 a 15,2 nematoide/g de rizoforo em comparagéo ao tratamento
controle, onde n&o houve a inoculagdo destes micro-organismos (17,7
nematoides/ g de rizéforo).

Nos tratamentos em que houve a incorporacao dos adubos organicos em
combinacdo com a inoculacdo dos isolados de actinobactérias, foi observada
menor infectividade dos nematoides nos riz6foros de inhame, representando uma
reducdo que variou de 36,6 a 42,9%, em comparagao ao tratamento controle, sem
adicao dos adubos orgéanicos e inoculacdo dos isolados de actinobactérias.

Tabela 4. Efeito da inoculagcédo do solo com actinobactérias e/ou incorporacéo de
adubos organicos sobre a populacédo do nematoide de Scutellonema bradys por g

riz6foros de inhame.

Adubos organico

A RI'(%) Gliricidia RI(%) Guandu RI(%) Crotalaria Rl (%)
organico
Sem 17,7 Cb - 15,7 Ba 11,3 11,8 Aa 33,3 13,5 Ba 23,8
actinobactérias
AC 92 10,4 Ab 40,8 10,7 Aa 39,5 10,3 Aa 41,7 10,2 Aa 42,3
AC 52 15,2 Ba 14,1 11,2 Aa 36,6 10,6 Aa 429 10,5 Aa 40,7
AC 26 14,4 Bb 18,5 10,2 Aa 41,9 10,2 Aa 42.1 10,2 Aa 422

Letras mailsculas comparam na coluna o efeito de cada um dos adubos organicos em
combinacdo com os diferentes isolados de actinobactérias. Letras minUsculas comparam na linha
o efeito de cada isolado de actinobactérias entre os diferentes adubos organicos a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott & Knott. * Reducdo do nimero de individuos, em comparagéo a

testemunha absoluta.

E possivel que durante os 40 dias de incubacdo do solo, e até mesmo
durante o cultivo das plantas, tenham sido liberados compostos organicos
resultantes da decomposicdo dos adubos organicos e/ou metabdlitos secundarios
e enzimas extracelulares produzidas pelas actinobactérias, que possuem efeito
nematicida e/ou nematostatico, provocando reducédo da mobilidade e mortalidade
dos J2 de S. bradys e, portanto, reduzindo a infectividade nos rizoforos de
inhame. De acordo com Sousa (2006), metabdlitos secundarios produzidos por

actinobactérias no substrato e/ou na rizosfera da planta pode causar a imobilidade
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e/ou mortalidade dos nematoides, antes da sua penetracdo nas raizes, reduzindo
a infectividade das plantas.

De forma geral, esses resultados indicam que os isolados avaliados
apresentam capacidade de utilizar os nutrientes do solo, de adubos orgéanicos
e/ou exsudatos radiculares para o seu crescimento, além de produzirem, na
presenca dos adubos orgéanicos, substancias com efeito toxico, provocando a

mortalidade do nematoide, ndo ocorrendo, assim, sua infestacdo nos rizéforos.

Tabela 5. Densidade populacional de actinobactérias no substrato aos 40 dias
apos incubacao e apos a coleta das plantas de inhame.

Isolados Adubos organicos
Sem adubos
L Gliricidia Guandu Crotalaria
organicos
Aos 40 dias de incubacao

Sem actinobactérias - 4,0x10°Ba  3,1x10°Aa  3,4x10° Aa
AC 92 3,1x10° Aa 2,0x10°Cb  7,8x10°Bc  1,8x10°Bb

AC 52 2,1x10° Aa 6,0x10°Db  4,1x10°Bb  2,8x10°Ba

AC 26 2,4x10° Ac 6,1x10° Aa  3,9x10°Ab  3,2x10°Bb

ApoOs a coleta das plantas de inhame

Sem actinobactérias - 1,7x10*Bb  1,1x10°Ab  1,7x10° Aa
AC 92 2,5x10° Aa 1,1x10*Bb  1,0x10°Aa  1,2x10° Aa

AC 52 1,3x10° Bb 1,5x10°Ab  7,8x10°Ab  2,2x10° Aa

AC 26 2,4x10° Aa 1,2x10° Ab  5,6x10*Ac  1,9x10° Aa

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna e minudsculas iguais na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Além da producdo de metabdlitos secundarios e enzimas, parasitismo,
competicdo por nutrientes, outros fatores séo decisivos para o efetivo biocontrole
dos fitonematoides, como a capacidade competitiva dos estreptomicetos na
presenca da microflora nativa, permitindo o seu estabelecimento no ambiente
onde séo introduzidos (HABE & UESUGHI, 2000), bem como a colonizagao das
raizes, que funcionam como barreira a penetracdo do patdgeno e os exsudatos
radiculares que servem de fonte de energia e nutriente para as actinobactérias
(WELLER, 1998).
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O potencial da utlizagdo de adubos organicos e micro-organismos
antagonistas, como as actinobactérias, principalmente do género Streptomyces,
no controle de fitonematoides em culturas de interesse econdomico, tem sido
relatada por diversos autores (JONATHAN et al., 2000; KAZUYOSHI et al., 2002,
COIMBRA et al., 2005; COIMBRA et al., 2006; ARDUIM, 2006; SOUSA et al.,
2006; PAIXAO, 2008; SOUSA et al., 2009; DAMASCENO, 2011; PEIXOTO,
2011).

No entanto, na bibliografia consultada n&o foram encontrados trabalhos
relatando a utilizacdo de adubos orgénicos e actinobactérias combinados no
patossistema S. bradys — inhame, indicando que essa pesquisa € inédita para a
cultura do inhame e podera ser muito Util para pesquisas posteriores e para 0s
produtores.

Segundo Melo (1998), os micro-organismos colonizam o sistema radicular
e afetam a composicdo quimica dos exsudados liberados. A transformacdo dos
exsudados radiculares em subprodutos pode fazer com que o nematdide nao
reconheca o estimulo quimiotropico e continue movimentando-se no solo até
esgotar suas reservas de energia, vindo a morrer sem penetrar na raiz (FREITAS,
2001). Segundo Stirling (1991), algumas rizobacterias produzem metabdlitos
toxicos que causam inibicdo do movimento de nematoides in vitro, enquanto
outras inibem a eclosdo de juvenis e o processo pelo qual eles penetram as
raizes. Outro possivel mecanismo de biocontrole consiste no parasitismo dos
nematoides por estreptomicetos, os quais utilizam de enzimas como quitinases e
lipases, que atuam na destruicdo da cuticula dos nematoides (PARK et al., 2002).

Esnard et al (1998), observaram reducdo da populacdo de Radopholus
similis e de Helicotylenchus multicinctus em solo com trigo pré-incorporado com
Streptomyces costaricanus. Coimbra & Campos (2005) verificaram que isolados
de actinobactérias reduziram o niumero de galhas e massa de ovos em raizes de
tomateiro. Yan et al. (2004), testando o controle de M. incognita em mudas de
tomateiro, encontraram resultados semelhantes, onde isolados de
estreptomicetos reduziram a formacdo de galhas (52,8 %) e massa de ovos
(63,5%). Sousa et al. (2006), observaram que a reducdo do niumero de massa de
ovos de M. incognita em raizes de tomateiro foi proporcionada pela infestagcéo e
incubagcdo do substrato de cultivo com actinobactérias. Jonathan et al. (2000),

relataram reducdes no numero de galhas e nimero de ovos de M. javanica em
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raizes de tomateiro quando infestadas com isolados de actinobactérias.
Damasceno (2011) observou que isolados de actinobactérias, produziram
metabdlitos secundéarios com efeito nematicida, que foram capazes de reduzir o
nimero de galhas M. javanica e massa de ovos de nematoides nas mudas de
tomateiro. Krechel et al., (2002), testando isolados de actinobactérias do género
Streptomyces, oriundas da rizosfera de batateira, visando o controle de M.
incognita em casa de vegetacédo, observaram reducdo no numero de galhas entre
50% e 85% e reducdo no numero de massas de ovos entre 40% e 100%, quando
comparados com a testemunha. Dicklow et al. (1993) demonstraram que
metabdlitos produzidos por Streptomyce ssp, incorporados ao solo, inibiram a
reproducdo de Caenorhabditis elegans e reduziram o numero de galhas de M.
incognita em raizes de tomateiro. Jonathan et al. (2000) aplicaram isolados de
actinobactérias no solo infestado por M. incognita e observaram que houve
reducdo dos numeros de galhas e de ovos, bem como promoc¢ao do crescimento
de plantas de tomate e banana, em comparacfes com a testemunha.

