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ACTINOMICETOS PRE-SELECIONADOS PARA
CONTROLE DE Ralstonia solanacearum COMO
PROMOTORES DE CRESCIMENTO DO
TOMATEIRO!
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Reginaldo da Silva Romeiro *

RESUMO

Sementes de tomate foram tratadas com 26 diferentes isolados de actinomicetos
que mostraram atividade antagonistica a Ralstonia solanacearum e as mudas obtidas
foram transplantadas para vasos contendo solo infestado por Ralstonia solanacearum e
mantidas em casa de vegetag@io. Actinomicetos previamente selecionados para controle de
R solanacearum foram avaliados quanto a capacidade de promover crescimento. As
seguintes variaveis foram avaliadas: tempo de germinagio de sementes, altura das plantas,
numero de folhas, pesos da matérias fresca e seca e area foliar em diferentes dias de
amostragem. Os 1solados mais eficientes em promover o crescimento foram BF22, BF110,
BF17, BF114, BF26 e BF129, nesta ordem. O isolado de actinomiceto que proporcionou
incrementos significativos no crescimento de todos os pardmetros examinados, em relagéo
as plantas testemunha, foi o BF110, e o que mais se destacou, pela magnitude dos
mcrementos resultantes, foi o BF22. Os isolados mais eficientes como promotores de
crescimento apresentaram consisténcia nos incrementos proporcionados, ao longo do
periodo estudado. Relagdo positiva entre as caracteristicas de promogdo de crescimento
for venificada, com excegdio da velocidade de germinagdo. Os pesos de matérias fresca e
seca ¢ area foliar apresentaram maiores amplitudes de respostas aos tratamentos. A
amplitude de variagdes de todas as variaveis acentuaram-se com o decorrer do tempo.
Observou-se também que, associados ao efeito negativo de alguns isolados sobre
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crescimento, surgtram sintomas de deficiéncia de fosforo. Os isolados que apresentaram
efeito positivo de indugéo de crescimento também apresentaram atividade controladora de
R. solanacearum. Pela analise de componentes principais, verificou-se que a éarea foliar, o
ntmero de folhas e a altura das plantas, respectivamente ao 20°, 18° ¢ 4° dias apés o
transplante, foram as variaveis que avaliaram de forma mais eficiente a variagdo ocorrida
entre os tratamentos durante todo o periodo.

Palavras-chaves: Lycopersicon esculentum, rizobactérias, isolados de actinomicetos.

ABSTRACT

USE OF ACTINOMYCETES PRE-SELECTED FOR THE CONTROL
OF RALSTONIA SOLANACEARUM AS TOMATO PLANT GROWTH
PROMOTERS -

Tomato seeds were microbiolized with propagules of 26 actinomycetes that
showed antagonistic activity against Raistonia solanacearum. The seedlings were planted
in pots with artificially infested soil in a greenhouse. Growth-promoting activities in
different days were evaluated such as time for germination, number of leaves, plant
height, fresh and dry weight and leaf area. The best growth-promoting isolates were
BF22, BF110, BF17, BF114, BF26 and BF129. The The isolate BF110 provided
significant growth increases for all all parameters used and BF22 has showed the largest
growth increases. Isolates that behaved as good growth promoters did so for all evaluated
parameters along the experiment. Except for time for seed germination, efficiency of a
given isolate reflected increases in growth according to all parameters used for
evaluation. Growth promotion brought about by efficient actinomycetes was specifically
evident by increases in plant fresh and dry weight, being positively correlated with time.
Some actinomycetes did behave as deleterious to test plants in terms of growth promotion
and, 1n these situations, phosphorus deficiency was evident. Moreover, actinomycetes with
a positive growth promotion effect also behaved as good agents for the biocontrol of the
bacterial wilt of tomato. The principal component analysis indicated that the variables leaf
area, number of leaves and plant height at 20, 18 and 4 days after transplantation were the
ones that best detected treatment changes. Cluster analysis formed 8 groups with different
plant-growth promoting activity.

