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Estreptomicetos no controle de Scutellonema bradys em tuberas de
inhame'

Control of Scutellonema bradys in yam tubers by Streptomyces spp.
Carla da Silva Sousa?*, Ana Cristina Fermino Soares®, Marlon da Silva Garrido* e Francisco de Sousa Lima®

Resumo - O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de estreptomicetos no controle do nematoide Scutellonema
bradys em tuberas de inhame. Em laboratério, foi montado um bioensaio em placas tipo Elisa em delineamento experimental
inteiramente casualizado, onde foram adicionados 200 uL de metabdlitos de cada um dos cinco isolados de estreptomicetos
avaliados ou 4gua potavel (tratamento controle), juntamente com 100 nematodides, com oito repeti¢des (cada repeticdo
constituida de uma cavidade da placa). O percentual de nematdides mortos foi determinado apos a incubagdo por 24 horas
em metabolitos e 24 horas em 4gua potavel. Metabolitos produzidos pelos isolados de estreptomicetos causaram entre 87,2%
e 100% de mortalidade de S. bradys. Em casa de vegetagdo, foi instalado um experimento em delineamento experimental de
blocos ao acaso, onde tuberas-semente de inhame foram imersas por 24 horas em suspensdo contendo propagulos dos trés
isolados de estreptomicetos mais eficientes e em agua potavel (tratamento controle), com 10 repeticdes. As tuberas-semente
foram plantadas em solo estéril e quinze dias apds a germinagao foi realizada a inoculagdo de 2.000 nematoides/planta. Apds
cinco meses, foi realizada a coleta das tiberas das quais foram retiradas amostras da casca para a quantificacdo de nematodides
presentes. Constatou-se uma redugao de 84,5% a 95,4% no niimero de nematdides nas tiberas inoculadas com os isolados de
estreptomicetos. Estes resultados indicam que os isolados de estreptomicetos avaliados apresentam potencial para biocontrole
do nematdide S. bradys.

Palavras-chave - Dioscorea cayennensis. Controle biologico. Actinomicetos.

Abstract - This study aimed to evaluate the effect of estreptomycets on the control of the nematode Scutellonema bradys in
yam tubers. A bioassay was set in the laboratory using Elisa plates in a completely randomized design. Amounts of 200 pL of
metabolites of each of the five isolates of estreptomycets were used with 100 nematodes. Drinking water served as control, in a
total eight replicates (each replicate consists of a cavity plate). The percentage of dead nematodes was determined after a period
of 24 hours. The mortality rates of S. Bradys in the metabolites ranged from 87.2% to 100%. In a greenhouse an experiment was
installed in a randomized block design where tubers were immersed for 24 hours in suspension containing seed of each of the
three isolated from estreptomycets assessed or in drinking water (control treatment), with 10 repetitions (each replicate consists
of a pot with two plants).The tubers-seed were planted in sterile soil and fifteen days after germination was carried out the
inoculation of 2000 nematodes per plant. The assessment of nematodes per tuber was conducted five months after inoculation.
There was a reduction of 84.5% to 95.4% in the number of nematodes in tubers inoculated with the isolated estreptomycets.
These results suggest that the isolates from estreptomycets have a potential biocontrol activity against S. bradys.
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Estreptomicetos no controle de Scutellonema bradys em tiberas de inhame

Introducao

O inhame da costa, Dioscorea cayennensis Lam
var. rotundata Poir, também conhecido como cara da costa,
vem se destacando no Nordeste Brasileiro pelo grande
potencial de exportagdo (MOURA, 2005). Entretanto, um
dos principais problemas encontrados pelos produtores na
regido do reconcavo baiano € a ocorréncia do nematdide
Scutellonema bradys, que penetra pela epiderme da tubera
formando galerias durante o seu processo de alimentagdo
e multiplicagdo, causando necrose conhecida como casca
preta do inhame (MOURA et al., 2001).

A alta incidéncia destes fitonematoides no
Nordeste brasileiro afeta a produtividade, a qualidade e
o valor comercial das tiberas (GARRIDO et al., 2003).
Estes fitonematoides, além de terem uma disseminagao
permanente por tiberas-semente, sdo de dificil controle
no campo. Tuberas portadoras do sintoma de casca preta
perdem agua rapidamente e ficam predispostas ao ataque
de microrganismos secundarios, além de serem excluidas
nas selegdes para comercializacdo e a sua exportagdo
(ACOSTA; AYALA, 1975).