Avaliando o efeito da adubacdo verde na infectividade de S. bradys em
mudas de tomateiro, Garrido (2006) observou que a incorporacdo da matéria
fresca de crotalaria e guandu combinados, proporcionaram reducao significativa
da infectividade do nematoide em comparacdo a incorporacdo de guandu
isoladamente e da testemunha (sem adicdo dos adubos verdes). Este autor
observou que no sistema de plantio de inhame, em campo, com crotalaria isolada
e combinada com guandu apresentaram as menores médias de infeccdo das
raizes do inhame com S. bradys e R. reniformis. Os sistemas de plantio de
inhame convencional e com guandu nas entrelinhas, apresentaram os maiores
nameros de nematoides infectando as raizes finas do inhame. Concluiu que a
crotalaria tem efeito nematicida e que essa cultura tem potencial de utilizacdo
para o manejo de fitonematoides na cultura do inhame.

Santana et al. (2003) consideram que o nematoide S. bradys, causador da
doenca casca preta, € um futuro problema para a cultura do inhame, podendo se
tornar o principal nematoide parasita desta cultura. Esse nematoide completa seu
ciclo reprodutivo em 21 dias e, encontrando condi¢des favoraveis, pode aumentar
a sua populacéo de forma acentuada (KWOSEH et al., 2002), e por esta razao,
faz-se necessario o manejo adequado desses fitopatdgenos, de modo a nao

comprometer a producao.
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Existe, atualmente, demanda crescente por métodos alternativos no
controle de fitonematoides. Essa demanda visa substituir o controle quimico,
devido as implicacdes toxicolégicas e ambientais negativas que acarretam, além
do crescente interesse pelo cultivo do inhame, em sistema de producgéo
sustentavel, pelo mercado interno e externo.

A utilizacdo de micro-organismos promotores de crescimento e/ou com
acdo de biocontrole vem sendo apontada como uma alternativa viavel para
sistemas de producao agricola ecologicamente e economicamente sustentavel.

A utilizacdo de plantas na ciclagem dos nutrientes e manutencdo da
fertilidade do solo € uma opcdo para a obtencdo de eficiéncia produtiva e
conservacao do solo e da agua, proporcionando aumento da capacidade de troca
de cations e da disponibilidade de macro e micronutrientes; formacdo e
estabilizacdo de agregados; melhoria da infiltracdo de agua e aeracao; criacao de
um microclima favoravel aos micro-organismos benéficos e controle de patdégenos
do solo. A utilizacdo de isolados de actinobactérias, combinadas a adubos

organicos, constitui numa alternativa sustentavel para o manejo de S. bradys.

CONCLUSOES

1. Os isolados de actinobactérias avaliados tém potencialidade de serem
utilizados no controle de fitopatdgenos, pois sdo produtores das enzimas
extracelulares quitinase e lipase sob condicdes in vitro;

2. Os isolados de actinobactérias AC 92, AC 12, AC 50, AC 52, AC 39 e AC 147
produziram metabolitos secundarios com efeito nematicida e podem ser avaliados
no manejo de S. bradys na cultura do inhame;

3. Os extratos frescos de dliricidia, guandu e crotaldria podem sem mais
promissores para 0 uso no manejo de S. bradys na cultura do inhame, uma vez
gue nos teste in vitro, apresentaram maior eficiéncia na mortalidade desse
patégeno, quando comparados com o0s resultados dos extratos secos dessas
plantas ;

4. O uso dos residuos organicos gliricidia, crotalaria e guandu, combinados com o
uso de actinobacterias, pode ser indicado para o manejo de S. bradys na cultura
do inhame, pois a utlizacdo isolada desses tratamentos apresenta menor

eficiénciano.
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CAPITULO 2

ADUBACAO ORGANICA E ACTINOBACTERIAS NO CRESCIMENTO E
NUTRICAO DE PLANTAS DE INHAME!

1 Artigo a ser ajustado e submetido ao comité editorial do periddico cientifico

Revista Pesquisa Agropecuéaria Brasileira.
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ADUBACAO ORGANICA E ACTINOBACTERIAS NO CRESCIMENTO E
NUTRICAO DE PLANTAS DE INHAME

RESUMO: O inhame é uma cultura de grande importancia econémica no Brasil,
contudo, contudo reducdo na sua producdo tem sido atribuida aos problemas
fitossanitarios e manejo inadequado da cultura. A busca por alternativas no
contexto da agricultura sustentavel, tem intensificado os estudos com a utilizacéo
de adubos orgéanicos e de micro-organismos benéficos. O presente trabalho teve
como objetivos: 1) detectar a producéo de enzimas extracelulares e a capacidade
de solubilizacéo de fosfato de calcio; 2) avaliar o efeito isolado e da interacdo da
adubacao organica e de isolados de actinobactérias no crescimento e nutricdo de
plantas de inhame. A produgdo de enzimas extracelulares e a capacidade de
solubilizar fosfatos de calcio variam de acordo com o isolado de actinobactérias,
de modo que 37,5%, 87,5%, 87,5%, 62,5%, 100% e 62,5% s&o produtores das
enzimas quitinase, celulase, xilanase, amilase, catalase e lipase,
respectivamente. Apenas os isolados AC 92 e AC 50 demonstraram capacidade
para solubilizar fosfato de célcio. Nao houve efeito significativo da incorporacéo
dos adubos organicos sobre a densidade populacional de actinobactérias.
Quando aplicados isoladamente, os isolados de actinobactérias promoveram
incrementos de até 170,7% (AC 26) e os adubos organicos de até 49,9%
(guandu) na producdo de biomassa na parte aérea das plantas de inhame. A
interacdo entre os isolados de actinobactérias e adubos organicos promoveu
incrementos significativos de até 103,5% (AC 92 x gliricidia) no teor de P na parte
aérea das plantas de inhame. Independentemente da forma de aplicacdo, os
isolados de actinobactérias e adubos organicos nao influenciaram no teor de K
nas plantas. Os isolados de actinobactérias e os adubos organicos, quando
aplicados isoladamente, proporcionaram incremento de até 34,7% (AC 92) e

33,9% (gliricidia) no teor de N na parte aérea das plantas.

Palavras-chave: Dioscorea rotundata, manejo sustentavel, promoc¢do de

crescimento, Streptomyces spp.
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ORGANIC FERTILIZER AND ACTINOBACTER IN THE GROWTH AND
NUTRITION OF YAM PLANTS

ABSTRAT: The yam is a crop of great economic importance in Brazil, however,
reduced its production has been attributed to disease and culture management
inadequate. The search for alternatives in the context of sustainable agriculture
has intensified studies with the use of organic fertilizers and micro-organisms
beneficial. This study aimed to: 1) detect the production of extracellular enzymes
and the ability of calcium phosphate solubilization; 2) evaluate the isolate and
interaction effect of organic fertilizer and actinobacter strains on yam seedlings
growth and nutrition. The production of extracellular enzymes and the ability to
solubilize calcium phosphates vary with the strain of actinobacter, so that 37.5%,
87.5%, 87.5%, 62.5%, 62.5% and 100 % are chitinase enzyme, cellulase,
xylanase, amylase, lipase and catalase producers, respectively. Only AC 92 and
AC 50 strains demonstrated the capacity to solubilize calcium phosphate. There
was no significant effect of the incorporation of organic fertilizers on the
actinobacter population density. When applied alone, actinobacter strains
promoted increments of up to 170.7% (AC 26) and organic fertilizers up to 49.9%
(Cajanus cajan) in biomass production in the yam seedlings. The interaction
between actinobacteria strains and organic fertilizers significant increments of up
to 103.5% (AC 92 x Gliricidia sepium) in P content in yam seedlings shoots.
Regardless of the application form, the actinobacter and organic fertilizers no
effect on seedlings K content. The actinobacter strains and organic fertilizers,
when applied alone, resulted in 34.7% (AC 92) and 33.9% (Gliricidia sepium)

increase in N content in the plants aerial part.

