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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade enzimdtica e o efeito de isolados de
actinomicetos do género Streptomyces na promogcdo de crescimento de mudas de tomateiro. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial 2 x 5 (2 isolados de
Streptomyces x 5 periodos de incubacdo do substrato: 0, 15, 30, 45 e 60 dias), com 5 repeticoes. Para a
avaliacdo da atividade celulolitica e xilanolitica, os isolados de Streptomyces foram cultivados nos meios
carboximetilcelulose-dgar e xilana-dgar, incubados a 26 °C e avaliados apds 8 dias. Ambos isolados
apresentaram atividade celulolitica e apenas o isolado AC 103 demonstrou atividade de xilanase. Para
os caracteres altura da muda, didmetro do caule e matéria seca da parte aérea, equacédes quadrdticas
explicam o crescimento da muda nos substratos submetidos a diferentes periodos de incubacdo. Apenas o
caractere matéria seca da raiz pode ser explicado por uma equagdo linear. Os isolados de Streptomyces
sp., ambos com atividade celulolitica, promovem o crescimento de mudas de tomateiro no substrato
Plantimax® infestado e incubado com esses isolados. O melhor periodo de incubagdo do substrato com os
isolados de Streptomyces sp. é de 43 dias. A utilizacdo de substratos orgdnicos incubados com isolados
de Streptomyces sp., pré-selecionados com atividade celulolitica, aumenta a eficiéncia de utilizacdo
destes substratos pelas plantas.
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INTRODUCAO

Os actinomicetos, principalmente os pertencentes ao género Streptomyces, sao
mundialmente conhecidos, por apresentarem caracteristicas importantes para o controle
bioldgico e promogao de crescimento de plantas, como a capacidade de produgdo de antibidticos,
producdo de enzimas com ac¢do antimicrobiana, producdo de substiancias promotoras de
crescimento e decomposi¢do da matéria orgdnica (CRAWFORD et al.,, 1993). Também
produzem chitinase e B-glucanases que agem no controle de fungos fitopatogénicos (GOMES et
al., 2000), mostrando-se excelentes colonizadores do sistema radicular de plantas.

Esses microrganismos sdo conhecidos pela capacidade de degradacdo de moléculas
complexas e recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose e lignina, fazendo com que
tenham um papel importante nos processos de compostagem (CRAWFORD, 1988). A celulose é
um dos componentes mais abundantes na biomassa vegetal, sendo degradado por uma série de
microorganismos por meio da agdo de varias enzimas associadas em complexo, como nos
cogumelos de filamentos e em alguns actinomicetos ou formando um complexo denominado
“celulosoma”, como no Clostridios e em bactérias do rumem (MURASHIMA; KOSUGI; DOI,
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2002; LYND et al.,, 2002). A xilana é o principal polissacarideo constituinte do complexo
hemicelul6sico das plantas e consiste de uma cadeia principal formada por residuos de
xilopiranosil unidos por ligacdes B-1,4-glicosidicas (BIELY, 1993). Xilanases sdo enzimas
extracelulares, produzidas principalmente por fungos e bactérias, que podem ser empregadas em
inddstrias de papel como auxiliares no branqueamento de polpas Kraft (FERREIRA FILHO,
1994).