Na cultura do inhame, o controle de nematodides,
principalmente de S. bradys, limita-se aos controles
quimico e fisico (MOURA et al., 1978). Contudo, esses
métodos vém apresentando algumas restrigdes quanto
ao seu uso. A utilizacdo de nematicidas fumigantes
e sistémicos ndo é recomendada para a cultura do
inhame no Brasil por razdes toxicologicas e econdmicas
(MOURA, 2005). O controle fisico através do tratamento
hidrotérmico das tiberas-semente, vem apresentando
restrigdes quanto a praticidade, principalmente devido
as dificuldades dos pequenos produtores em adotar
este método (MOURA et al., 1978). Assim, o controle
biolégico tem se apresentado como alternativa viavel
para o manejo de fitonematoides, por minimizar o dano
ambiental e por ser mais vantajoso economicamente,
quando comparado aos métodos quimicos convencionais
(COIMBRA; CAMPOS, 2005).

Os actinomicetos constituem um importante grupo
de bactérias, comumente isolados do solo, que durante
o processo de compostagem, atuam na degradacdo de
moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente
celulose, lignocelulose, xilana e lignina, presentes
em abundancia na biomassa vegetal (DING et al.,
2004; PETROSYAN et al., 2003). Além da atuacdo na
decomposicdo da matéria organica, estes microrganismos
apresentam grande potencial como agentes de controle
biologico de fitopatogenos (HOSTER et al., 2005;
THIRUP et al., 2001) devido a produgdo de antibidticos,
sideroforos e enzimas com agdo antimicrobiana. O género
Streptomyces tem sido o mais estudado com relagéo

ao controle bioldgico de fitopatdogenos, em razdo da
diversidade de metabolitos secundarios produzidos por
esse género e da capacidade competitiva por substratos
(INBAR et al., 2005).

Estudos  demonstraram o  potencial  dos
actinomicetos como agentes de controle biologico
dos nematodides Meloidogyne incognita, Meloidogyne
javanica, Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus
penetrans (COIMBRA et al., 2004; JONATHAN et al.,
2000; SOUSA etal., 2005; SOUSA etal., 2006). Tendo em
vista a importancia da cultura do inhame e a eficacia dos
actinomicetos no controle de fitonematoides, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
estreptomicetos no controle de Scutellonema bradys em
tuberas de inhame.

Material e métodos

Foram  avaliados cinco  isolados de
estreptomicetos, codificados como AC-26; AC-29;
AC-92; AC-95 e AC-103, provenientes da cole¢do de
cultura do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas da Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia. Estes isolados foram previamente selecionados
como potenciais agentes de promocdo de crescimento
de mudas de tomateiro e biocontrole de fungos
fitopatogénicos na cultura do inhame (SOARES et
al., 2006) e da meloidoginose na cultura do tomateiro
(SOUSA et al., 20006).

Obtencio de metabélitos dos estreptomicetos

Os isolados de estreptomicetos foram inicialmente
multiplicados em placas de Petri contendo meio de
cultura sélido AGS, as quais foram incubadas em camara
de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de 28 °C por
dez dias. Apos este periodo, foram adicionados sobre as
colonias crescidas nas placas 10 mL de agua destilada
e esterilizada, concedendo-se um repouso de 24 horas.
A suspensdo obtida foi recolhida e centrifugada a
12.000 rpm, durante 15 min e, em seguida, submetida
a filtragem em membrana de nitrocelulose Millipore
(0,22 um), para a obtencdo de um filtrado livre de
células de estreptomicetos, apenas com os metabodlitos
produzidos por esses microrganismos.

Producio de lipase e quitinase pelos estreptomicetos

A produgdo de lipase pelos isolados, foi avaliada
no meio Sierra (1957), usando Tween 80 como substrato.
Os isolados de estreptomicetos foram incubados em
camara de crescimento tipo B.O.D., a temperatura de
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28 °C por dez dias. A produgdo da enzima foi detectada
pela formagdo de um halo branco difuso, constituido de
minusculos precipitados de oleato de célcio, ao redor das
colonias crescidas dos microrganismos.