Key-words: Dioscorea rotundata, manejo sustentavel, promoc¢éo de crescimento,

Streptomyces spp.



65

INTRODUCAO

Diversos autores relatam que no nordeste, a cultura do inhame apresenta
grande importancia sécio-econémica, respondendo por cerca 90% da producéo
nacional, sobretudo nos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e
Maranhdo, constituindo uma atividade agricola muito promissora, dada a
excelente qualidade nutritiva e energética de seus rizéforos (SANTOS, 2002;
MESQUITA, 2002).

No Estado da Bahia, a producdo de inhame esta concentrada
principalmente, na microrregido do Recdncavo, nos Municipios de Cruz das
Almas, Séo Felipe, Maragogipe e Séo Félix (SANTOS, 2002). Segundo Nunes et
al. (2010), a exploragéo da cultura do inhame constitui uma alternativa viavel para
a agricultura nordestina, uma vez que as regides produtoras apresentam
condigdes ambientais favoraveis para seu desenvolvimento e produgdo, em
carater altamente econémico.

No entanto, diversos autores relatam que a area de cultivo, a produtividade
e a qualidade de rizéforos comerciais vem reduzindo anualmente, em virtude do
baixo nivel tecnolégico empregado no manejo da cultura, que inclui condicbes
inadequadas de manejo, baixa fertilidade do solo, utilizacdo de riz6foros-semente
de qualidade inferior e problemas fitossanitarios (DEGRAS, 1993; SANTOS,
1996).

Na agricultura, os crescentes problemas relacionados a utilizacdo de
insumos quimicos sintéticos, tais como impactos negativos na saude do homem e
no ambiente, contaminacdo de alimentos, bem como, o desenvolvimento de
patdgenos resistentes aos defensivos agricolas, tém incentivado a busca por
alternativas sustentaveis nos sistemas de producdo agricola (ANTOUN & PRE
VOST, 2005).

O emprego da adubacéo organica vem crescendo gradualmente no Brasil
nos ultimos anos, principalmente nas pequenas e médias propriedades rurais. A
utilizacdo de adubos organicos promove melhorias nas caracteristicas fisicas,
guimicas e biolégicas do solo, resultando em aumento do rendimento e da
gualidade das culturas. Além disso, de acordo com Severino et al. (2006), a
adubacéo organica com a utilizagdo de adubos gerados na propriedade rural, ou

7

nas proximidades, € uma pratica que proporciona aproveitamento destes
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materiais, evitando que sejam lancados indevidamente no ambiente, causando
danos ambientais.

A utilizacdo de fontes de matéria organica além de melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas do solo e promover o crescimento e melhoria
nutricional das plantas, pode estimular a comunidade microbiana, e seus
processos biolégicos, por favorecer micro-organismos benéficos. Entre estes,
destacam-se as actinobactérias, principalmente as pertencentes ao género
Streptomyces. As actinobactérias comp&em um importante grupo de bactérias do
solo, conhecidos pela capacidade de colonizagéo do sistema radicular, adaptacao
a diferentes condi¢cdes edafoclimaticas e apresentam ampla capacidade de
producédo de metabolitos secundarios, como antibiéticos e enzimas extracelulares,
gue promovem o crescimento vegetal (INBAR et al., 2005).

Durante o proceddo de decomposicdo da matéria organica, as
actinobactérias atuam na degradacado de moléculas complexas e recalcitrantes,
especialmente celulose, lignocelulose, amido, xilana e lignina, presentes em
abundancia na biomassa vegetal (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; GETHA et al.,
2005; PELAEZ, 2006). Segundo Hoster et al. (2005), além da atuacdo na
decomposicdo da matéria organica, estes micro-organismos apresentam grande
potencial como agentes de controle de fitopatdgenos, devido a capacidade de
producdo de antibioticos, siderdforos, enzimas com acgdo antimicrobiana e
competicdo com fitopatégenos por substrato (CATTELAN & HARTEL, 2000),
constituindo assim uma alternativa viavel para uso em sistemas de producéo
agricola e economicamente sustentavel (COMPANT et al., 2005).

No entanto, trabalhos relacionados a utilizacdo desses micro-organismos
juntamente com adubos organicos em sistemas agricolas, ainda sao incipientes
(CRAWFORD et al., 1993). Nesse sentido, o potencial de actinobactérias no
aumento da producdo na cultura do inhame necessita ser estudado.
Adicionalmente, também sera avaliado o uso conjunto de adubos organicos e
actinobactérias, como alternativa a producdo mais sustentavel da cuntura do
inhame no Recdncavo da Bahia. Assim sendo, o objetivo do trabalho foi avaliar o
efeito de isolados de actinobactérias e adubos organicos, isolados e combinados,
na promocao de crescimento e nutricdo de plantas de inhame, bem como
caracterizar fisiologicamente os isolados de actinobactérias com relacdo a

producdo de enzimas extracelulares e solubilizacdo de fosfato de calcio.
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MATERIAL E METODOS

Selecao dos isolados de actinobactérias

Foram avaliados oito isolados de actinobactérias, codificados como AC 50,
AC 92, AC 12, AC 26, AC 30, AC 52, AC 39 e AC 147, provenientes da colecao
do Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biolégicas da UFRB, e previamente selecionados como potenciais
agentes promotores de crescimento em mudas de tomateiro (LIMA, 2003;
SOUSA, 2006; PAIXAO, 2008; DAMASCENO, 2011).

Os isolados de actinobactérias foram cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido agar amido caseina (ACA), as quais foram
mantidas em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28°C por dez
dias. Apos este periodo, 10 discos foram transferidos para meio de cultura liquido
ACA e incubados durante 14 dias a 28 + 2°C, sob agitacdo continua a 140 rpm,
em agitador orbital. Ap0s esse periodo, as culturas de actinobactérias foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos para separar os propagulos e 0s
metabdolitos produzidos por estes micro-organismos. O sobrenadante, contendo
metabdlitos, foi armazenado em tubos de centrifuga em polietiieno, com
capacidade para 15 mL, com tampa de rosca e mantidos em freezer -4°C para 0s

testes futuros.

Bioensaio 1. Determinacdo da producdo das enzimas Xxilanase e celulase
pelos isolados de actinobactérias

A producédo das enzimas Xxilanase e celulase foram determinadas conforme
metodologia descrita por Lewis (1988). Os isolados foram multiplicados em meio
de cultura sélido minimo de sais (TUITE, 1969), suplementado com xilana ou
celulose microcristalina como Unica fonte de carbono, e em seguida, as placas
foram incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D. a 28°C durante 15 dias.
Apés este periodo, foram adicionados 10 mL da solu¢do vermelho congo 0,5%
em cada placa, seguido de incubacdo destas a temperatura ambiente por 15
minutos. Apés este periodo, foi retirada a solugdo de vermelho congo, e
adicionou-se 10 mL da solugcéo NaCl a 1M em cada placa, sendo estas mantidas

a temperatura ambiente por 30 minutos. Esta solucéo foi coletada das placas, e a
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atividade celulolitica e xilanolitica foi detectada pela visualizacdo de um halo
alaranjado em torno das coldnias crescidas, indicando que houve a hidrélise da

xilana e celulose pelos micro-organismos.

Bioensaio 2: Determinacdo da solubilizacdo de fosfato de célcio pelos
isolados de actinobactérias

A capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio foi determinada de
acordo com a metodologia proposta por Katznelson & Bose (1959). Os isolados
de actinobactérias foram cultivados em meio de cultura sélido triptocaseina de
soja agar (10%) acrescido de Ca3(PO4), e em seguida, as placas foram incubadas
em camara de crescimento tipo B.O.D. por 7 dias. Apés este periodo, a
solubilizacéo de fosfato foi detectada pela formagcéo de uma zona de solubilizacéo
de aspecto opaco em torno das coloénias crescidas dos isolados de

actinobactérias.