O presente trabalho tem o objetivo de avaliar a atividade enzimatica de dois isolados de
Streptomyces sp. e o efeito da incubag¢do de um substrato organico com os estreptomicetos, na
promocao de crescimento de mudas de tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de Streptomyces sp. AC 103 e AC 26 foram multiplicados em placas de Petri,
contendo meio AGS e incubados por um periodo de 7 dias a temperatura ambiente (25+3°C). O
meio AGS contém a seguinte composicao: L-argenina -1g, glicerol - 12,5g, K;HPO, - 1g, NaCL
- 1g, MgS047H,0 - 0,5g, solucdo de micronutrientes - 1 ml, agar - 20g, dgua destilada - 1L. A
solucdo de micronutrientes € composta por: Fe,(SO4)3(6H,0) - 1g, CuSO,5SH,O - 0,lg,
ZnS047H,0 - 0,1g, MnSO4H,0 - 0,1g, dgua destilada 100 mL. Ap6s o periodo de crescimento
dos actinomicetos, foram adicionados, em cada placa com a cultura, 15 ml de dgua destilada
previamente esterilizada e, com o auxilio de alca de platina, foi feita a raspagem das coldnias,
obtendo-se uma suspensdo de células de Streptomyces sp. A concentracdo dessa suspensdo
celular foi ajustada para densidade 6tica As4=0,3 em espectofotdmetro UV (modelo Bell 1105).
O substrato comercial Plantimax® (Eucatex, Sao Paulo) foi infestado com 20 ml da suspensao
de Streptomyces para cada 400 cm® de substrato e incubado em sacos pretos de polietileno com
(10cm x 25 cm), por periodos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias antes do plantio, com a semeadura
realizada no mesmo dia para todos os tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com esquema fatorial 2 x 5 (2 isolados de Streptomyces e 5 periodos de incubagdo
do substrato), com 5 repeti¢des. Apds a incubagdo, foi feita a semeadura com sementes de
tomateiro cv Santa Clara (3 sementes por saco) e, uma semana apds a semeadura, foi feito o
desbaste, deixando-se 1 planta por saco. As plantas foram coletadas com 25 dias apds a
germinagdo. Foram avaliados os seguintes caracteres: altura da muda, volume do sistema
radicular, didmetro do caule e matéria seca da parte aérea e da raiz. Foi feita a andlise de
variancia e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Para avaliar a atividade enzimadtica dos isolados de Streptomyces, foi montado um
bioensaio em delineamento experimental inteiramente casualizado, avaliando os 2 isolados de
Streptomyces (AC 26 e AC 103) quanto a producdo das enzimas celulase e xilanase, com 4
repeticoes. Os isolados de Streptomyces foram repicados nos meios de cultura, contendo celulose
e xilana como tnica fonte de carbono. As culturas foram incubadas em temperatura ambiente
(28°C + 2), durante 8 dias. Apés esse periodo, para a revelagéo do halo das atividades celulolitica
e xilanolitica, foram adicionados 10 ml da solu¢do de vermelho congo (0,5%) em cada placa, por
15 minutos e depois de drenado o excesso, foram adicionados 10 ml da solu¢do de NaCl (1
mole.L-!) em cada placa, durante 30 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trabalhos conduzidos por Soares e outros (2003) demonstraram o efeito benéfico de
isolados de Streptomyces na promoc¢do de crescimento de mudas de tomateiro, em substrato
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Plantimax®. Esses autores sugeriram que os actinomicetos podem ter um papel importante no
melhor aproveitamento de substratos organicos para a produ¢do de mudas. No presente trabalho,
foram selecionados dois isolados de Streptomyces sp. (AC 26 e AC 103), que apresentaram 0s
melhores resultados de promocgdo de crescimento, com o objetivo de definir o0 melhor periodo de
incubacdo do substrato com esses isolados. Pela andlise de variancia, nao foram observadas
diferencas significativas entre os dois isolados de Streptomyces sp. e interacao entre os periodos
de incubacdo e os isolados. Houve efeito significativo dos periodos de incubacdo do substrato
com os actinomicetos (Figura 1).

Para os caracteres altura da muda, diametro do caule e matéria seca da parte aérea,
equagdes quadrdticas explicam o crescimento da muda nos substratos submetidos a diferentes
periodos de incubacdo. Apenas o caractere matéria seca da raiz pode ser explicado por uma
equacao linear.

A infestacdo do substrato seguida de semeadura (tempo zero de incubagdo) ndo foi
eficiente para a promocdo de crescimento das mudas de tomateiro, o que demonstra a
importancia do periodo de incubacdo para a agdo destes microrganismos no substrato de
producdo de mudas. De acordo com as equagdes de regressdo, para os caracteres altura da muda,
diametro do caule e matéria seca da parte aérea, o melhor periodo de incubagdo do substrato foi
52, 37 e 41 dias, respectivamente, o que corresponde a um periodo médio 43 dias de incubacgao.
Para a producdo de raizes, o maior periodo de incubag¢do proporcionou maior incremento na
matéria seca da raiz.

30 -
5 25 fé\
8 20 + =
p 2 25 y = -9E-05x2 + 0,0069x + 0,2826
% 15 | y =-0,0028x2 +0,2928x +17,326 & R? = 0,9597
3 0 R2 =0,9848 ER
8 )
E g o1
= 54 Q
< g 0,05
0 : : : . A 0 - ‘ ‘ : :
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Periodo de incubagao (dias) Periodo de incubagio (dias)
8
St
8
Q
Ey 5
o =
s £ =
T2 o4 : -
§ bﬂa .4 4 y =-0,0002x2 + 0,0163x + 0,4111 § = y =0,0013x +0,0812
= o2 - R*=0,9079 Z S 005 R® =0,9639
CHE £
S o)
< <
= 0 ‘ ‘ ‘ T~ 0
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Periodo de incubagfo (dias) Periodo de incubagio (dias)

Figura 1. Producio de mudas de tomateiro cv Santa Clara, em substrato Plantimax® incubado por diferentes

periodos, com dois isolados de Streptomyces sp.