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

Efeito dos metabdlitos dos estreptomicetos na
mortalidade de Scutellonema bradys

Foi montado um bioensaio em placa tipo Elisa,
em delineamento inteiramente casualizado, com oito
repeticdes (cada repeticdo foi constituida por uma
cavidade de uma mesma placa). Em cada cavidade foram
adicionados 200 pL dos metabdlitos produzidos por cada
um dos cinco isolados de estreptomicetos, juntamente
com 20 pl. de uma suspensdao aquosa contendo 100
nematodides juvenis. O tratamento controle constituiu-
se dos nematodides, juntamente com 200 pL de agua
potavel. Foram utilizadas 48 cavidades (8 repeticdes x 6
tratamentos) de uma mesma placa tipo Elisa no bioensaio.
As placas foram vedadas com parafilme e acondicionadas
em camara de crescimento tipo B.O.D., & temperatura
de 28 °C. Apds 24 horas de incubagdo realizou-se a
contagem dos nematdides moveis e imoveis, com auxilio
de microscépio de objetiva invertida. Em seguida, os
nematodides foram retirados da suspensido de metabolitos
e transferidos para agua, onde permaneceram por mais
24 horas em camara de crescimento tipo B.O.D., a
temperatura de 28 °C. Foram considerados mortos os
nematodides que depois desse periodo em agua, ndo
recuperaram a mobilidade. Os dados obtidos foram
transformados em arc sen (x/100)%°, submetidos a analise
de varidncia ¢ a comparagdo das médias foi realizada
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR 4.3.

Efeito dos estreptomicetos na infectividade do
Scutellonema bradys em tuberas de inhame

Foi instalado um experimento em delineamento
de blocos casualizados, onde foram selecionados os trés
isolados de estreptomicetos mais eficientes no teste in
vitro (AC-26; AC-92 ¢ AC-95) mais a testemunha, com
10 repeticdes (cada repeticdo foi constituida por um
vaso contendo duas plantas). Os estreptomicetos foram

cultivados em arroz esterilizado contido em erlenmeyers
os quais foram incubados em cadmara de crescimento tipo
B.O.D. a temperatura de 28 °C por 12 dias (SOARES et
al., 2007). O arroz colonizado pelos estreptomicetos foi
lavado com agua destilada e esterilizada, e a suspensdo do
microrganismoentdoobtidatevesuaconcentragdoajustada
para densidade otica de A, = 0,4 em espectrofotometro
UV. Tuberas-semente sadias de inhame permaneceram
imersas nas suspensdes dos estreptomicetos por 24
horas, sendo posteriormente realizado o plantio em vasos
contendo 5 kg de solo estéril. No tratamento controle,
as tiberas-semente foram imersas em agua destilada por
24 horas e, em seguida, conduzidas para solo estéril.
Quinze dias depois da germinacdo das plantas, foi
realizada a inoculagdo das tiberas tratadas e ndo tratadas
(controle) com cerca de 2.000 nematoides juvenis/planta,
depositando o inoculo com o auxilio de uma micropipeta
de 1 mL em orificios feitos no solo proximos as raizes.
Cinco meses depois da inoculagédo, foi realizada coleta
das tuberas, as quais foram cuidadosamente lavadas em
agua corrente para total remogdo do solo. Retiraram-se,
em seguida 5 g das cascas de cada tibera para extragdo
de nematoéides, através da trituragdo em liquidificador,
seguida de centrifugacdo em solugdo de sacarose ¢
caolim (COOLEN; D'HERDE, 1972). A contagem
dos nematoides foi feita sob microscopio Optico, com
auxilio de lamina de Peters. Os dados obtidos foram
transformados em (x + 0,5)%, submetidos a analise de
variancia. A comparagdo das médias foi realizada pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR 4.3.

Resultados e discussao

Os metabolitos produzidos pelos cinco isolados
de estreptomicetos apresentaram um expressivo efeito
nematicida, ndo diferindo estatisticamente entre si.
Metabélitos produzidos pelosisolados de actinomicetos
AC-95; AC-92 e AC-26 in vitro promoveram 100%
de mortalidade (Tabela 1). Observou-se uma taxa de
87,2% ¢ 94,6% de nematodides mortos quando em
contato com metabodlitos produzidos pelos isolados
AC-103 e AC-29, respectivamente. No tratamento
controle houve uma taxa de mortalidade de apenas
16,8%. Coimbra e Campos (2005), ao avaliarem o
efeito de metabolitos de actinomicetos na motilidade
e mortalidade de J2 de Meloidogyne javanica,
verificaram que seis isolados entre os 37 testados,
tinham efeito nematicida, observando valores de
mortalidade entre 19% e 100%.