Bioensaio 3: Determinacéo da producéo da enzima amilase

A producéo de amilases foi determinada conforme descrito por Coon et al.
(1957). Os isolados de actinobactérias foram multiplicados no meio de cultura
sélido agar amido, constituido de 0,2% de amido soluvel. As culturas foram
incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28+2°C por dez dias. Apés 0
crescimento das col6nias, foram adicionados 10 mL da solucdo de lugol nas
placas. A producédo da enzima amilase foi detectada pela descoloracdo do meio

em torno das colbnias, indicando que ocorreu hidrélise do amido.

Experimento 1: Avaliacdo da infestagcdo e incubacdo do solo com
actinobactérias e adubos organicos na promocéao de crescimento e nutricdo
de plantas de inhame

Com base nos resultados obtidos nos bioensaios realizados in vitro, foram
selecionados trés isolados de actinobactérias (AC 26, AC 92 e AC 52) e trés
adubos organicos (guandu, crotalaria e gliricidia) para serem avaliados isolados e
em combinacdo quanto ao seu efeito no crescimento e nutricdo de plantas de
inhame.

O experimento foi instalado em delineamento experimental em blocos

inteiramente casualizado, com dez repetigbes, em esquema fatorial 3 x 3, sendo
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trés isolados de actinobactérias e trés adubos orgéanicos. O tratamento controle foi
constituido por solo sem infestagdo com actinobactérias ou adicdo de adubos
organicos incubado pelo mesmo periodo, nas mesmas condi¢fes de umidade e
temperatura dos demais tratamentos

As plantas foram cultivadas em vasos contendo 3 kg de uma mistura de
solo e areia na proporcédo 1:1 (v:v), previamente esterilizados por autoclavagem, a
120°C, durante 1 hora, por trés vezes, em dias consecutivos. Amostra do solo foi
coletada para caracterizagcdo quimica e o resultado é apresentado na Tabela 1
(EMBRAPA, 1999).

Para obtencdo da biomassa seca, as leguminosas crotalaria e guandu
foram cultivadas no campo experimental da UFRB. No momento em que
comecaram a florescer, foram obtidas as partes aéreas, através do corte. A
biomassa fresca da parte aérea de gliricidia foi obtida através de cortes manuais.
No processo de secagem, 0s materiais vegetais foram acondicionados em estufa
de aeracdo forcada a 65°C, até obter massa constante. A biomassa seca foi

triturada em moinho elétrico.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo utilizado no experimento.

o pH SB CTC K Ca Mg V MO P
Caracteristica i 3 3
(em agua) cmolc/dm % g/kg mg/dm
Valor 51 2,23 5,09 0,08 13 08 44 4,86 10

1-Matéria orgéanica

Para producédo de inéculo, os isolados de actinobactérias,que estavam
sendo preservados em glicerol 20% a temperatura de -18°C, foram repicados para
placas de Petri contendo meio de cultura ACA e incubados por um periodo de 10
a 12 dias, em camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura 28 + 2°C. Apés
este periodo, 10 discos da cultura das actinobactérias foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer contendo 50g de arroz esterilizado, que em seguida foram
incubados a 28 + 2°C por 14 dias (SOARES et al., 2007).

Foi determinado o nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) das
actinobactérias no arroz colonizado, conforme metodologia de diluicdo seriada,
proposta por Pramer & Schmidt (1964), seguido de plagueamento em meio de

cultura ACA, e incubacao das placas a 28 + 2°C por 3 dias. O substrato foi
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infestado com a suspensdo de actinobactérias na proporcdo de 20g de arroz
colonizado para 16L de substrato, fazendo-se o ajuste das UFC/ g arroz
colonizado, adotando-se como padrao o isolado AC 92 que apresentou 3,22x107
UFC/g arroz colonizado.

Foram separados 20 g de arroz colonizado em sacos plésticos,
adicionados 100 mL de &gua destilada esterilizada, que em seguida foi agitado
para permitir o desprendimento dos propagulos (esporos e micélio) das
actinobactérias do arroz. Sacos plasticos contendo o 16L da mistura de solo e
areia esterilizados (proporcao 1:1), foram irrigados com a suspensao contendo
propagulos das actinobactérias, e em seguida, realizada homogeneizacéo
manual, para distribuigcdo uniforme do inoculo.

O solo infestado com os isolados de actinobactérias foi incubado por um
periodo de 40 dias a temperatura ambiente, mantendo-se a umidade constante,
com adicdo de agua esterilizada. Em alguns tratamentos, foi realizada a
incorporacdo dos adubos organicos ao solo na propor¢cdao de 20 toneladas de
adubo por hectare, isolados ou em combinacdo com as actinobactérias, e em
seguida foi realizada a incubacéo por 40 dias. Posterioemente, foi realizada a
semeadura do inhame, colocando-se um rizoforo-semente de £150 g, em sacos
de polietileno com capacidade para 3 kg de solo.

As plantas de inhame foram coletadas aos 120 dias apds o plantio dos
rizéforos-sementes, onde separou-se a parte aérea e as raizes das plantas,
sendo estas lavadas em agua corrente e em seguida, colocadas para secar em
estufa com ventilacdo forcada a 65°C, até atingir massa constante. Apls a
secagem em estufa, determinou-se a biomassa seca da parte aérea e das raizes.
Em seguida, a parte aérea das plantas foi moida e submetida a digestdo com
acido sulfarico e peroxido de hidrogénio (THOMAS et al.,, 1967), para
guantificacdo dos teores de N, P e K nos extratos (EMBRAPA, 1999) Os dados
obtidos 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).

Nos tratamentos em que foi realizada a infestagéo e incubagéo do solo com
as actinobactérias, foi determinada a densidade populacional destes micro-
organismos por meio da técnica da diluicdo seriada, apds os 40 dias de incubacgéo

do solo e apds coleta das plantas de inhame. Amostras de solo foram coletadas, e
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submetidas ao pré-tratamento térmico, onde foram acondicionadas em estufa a
temperatura de 60°C por 4 horas, com o objetivo de reduzir a populacédo de
bactérias. Apés este procedimento, 10 g do solo foram transferidos para frascos
de Erlenmeyer contendo 90 mL de solucgéo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e,
em seguida a suspensao foi agitada por 20 minutos em agitador orbital. Foram
realizadas diluicbes decimais em série (1:10), em tubos de ensaio contendo 9 mL
de solucéo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada, obtendo-se diluicdes de 10" a 10™.
Foi realizado o plaqueamento de 100 pl das diluigdes 10% a 10 em meio de
cultura ACA sdélido, com trés repeticbes para cada diluicdo, sendo o inoculo
espalhado com auxilio de uma al¢a de Drigalski esterilizada por flambagem. Foi
adicionado ao meio de cultura 10 mg/L de ciclohexamida na concentracdo de 100
Mg/mL para inibir o crescimento de fungos. Apds semeadura, as placas foram
incubadas por 7 dias a 28 + 2°C em camara de crescimento tipo B.O.D.

A densidade populacional de actinobactérias foi estimada com base na
seguinte formula: UFC.g™ solo tmido= N x F x Y, sendo: N= média do nimero de
col6nias das trés repeticdes; F= 10 (fator de correcédo do plaqueamento de 100 uL
de suspensdo por placa para 1 mL de suspensdo); Y= fator de diluicdo da
amostra.

Para a analise estatistica, os dados foram transformados em log (x + 1), em
gue 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 medias pelo teste de Scott & Knott a 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producdo de enzimas e capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio
pelos isolados de actinobactérias

Na Tabela 2, € apresentada a caracterizacdo fisioldgica dos isolados de
actinobactérias. Dos oito isolados de actinobactérias avaliados, trés sé&o
produtores da enzima quitinase (AC 26, AC 39 e AC 147). A enzima hidrolitica
guitinase é produzida por muitos organismos, entre eles as actinobactérias, e esta

possui a capacidade de hidrolisar a quitina em oligbmeros de N-acetilglicosamina,
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gue assim podem ser absorvidos e metabolizados (PARK et al., 2002; MOREIRA
& SIQUEIRA, 2002; DAMASCENO, 2011).