O incremento da produgao de matéria seca das raizes com o maior periodo de incubacdo
do substrato pode estar associado a produgdo de acidos organicos e substancias reguladoras de
crescimento pelos isolados de actinomicetos. Estes microrganismos também podem promover o
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alongamento de raizes e aumento de pélos radiculares, efeito este atribuido a producdo de
substancias reguladoras de crescimento, de antibidticos, sider6foros e aos processos de
mineralizacao e solubilizacao de nutrientes (CATTELAN; HARTEL, 2000).

Apesar da matéria seca da raiz ter sido maior no tratamento com o maior periodo de
incubacdo do substrato, observou-se uma redu¢do no desenvolvimento da parte aérea da planta
(altura da planta, didametro do caule e producdo de matéria seca) neste tratamento (periodo de
incubacdo de 60 dias), possivelmente devido a limitagdo por nutrientes e espago no recipiente de
crescimento das mudas (saco de muda com capacidade para 400 cm? de substrato). A incubagdo
por um periodo longo pode causar maior mineralizac¢do e solubiliza¢do de nutrientes, levando a
lixiviagdao destes logo apds a semeadura do tomateiro, proporcionando uma disponibilizacao
imediata dos nutrientes e posterior deficiéncia destes devido a lixiviagao.

Considerando que os actinomicetos sd@o microrganismos com elevada capacidade de
decomposicdo de compostos organicos complexos e que o substrato Plantimax® é composto por
uma mistura organica (vermiculita expandida, turfa processada e enriquecida, casca de pinus
processada e enriquecida e carvao granulado), conclui-se que estes microrganismos promoveram
a decomposicdo de substancias organicas presentes nesse substrato, liberando nutrientes e outros
compostos que favorecem o crescimento da planta e, conseqiientemente, o melhor
aproveitamento desse substrato para o crescimento de plantas.

Os actinomicetos sao conhecidos pela capacidade de degradacdo de moléculas complexas
e recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose e lignina, fazendo com que tenham um
papel importante nos processos de compostagem (CRAWFORD, 1988). O substrato plantimax®
€ composto basicamente por material rico em celulose. A celulose que é o polissacarideo de
maior ocorréncia na natureza, representando a maior parte do CO, fixado pelas plantas e sua
decomposicdo ocorre por acdo de enzimas (celulases) produzidas por diversos microrganismos,
entre eles os Streptomyces (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Periodos mais longos de incubagdo
permitem maior acdo desses microrganismos na decomposi¢cdo do material vegetal. A xilana
localiza-se principalmente na parede celular secunddaria, formando uma interface entre a lignina e
outros polissacarideos.

Ambos os isolados de Streptomyces apresentaram atividade celulolitica (Figura 2).
Apenas o isolado AC 103 apresentou atividade xilanase (Figura 3). Apesar de o isolado AC 26
ndo ter apresentado atividade xilanase, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
acdo destes dois isolados na promoc¢ao de crescimento das mudas de tomateiro, sugerindo que a
atividade celulolitica, presente em ambos os isolados, possa ter um papel importante na
decomposicdo dos componentes do substrato Plantimax®, considerando também que outras
enzimas ndo estudadas neste trabalho possam ser produzidas por estes isolados e ter contribuido
para o melhor aproveitamento do substrato pelas plantas.
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Figura 2. Bioensaio ilustrando a atividade celulolitica dos isolados de Streptomyces.

\

Figura 3. Bioensaio ilustrando a atividade xilanolitica dos isolados de Streptomyces. Resultado
negativo para o isolado AC 26 e positiva para o isolado AC 103.

CONCLUSOES

1. Os isolados de Streptomyces sp., ambos com atividade celulolitica, promovem o
crescimento de mudas de tomateiro, no substrato Plantimax® infestado e incubado com
esses isolados.

2. O melhor periodo de incubagdo do substrato Plantimax® com os isolados de Streptomyces
sp. € de 43 dias.

3. A utilizag@o de substratos organicos incubados com isolados de Streptomyces sp., pré -
selecionados com atividade celulolitica, aumenta a eficiéncia de utilizacdo destes
substratos pelas plantas.
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