Embora ndo tenha havido diferenca significativa,
os metabolitos produzidos pelos estreptomicetos testados
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Tabela 1 - Efeito de metabolitos de isolados de estreptomicetos
na mortalidade de Scutellonema bradys

Isolado Mortalidade (%)
Controle 16,8 b
AC-26 100,0 a
AC-29 94,6 a
AC-92 100,0 a
AC-95 100,0 a
AC-103 87,2 a

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferiram estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

promoveram uma taxa de mortalidade que variou de
87,2% a 100%, sugerindo que substancias toxicas
devem ser produzidas por estes microrganismos.
Além da diferenca intrinseca entre as espécies de
estreptomicetos, outras caracteristicas do meio de
crescimento como pH, temperatura e disponibilidade de
nutrientes, podem interferir tanto na quantidade quanto
na composi¢ao dos metabolitos produzidos (MOURA et
al., 1998). A concentragdo de metabdlitos na suspensao
e o periodo de exposi¢do dos nematdides aos mesmos,
também podem influenciar a taxa de mortalidade e
devem ser avaliados em estudos futuros.

A infectividade do nematdide S. bradys em
taberas de inhame, foi afetada pelos isolados de
estreptomicetos, em especial pelo isolado AC-92, onde
foram observados 52 espécimes do nematdide por
grama de raiz, o que significa uma redugdo de 95,4%
em relagdo ao controle que foide 1131. Os isolados AC-
26 e AC-95, também causaram significativa reducao
no nimero de nematodides, sendo observados 175 ¢
125 nematoides por grama de raiz, respectivamente,

correspondendo a uma reducdo de 84,5% e 88,9%
em relacdo ao controle (Tabela 2). A producdo de
metabolitos secundarios no solo e/ou na rizosfera
da planta pelos estreptomicetos pode ter tido efeito
toxico e provocado a mortalidade do nematoide nao
ocorrendo, assim, sua infestagdo nas tiberas. Trabalhos
tém demonstrado a eficacia dos actinomicetos,
principalmente os do género Streptomyces, na reducao
da populagdo de fitonematdides. Esnard et al. (1998)
observaram reduc¢do da populacdo de Radopholus
similis e de Helicotylenchus multicinctus em solo com
trigo pré-incorporado com Streptomyces costaricanus
cultivado em meio liquido.

A orientagdo e amigracao de fitonematoides para
raizes dependem de varios fatores, entre eles a natureza
dos exsudados radiculares. Os microrganismos, por
sua vez, colonizam o sistema radicular e afetam a
composicao quimica dos exsudados liberados (MELO,
1998). A transformagdo dos exsudados radiculares
em subprodutos pode fazer com que o nematdide
ndo reconheca o estimulo quimiotrépico e continue
movimentando-se no solo até esgotar suas reservas de
energia, vindo a morrer sem penetrar naraiz (FREITAS,
2001). Outro possivel mecanismo de biocontrole
consiste no parasitismo pelos estreptomicetos, os
quais utilizam de enzimas como proteases, quitinases
e lipases que atuam na destruicdo da cuticula dos
nematoides (PARK et al., 2002).

Todos os isolados de estreptomicetos testados
com o Tween 80 demonstraram produzir a enzima
lipase e, com exceg¢do do isolado AC-92, apresentaram
capacidade de produgdo de quitinase. Miller ¢ Sands
(1977), ao testar os efeitos in vitro das enzimas
protease, lipase e quitinase sobre Tylenchorhynchus
dubius, observaram que, depois de 24 horas, houve
modificagdes na cuticula do nematdide devido a
degradagdo enzimatica, resultando na morte dos
nematoides.

Tabela 2 - Efeito de metabdlitos de isolados de estreptomicetos na redugao do numero de nematdides em tiberas-semente de inhame

Nematoide g' de raiz

Isolado
Numero Redugido (%)
Controle 1131 a -
AC 26 175b 84,5
AC92 52¢ 95,4
AC95 125b 88,9

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Conclusao

Considerando-se que os estreptomicetos constituem
um elevado percentual da populagdo microbiana do solo,
os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que
estes organismos poderdo ser utilizados com sucesso
na protecdo de tiberas de inhame contra o nematoide S.
bradys. Um melhor entendimento sobre o mecanismo
de acdo dos estreptomicetos podera facilitar a sele¢do de
isolados mais patogénicos.
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