A producdo de quitinase é um mecanismo utilizado por alguns micro-
organismos no biocontrole de fitopatogenos. A quitina € o principal constituinte
dos esqueletos de artrépodes, crustaceos e parede celular de fungos, além de ser
constituinte também dos ovos e da cuticula do corpo dos nematoides, atuando
nesses micro-organismos como componentes estruturais de suporte celular e de
superficie do corpo (MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003).

Com excecéao dos isolados AC 30 e AC 50, os demais isolados testados
séo produtores das enzimas celulase (Figura 1A) e xilanase (Figura 1B). A xilana
€ 0 segundo maior polissacarideo constituinte do complexo hemicelulésico das
plantas. Sua estrutura basica consiste de uma cadeia principal linear constituida
de moléculas de xilopiranosil unidas por ligagdes B -1,4 glicosidicas, das quais
constituem cerca de 25% da biomassa total das plantas (GEORIS et al., 2000;
HALTRICH, 1996). A producdo da enzima xilanase pelos isolados de
actinobactérias indica a atuacdo destes micro-organismos no processo de
decomposicdo de compostos organicos, resultando na disponibilizacdo de
nutrientes que favorecem a melhoria do estado nutricional e o crescimento das
plantas.

Murashima et al. (2002) descreve a celulose como sendo um dos
componentes mais abundantes da biomassa vegetal, composto de moléculas de
glicose unidas por ligacdes glicosidicas B -1,4 formando cadeias lineares, longas
e rigidas, que pode ser degradada por uma série de micro-organismos através da
acao da enzima celulase (LYND et al., 2002). Os micro-organismos celuloliticos
ao atacarem a celulose, clivam sua molécula de alto peso molecular,
desdobrando-a com celobiose (um dissacarideo com glicose ligada a glicose) e
glicose livre, pela acdo da celulase (B 1,4 glucosidase). Micro-organismos
aerobios oxidam a glicose via cadeia transportadora de elétrons CTA, enquanto
0s anaerobios fermentadores produzem, a partir da glicose, acetato, propianato,
butirato, H, e CO,, como principais produtos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Os micro-organismos com capacidade de degradacao da celulose podem
ter um importante papel na decomposi¢cdo da matéria organica do solo (SOUSA,
2006; DAMASCENO, 2011). Micro-organismos celuloliticos podem também atuar
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como agentes de biocontrole de fitopatbgenos que possuam celulose como
constituinte de sua parede celular (BERG et al., 2000).

Tabela 2. Producdo de enzimas extracelulares e capacidade de solubilizagdo de
fosfato de célcio pelos isolados de actinobactérias.

Isolados Enzimas extracelulares Solubilizagdo de

Quitinase Celulase Xilanase Amilase Lipase fosfato de calcio
AC 92 - + T n - "
AC 50 - + i + N N
AC 12 - + + N ] )
AC 30 - - + + N ]
AC 26 + + + + + ]
AC 39 + + + i N ]
AC 52 - + 4 ) .\ ]
AC 147 + + N N .\ ]

Positivo (+); negativa (-)

Somente os isolados AC 39 e AC 52 ndo demonstraram serem produtores
da enzima amilase (Figura 1C). O amido € constituido de dois polimeros de
glicose, a amilose e a amilopectina, sendo o mais importante composto organico
de reserva das plantas. Entre 0os poucos micro-organismos com capacidade de
degradar o amido, encontram-se as actinobactérias, produzindo acidos organicos,
CO; e dextrinas durante a decomposicdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Todos os isolados sdo produtores da enzima lipase, com excecdo de AC
92 e AC 12. As lipases sao amplamente distribuidas na natureza, e constituem
um importante grupo de enzimas que estdo associadas ao metabolismo de
lipideos e de liberacdo de fosforo no solo, sendo encontradas em animais,
vegetais e micro-organismos. Essas enzimas catalisam a hidrolise do triacilglicerol
a diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidos graxos livres (CARVALHO et al.,
2003). A producao de lipase € um dos mecanismos utilizados por alguns micro-
organismos no biocontrole de fitopatdgenos, principalmente nematoides, uma vez
gue a cuticula que envolve o corpo destes organismos. Sousa et al. (2006),

verificaram que isolados com alto potencial de biocontrole do nematoide das
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galhas Meloidogyne incognita, em mudas de tomateiro, foram produtores das
enzimas lipase e quitinase.

Apenas o0s isolados AC 92 e AC 50 apresentaram capacidade de
solubilizacédo de fosfato de célcio (Figura 1D). A solubilizacéo de fosfato pode ser
um indicativo do potencial de micro-organismos atuarem como promotores de
crescimento de plantas, uma vez que este processo possibilita maior eficiéncia na
utilizacdo de fosfatos naturais. E interessante ressaltar que as bactérias
apresentaram resultados negativos nos testes in vitro com relacéo a solubilizacéo
de fosfatos de calcio. De acordo com Arduim (2006), 0s micro-organismos sao
capazes de solubilizar diferentes formas de fosfato.

Figura 1. Producéo de enzimas extracelulares pelos isolados de actinobactérias.
celulase AC 26 (A); xilanase AC 39 (B); amilase AC 50 (C); solubilizacdo de
fosfato de célcio AC 50 (D).
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Jain & Jain (2007) relatam que dentre os micro-organismos solubilizadores
de fosfato inorgénico e mineralizadores de fosfato organico, destacam-se as
actinobactérias, uma vez que possuem a capacidade de produzir uma diversidade
de compostos bioativos, dentre eles acidos organicos que podem proporcionar
efeitos benéficos ao crescimento de plantas.

A producdo dessas enzimas in vitro por isolados de actinobactérias tem
sido relatada por diversos autores (OLIVEIRA, 2003; SOARES et al.,, 2006;
SOUSA, 2006; SOUSA et al., 2006; SOUSA et al., 2009a; SOUSA et al., 2009b;
SOARES et al., 2010; VENKATACHALAM et al., 2010; DAMASCENO, 2011),

sendo relacionadas a promocédo de crescimento e ao controle de fitopatdgenos.

Efeito da infestacédo e incubacédo do substrato com actinobactérias e adubos
organicos no crescimento e nutricdo de plantas de inhame

A quantificacdo dos isolados de actinobactérias aos 40 dias apds a
infestacdo e incubacdo do solo, demonstrou que o isolado AC 92 apresentou
maior capacidade de se multiplicar, e por esta razdo, foi registrada maior
densidade populacional deste isolado (3,1x106) em comparacéo aos isolados AC
52 e AC 26 (2,4x106 e 2,1x106, respectivamente) (Tabela 3). Os resultados
demonstraram que n&o houve efeito significativo da incorporacdo dos residuos
organicos na multiplicacdo dos isolados AC 92 e AC 52, contudo, a adicédo de
gliricidia promoveu aumento de 154,2% na densidade populacional do isolado AC
26, em comparacao ao tratamento onde houve somente a infestacdo do solo com
este isolado sem adicao de adubos organicos.

Apés coleta das plantas de inhame, foi registrada maior densidade
populacional do isolado AC 52, no tratamento em que houve a incorporacdo de
crotalaria, sugerindo que estes micro-organismos possuem a capacidade de
utilizar compostos organicos derivados da decomposicdo deste material como
substrato na auséncia de exsudados radiculares das plantas.

A caracterizacao quimica do solo apds cultivo das plantas de inhame por
120 dias demonstrou que a incorporacdo dos adubos organicos e infestacdo com
isolados de actinobactérias isolados ou em combinacdo, promoveu aumento no
teor de nutrientes no solo (Tabela 4), o que se reflete em melhoria nutricional das

plantas.
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Tabela 3. Densidade populacional de actinobactérias aos 40 dias apos infestagéo
e incubacao do solo e apds a coleta das plantas de inhame.

Isolados Adubos organicos
Sem adubos o _
. Gliricidia Guandu Crotaléaria
organicos
Aos 40 dias de incubacéao

Sem actinobactérias - 4,0X10°Ba 3,1X10°Aa  3,4X10° Aa
AC 92 3,1X10° Aa 2,0X10°Cb  7,8X10°Bc  1,8X10°Bb

AC 52 2,1X10° Aa 6,0X10°Db  4,1X10°Bb  2,8X10°Ba

AC 26 2,4X10° Ac 6,1X10° Aa  3,9X10°Ab  3,2X10°Bb

ApoOs a coleta das plantas de inhame

Sem actinobactérias - 1,7X10°Bb  1,1X10*Ab  1,7X10° Aa
AC 92 2,5X10° Aa 1,1X10*Bb  1,0X10°Aa  1,2X10° Aa

AC 52 1,3X10° Bb 1,5X10° Ab  7,8X10* Ab  2,2X10° Aa

AC 26 2,4X10° Aa 1,2X10° Ab  5,6X10* Ac  1,9X10° Aa

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na coluna e mindsculas iguais na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A adubacé&o organica constitui-se em uma alternativa viavel para a melhoria
dos sistemas de producdo agricola, em termos de produtividade das culturas e
gualidade do solo, uma vez que estes materiais, em especial as leguminosas, sao
produtores de grande quantidade de biomassa e possuem sistema radicular
profundo, possibilitando a exploracédo das diversas camadas do solo. Além disso,
dentre 0s micro-organismos presentes no solo, as actinobactérias sdo o0s
principais responsaveis pela mineralizacdo da matéria organica (KIEHL, 2004),
em virtude da producdo de compostos bioativos e enzimas (MALHERBE &
CLOETE, 2002) que atuam na decomposicdo de macromoléculas organicas
celulose, hemicelulose e (KNAUF &
MONIRUZZAMAN, 2004; REDDY & YANG, 2005).

N&o foram observadas interagfes significativas (P<0,05) entre os isolados

recalcitrantes tais como lignina

de actinobactérias e adubos organicos para 0s parametros vegetativos avaliados.
No entanto, esses tratamentos proporcionaram diferencas significativas quando

testados isolados (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 4. Caracterizacdo quimica do solo apds cultivo de plantas de inhame por

120 dias.

pH P K Ca Mg Na H+Al SB CTC V MO

Isolado Adut?o em
organico mg/dm3 cmol/dm3 % g/kg

agua

SA! SR2 6,8 11 0,05 0,90 0,5 0,22 055 1,74 229 62 4,29
AC 26 Gliricidia 6,5 25 0,31 1,50 1,0 0,15 0,33 2,93 3,26 90 5,62
AC 26 Crotalaria 7.0 27 0,31 1,30 0,9 0,14 0,22 2,64 3,64 100 5,72
AC26 Guandu 6,6 22 0,27 1,50 0,9 0,15 0,77 2,82 359 83 6,52
AC 26 SR 6,3 17 0,11 1,30 0,7 0,17 1,10 1,83 2,93 83 3,62
AC 52 Gliricidia 6,3 41 026 150 1,0 0,10 0,44 266 354 86 7,35
AC 52 Crotalaria 6,5 37 0,38 160 1,0 0,15 0,44 3,23 3,67 88 9,0
AC52 Guandu 6,9 38 0,25 1,70 1,0 0,11 0,66 292 3,58 82 8,59
AC 52 SR 6,8 29 0,11 1,30 0,6 0,21 0,88 1,76 3,20 75 3,62
AC 92 (Cliricidia 6,8 30 0,27 1,70 0,8 0,16 0,555 2,83 298 84 593
AC 92 Crotaldria 6,8 27 0,23 1,50 0,9 0,17 0,44 260 3,04 100 5,52
AC92 Guandu 6,8 23 0,20 1,80 1,0 0,19 0,44 268 3,12 86 6,21
AC 92 SR 7,0 17 0,18 1,30 0,7 0,15 0,47 243 233 70 3,38
SA Gliricidia 6,9 23 0,26 1,50 0,9 0,16 055 254 239 82 495
SA Crotalaria 7,2 19 0,16 1,20 0,9 0,17 045 235 235 86 4,98
SA Guandu 6,8 28 0,15 1,30 0,8 0,20 0,66 2,20 2,86 79 6,11

* Sem inoculago de actinobactérias no solo. > Sem adicdo de adubos organicos no solo.

Foram obtidos incrementos na producéo de biomassa seca das raizes e da
parte aérea e biomassa fresca das raizes e dos rizoforos de inhame (P<0,05)
produzidos no solo infestado e incubado com os isolados de actinobactérias.
Plantas cultivadas em solo infestado e incubado com o isolado AC 92
apresentaram incremento de 66% na producdo de biomassa seca das raizes. O
isolado AC 52 proporcionou incremento de 162 % na producdo de biomassa
fresca dos rizéforos de inhame, enquanto o isolado AC 26 proporcionou
incrementos de 170,7% e 120,2% na producdo de biomassa seca na parte aérea
e raizes das plantas, respectivamente, quando comparadas ao tratamento

testemunha (sem actinobactérias) (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias de massa seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR) e
massa fresca de raizes (MFR) e de rizéforos (MFI) de inhame cultivadas por 120

dias em solo inoculado e incubado com isolados de actinobactérias.

solados MSPA INC2 MSR INC MFR INC MFI INC
g (%) g (%) g (%) g (%)
Sem 482b - 536¢C - 504 c - 9,05c¢c -
actinobactérias
AC 26 13,05a 170,7 6,08b 134 11,1a 120,2 16,27b 79,7
AC 52 11,15a 131,3 7,73b 442 923a 83,1 23,79a 162,8
AC 92 950a 97,09 89a 66,0 72b 428 2333a 157,7
CV (%) 10,21 - 9,41 - 7,22 - 11,08 -

Médias seguidas de letras minlsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott &
Knott a 5% de probabilidade. * Sem inoculacéo de actinobactérias no solo.2 Incremento em relacdo

as testemunhas.

Os resultados obtidos no estudo demonstram que, possivelmente, o
periodo de incubacdo do solo, proporcionou tempo habil para que as
actinobactérias, que possuem elevada capacidade de degradacdo de moléculas
complexas, através da producdo de enzimas extracelulares como celulase,
xilanase, amilase e lipase, pudessem atuar na decomposicdo das substancias
organicas, promovendo a mineralizacdo da matéria organica presente no solo.
Assim sendo, houve a liberacdo de nutrientes, que, apos a germinacdo dos
rizéforos sementes, estavam prontamente disponiveis para serem absorvidos
pelas raizes, favorecendo o crescimento das plantas, como pode ser constatado
pelo maior peso dos rizoforos cultivados no solo inoculado e incubado com
isolados de actinobactérias, em comparacédo ao tratamento testemunha.

Estudos anteriores realizados avaliando o efeito da infestacdo e incubacao
do solo com isolados de actinobactérias na cultura do tomate (LIMA, 2003,
SOUSA et al., 2009a; SOARES et al., 2010; DAMASCENO, 2011) e em outras
culturas a exemplo do eucalipto (MAFIA et al., 2005), cacau (BARRETO, 2007),
girassol e pinhdo manso (BRITO, 2010) também demonstraram que estes micro-
organismos proporcionaram incremento significativos no crescimento destas

culturas.
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A incorporacgdo de residuos de gliricidia, crotalaria e guandu isoladamente
no solo, proporcionaram incrementos (P<0,05) na producdo de biomassa seca da
parte aérea e biomassa fresca das raizes da plantas de inhame, em comparagéo
ao tratamento controle. No entanto, os adubos n&o diferiram estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 6).

A matéria organica tem marcante influéncia em quase todas as
caracteristicas e propriedades do solo, atuando na sua fertilidade e na
produtividade das culturas (KIEHL, 2008).

Tabela 6. Médias de massa seca da parte aérea (MSPA) e de massa fresca de
raizes (MFR) de plantas de inhame cultivadas por 120 dias em solo com adi¢cao

de adubos organicos.

Adubos organicos MSPA (g) INC (%) MFR(g) INC (%)
Sem adicao de residuos organicos 7,30 b - 513b -
Gliricidia 10,88 a 49,0 9,11a 77,5
Crotalaria 9,26 a 26,8 8,69 a 69,3
Guandu 10,91 a 49,4 9,47 a 84,6
CV (%) 10,21 - 7,22 -

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott &

Knott a 5% de probabilidade. Incremento em relacéo a testemunha.

Segundo Garrido (2005), no Nordeste Brasileiro, feijao guandu (Cajanus
cajan L. Millsp) e crotalaria (Crotalaria juncea e Crotalaria spectabilis), tém sido as
leguminosas mais indicadas para a adubacao organica na cultura do inhame por
apresentarem alta produtividade de fitomassa, precocidade fenolégica e néo
favorecerem a incidéncia de pragas e doencas. O mesmo autor, realizando
trabalhos com adubacédo organica na cultura do inhame em campo, observou
maior fornecimento de nutrientes a cultura, quando houve o plantio de crotalaria,
isolada ou combinada com guandu, entre linhas de plantio, obtendo incremento
de 45,18% na produtividade dos riz6foros de inhame

Gama (2011) avaliando o efeito da adubacdo organica no cultivo de erva
cidreira (Lippia alba (Mill) N.E.Br.), observou que as plantas que receberam

adubacdo a base de crotalaria, capim elefante e gliricidia apresentaram maior
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crescimento em comparagdo as plantas do tratamento testemunha (sem
adubacao organica).

A aplicagdo em combinagdo ou isoladamente dos isolados de
actinobactérias e adubos organicos, promoveu acumulo significativo nos teores de
P e K na parte aérea das plantas de inhame (Tabela 7). Nos tratamentos em que
houve somente a incorporacdo dos adubos organicos, sem a infestacao do solo
com os isolados de actinobactérias, verifica-se que a aplicacdo de guandu e da
crotalaria no solo, promoveu incrementos de 65% e 50,2% no acumulo de P pelas
plantas de inhame, enquanto que para o teor de K, diferencas significativas nao
foram observadas.

Quando analisados os tratamentos onde somente foi realizada a infestacao
e incubacao do solo com os isolados de actinobactérias, sem o uso dos adubos
organicos, € possivel observar que plantas de inhame cultivadas em solo
infestado com os isolados AC 26 e AC 92 apresentaram maior acumulo de P
(56,4% e 37,5%, respectivamente) em comparacdo as plantas do tratamento
controle (sem actinobactérias), enquanto que para o teor de K, diferencas
significativas ndo foram observadas.

Resultados satisfatérios também podem ser observados nas interagdes,
onde pode-se verificar por exemplo, que plantas de inhame cultivadas em solo
infestado e incubado com o isolado AC 92 e adubadas com gliricidia,
apresentaram incremento de 103% no acumulo de fosforo na parte aérea em
comparacdo as plantas do tratamento controle (sem os isolados de
actinobactérias e sem os adubos organicos). Percebe-se ainda nas plantas que o
acumulo de fésforo foi maior em comparacédo as plantas em que houve somente a
infestacdo e incubacéo do solo com o isolado AC 92 (47,9%) e as plantas em que
houve somente a incorporacéo da gliricidia (58,7%). Contudo, ndo foi observado
efeito significativo da interagdo entre os isolados de actinobactérias e adubos
organicos sobre o teor de K na parte aérea das plantas de inhame.

Foram verificados que as actinobactérias e o0s adubos organicos
promoveram, isoladamente, incrementos significativos no teor de nitrogénio parte
aérea das plantas de inhame (P<0,05) (Tabela 8 e 9). Plantas de inhame
cultivadas em solo infestado e incubado com os isolados AC 26 e AC 92,
apresentaram incremento de 33,4% e 34,7%, respectivamente, em comparagcao

as plantas do tratamento testemunha (sem actinobactérias). Nao houve diferenca



81

significativa entre as plantas de inhame do tratamento AC 52 e do tratamento sem
actinobactérias, em relacéo ao teor de N na parte aérea (Tabela 8).

Tabela 7. Teor de fosforo e de potassio na parte aérea de plantas de inhame
cultivadas por 120 dias em solo inoculado e incubado com isolados de
actinobactérias e/ou adi¢do de adubos organicos.

P (umol/g ms)

Isolados
Adubos
. SA! INC AC 26 INC AC 52 INC AC 92 INC (%)
organicos 2
(%) (%) (%)

SR2 35,36 Bb - 55,32 Ba 56,4 42,08Bb 19,0 48,64 Ba 37,5
Gliricidia 45,35 Bb 28,2 65,76 Aa 85,9 48,56Bb 37,3 71,97 Aa 103,5
Guandu 58,35 Aa 65,0 63,75Aa 80,2 63,43 Aa 51,1 65,73 Aa 85,8

Crotalaria 53,14 Ab 50,2 61,20Aa 73,0 62,02 Aa 75,3 60,92 Aa 72,2
CV (%): 14,0
K (umol/g ms)

SR 507,74 Aa - 691,89 Aa 36,2 569,65Ca 12,1 596,60 Aa 17,5
Gliricidia 771,38 Aa 57,4 827,05Aa 62,8 910,39Ba 79,3 799,58 Aa 51,9
Guandu 596,57 Ab 51,4 88256Aa 73,8 648,08Cb 27,6 769,01 Aa 17,4

Crotalaria 635,86 Ac 285 896,29Ab 76,5 1233,42Aa 429 652,45 Ac 25,2
CV (%): 14,25

Letras mailsculas comparam na coluna o efeito de cada isolado de actinobactérias entre os
diferentes adubos organicos. Letras mindsculas comparam na linha o efeito de cada um dos
adubos organicos em combinacdo com os diferentes isolados de actinobactérias a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott & Knott. * Sem inoculagdo de actinobactérias no solo. 2 Sem
adicdo de adubos organicos no solo.® Incremento em relacdo & testemunha absoluta (sem

actinobctéria e sem adubo orgénico).

Verificou-se um aumento nos teores de N na parte aérea das plantas de
inhame variando de 16,3% a 33,9% apds cultivo em solo onde houve a
incorporacdo dos adubos orgéanicos crotaléria, gliricidia e guandu, que néo

diferiram significativamente entre si (Tabela 9).
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Tabela 8. Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de inhame cultivadas por
120 dias em solo inoculado e incubado com isolados de actinobactérias.

Isolados N (umol/g ms) INC (%)"
Sem actinobactérias 861,45 b -
AC 26 1149,68 a 33,4
AC 52 897,99 b 4,2
AC 92 1161,16 a 34,7
CV (%): 12,15

Médias seguidas de letras minlsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott &

Knott a 5% de probabilidade. * Incremento em relacéo & testemunha absoluta.

Tabela 9. Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de inhame cultivadas por
120 dias em solo com incorporacéao de adubos organicos.

Adubos organicos N (umol/g ms) INC (%)*
Sem adubos organicos 876,66 b -
Crotalaria 1020,17 a 16,3
Guandu 1066,61 a 21,6
Gliricidia 1174,44 a 33,9
CV (%): 12,15

Médias seguidas de letras minUsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott &

Knott a 5% de probabilidade. * Incremento em relacéo & testemunha absoluta.

Possivelmente, o periodo de incubacdo do solo com os isolados de
actinobactérias proporcionou tempo habil para que estes micro-organismos, que
possuem elevada capacidade de degradacao de moléculas complexas, pudessem
atuar na decomposicdo das substancias organicas, promovendo a mineralizacao
da matéria organica presente no solo e/ou da proveniente dos adubos organicos
(nos tratamentos em que além da infestacdo com os isolados de actinobactérias
houve a incorporacdo destes materiais no solo).

Os adubos organicos utilizados foram provenientes da biomassa vegetal de
leguminosas, e, portanto, constitui-se em um material rico em nutrientes. Mesmo
guando aplicados isoladamente promoveram a disponibilizagéo de nutrientes para
0 solo para serem absorvidos pelas raizes, promovendo o crescimento e melhoria

do estado nutricional das plantas de inhame. Esta hipotese é reforgcada quando
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sdo analisados os dados apresentados na Tabela 4, onde é possivel observar que
independentemente de terem sido aplicados isolados ou em combinagdo, 0s
isolados de actinobactérias e adubos organicos amostras de solo apresentaram
maior teor de nutrientes em comparacdo ao tratamento controle (sem
actinobactérias e sem adubos organicos).

Damasceno (2011) observou aumentos de 93,3% no teor de N-total, 400%
no teor de P e de 281% no teor de K na parte aérea das plantas de tomateiro
crescidas nos substratos infestados e incubados com actinobactérias, quando
comparados com o tratamento testemunha. Sousa et al. (2009 a) verificaram que
mudas de tomateiro cultivadas em substrato incubado com isolados de
actinobactérias obtiveram aumentos de 220%, 200% e 242% no acumulo de N, P
e K, respectivamente, comparados a testemunha.

Trabalhos futuros deverdo estudar e elucidar os mecanismos de acao
destes micro-organismos no solo e na planta, bem como, seu potencial de
promocao de crescimento e melhoria nutricional de outras culturas de interesse
agronémico, avaliando, também, a capacidade competitiva, em relacdo a
microbiota nativa, em substrato e solo ndo esterilizado.

Marchesini et al. (1988) relatam que os incrementos da produtividade
proporcionados por adubos organicos, embora menos imediatos e marcantes do
gue os obtidos com adubos minerais, apresentam maior duracao, provavelmente,
pela liberacdo gradativa de nutrientes e pelo estimulo do crescimento radicular.
Os mesmos autores concluiram, ainda, que o uso de adubos organicos néo so6
supre as plantas com quantidades adequadas de nutrientes, mas contribui na
manutencdo da fertilidade natural, o que envolve os ciclos bioldgicos dos
nutrientes nos solos cultivados.

O estudo de promocédo de crescimento demonstrou que nas condi¢cOes
experimentais testadas, os isolados de actinobactérias e adubos organicos foram
capazes de estimular o crescimento e promoveram melhoria do estado nutricional
das plantas de inhame, bem como aumentar o pH do solo.

Apesar de atuarem em diversos processos no solo e apresentarem bom
potencial para serem explorados na agricultura, principalmente, em sistemas de
producdo organica, estes micro-organismos ainda sdo pouco estudados
(CRAWFORD et al., 1993). O potencial destes microrganismos na producgao de

decomposicdo de adubos organicos precisa ser estudado para ser explorado de
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forma adequada nos sistemas de producdo agroecolégicos, que sdo menos

Impactantes ao ambiente.

CONCLUSOES

1. A producdo de enzimas extracelulares e a capacidade de solubilizagdo de
fosfato de célcio varia de acordo com o isolado de actinobactéria;

2. Os isolados de actinobactérias cresceram nos niveis de pH e salinidade
testados em meio de cultura;

3. Os adubos orgéanicos nao exerceram efeito sobre a multiplicagcdo dos isolados
de actinobactérias;

4. A infestacdo com isolados de actinobactérias e incorporacdo dos adubos
isolados ou combinados por 40 dias promoveu aumento no teor de nutrientes no
solo;

5. A infestacdo com isolados de actinobactérias ou incorporacdo dos adubos
isolados promoveu aumento na producdo de biomassa pelas plantas de inhame;
6. Quando combinados os isolados de actinobactérias e adubos organicos foram
mais eficientes em promover aumento no teor de P nas plantas de inhame;

7. Nao houve efeito significativo da utilizacdo isolada ou em combinacdo dos
isolados de actinobactérias e adubos organicos sobre o teor de K nas plantas de
inhame;

8. Os isolados de actinobactérias e adubos organicos quando aplicados

isoladamente promoveram aumento no teor de N nas plantas de inhame.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do inhame tem importante papel econémico e social no pais.
Contudo, doencas causadas por fitonematoides, principalmente a casca preta do
inhame, causada pelo nematoide Scutellonema bradys, representa grande
preocupacao aos produtores de inhame, uma vez que resulta em perda do valor
comercial dos rizéforos. e pelas dificuldades no controle.

Alternativas que promovam o desenvolvimento e a aplicacdo de
tecnologias, em complementacdo as atuais, contribuirdo para a melhoria da
produtividade e qualidade da cultura.

As actinobactérias sdo conhecidas pela capacidade de produzir metabolitos
secundarios, como antibioticos e enzimas extracelulares, que atuam na
degradacdo de moléculas complexas, desempenhando importante papel nos
processos de compostagem, bem como, no crescimento, nutricdo € no controle
de fitopatdgenos em culturas de interesse econdémico.

A adubacéao organica € uma alternativa viavel para melhoria da fertilidade
dos solos, resultando em maior disponibilizacdo de nutrientes para as plantas,
principalmente, nitrogénio, foésforo e potassio, enxofre e micronutrientes,
substituindo o uso inadequado e indiscriminado dos fertilizantes quimicos. Neste
sentido, este estudo foi realizado em laborat6rio e em casa de vegetacdo, com o
objetivo de avaliar o efeito da adubacédo organica e isolados de actinobactérias no
crescimento, nutricdo e controle de S. bradys na cultura do inhame

A caracterizacdo enzimatica indicou que os isolados de actinobactérias
avaliados apresentam caracteristicas potenciais como agentes de promocao de
crescimento e controle de fitopatdgenos. A producdo de enzimas extracelulares e
solubilizacédo de fosfato de célcio pelos isolados de actinobactérias in vitro nédo é
indicativo de que estas atividades fisiolégicas ocorram in vivo (Capitulos 1 e 2).

Metabolitos produzidos pelos isolados de actinobactérias e extratos obtidos
de adubos organicos demonstraram ter potencial para o controle de S. bradys.
Estes resultados foram observados tanto nos testes in vitro quanto em plantas
cultivadas solo infestado e incubado com isolados de actinobactérias ou
incorporados com adubos organicos

E possivel que os isolados tenham atuado através de diversos mecanismos

no controle do nematoide S. bradys nos teste in vitro e reduzindo a infectividade
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em plantas de inhame, como producdo metabdlitos secundérios oude enzimas, a
exemplo da lipase e quitinase que atuam degradando a cuticula do nematoide,
favorecendo o parasitismo pelas actinobactérias, dentre outros. Substancias com
efeito nematicida também podem ter sido liberadas durante o processo de
decomposicdo dos adubos organicos.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos para identificacdo das
actinobactérias ao nivel de espécie e das substancias envolvidas no patossistema
actinobactérias x S. bradys, bem como, a identificacdo de substancias resultante
da decomposicéao de adubos organicos com efeito nematicida.

Todos os isolados cresceram nos diferentes niveis de pH e de salinidade
avaliados (Capitulo 2). A capacidade de crescimento em meio de cultura com
niveis de pH e salinidade elevados possibilita a adaptacdo desses em solos
acidos e salinos, o que pode favorecer o estabelecimento de espécies vegetais
em condi¢gdes ambientais adversas.

Tanto os isolados de actinobactérias quanto os adubos organicos
promoveram efeito significativo na producdo de biomassa e nos teores de N, P e
K nas plantas de inhame, em algumas situacdes quando aplicados isolados e em
outras quando aplicados em combinacdo. Este efeito é resultado da maior
disponibilizacdo de nutrientes no solo, observada na caracterizacdo quimica do
solo apols a coleta do experimento, que podem ser provenientes da atuacdo dos
isolados de actinobactérias na mineralizacdo da matéria organica através da
producédo de enzimas e/ou da decomposicdo dos adubos organicos que foram
incorporados ao solo.

Trabalhos em campo deverdo ser realizados, explorando ao maximo o
potencial destes isolados de actinobactérias, combinados a adubacéo organica.
Estudos futuros com a utilizacdo de isolados mais promissores, permitirdo obter
informacdo de extrema relevancia para um controle eficiente de S. bradys e o

crescimento de plantas de inhame e de outras culturas.