Key words: Lycopersicon esculentum, thizobacteria, actinomycete isolates.

INTRODUCAO

O termo PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) foi criado
para descrever bactérias que colonizam ativamente as raizes e aumentam o
crescimento da planta (8). Os mecanismos pelos quais as PGPRs afetam a
sanidade ou o crescimento da planta parecem ser: promogido direta de
crescimento (J5), indugdo de resisténcia sistémica (22), mineralizacdo (/3),
detoxificagao (2!/), produgdo de antibidticos (6), producdo de quitinase
(/6), produgao de HCN (/) e produgdo de sideroforos (8).
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Existem varios relatos de promogdo de crescimento de tomateiro
selecionados para controle de R. solanacearum em casa de vegetagio.

MATERIAL E METODOS

Os actinomicetos foram isolados de solos por espalhamento em meio
de extrato de solo (/8) adicionado de cicloheximida e nistatina na
concentracdo final de 100 ppm (23) e fenol a 0,7% (1), com e sem pre-
tratamento térmico. Todos os isolados de actinomicetos foram preservados
por repicagens sucessivas. O isolado de R. solanacearum utilizado foi
mantido sob 6leo mineral, em solo esterilizado e emulsificado em glicerina
(7).

Foram utilizados 26 isolados de actinomicetos selecionados em uma
avaliacdo massal in vivo para controle de R solanacearum. Sementes
foram imersas em suspensio de propagulos de actinomicetos, cuja
concentracdo foi ajustada para ODsy = 0,20, por 30 minutos, sob agitagao,
e colocadas para germinar, individualmente, em sacos de papel semelhantes
aos utilizados pelos tomaticultores, porém de didmetro e volume menores.
Sementes imersas em agua foram utilizadas como testemunhas.

As mudas, obtidas como descrito anteriormente, foram
transplantadas 22 dias apOs a semeadura, quando todas apresentavam, no
minimo, a primeira folha verdadeira. Cada tratamento constituiu de um
vaso contendo 5 kg de solo ndo-esterilizado e infestado, por encharcamento,
com R. solanacearum, utilizando-se suspensdo bacteriana a 10° CFU/ml na
propor¢do de 0,5 ml/g de solo, em que se distribuiram, de forma
eqiiidistante, cinco sacos com mudas.

As porcentagens de incremento foram consideradas em relagdo a
testemunha em solo infestado (testemunhas positivas). Diariamente,
anotava-se o tempo de germinagdo de cada uma das plantulas e o nimero de
plantulas emergidas ao final do periodo, ¢ aos 4, 10, 14, 18 ¢ 22 dias apos o
transplante, media-se a altura das plantas at€ a gema apical e contava-se o
namero de folhas verdadeiras. |

Foram medidas as areas foliares da primeira folha verdadeira 20 dias
apOs o transplante e as da segunda e terceira folhas verdadeiras, 24 dias
apo6s, quando estas se encontravam totalmente expandidas. A medi¢do foi
realizada com folhas destacadas, utilizando-se um integrador fotoelétrico da
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marca Delta, modelo AT. Os dados sdo apresentados como area fohar
media em cada dia de avaliacao.

As folhas coletadas para a medigdo de area foliar foram pesadas
ainda frescas (peso da maténia fresca) e submetidas a secagem a 60°C por
trés dias e novamente pesadas (peso da matéria seca). Os resultados estdo
apresentados como peso medio das folhas em cada data de coleta.

‘Todas as vanaveis avaliadas nos diferentes estadios de
desenvolvimento foram submetidas a analise de componentes principais.
Estes dados também se prestaram para a condugao de analise de
grupamento, pelo método de Tocher, dos diferentes actinomicetos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 26 i1solados de actinomicetos utilizados, 13 levaram as
sementes a emergir mais lentamente que a testemunha, chegando a aumentar
o tempo em ateé 30%,; trés nao surtiram efeito; e 10 reduziram o tempo em
ate 29,6%. Os isolados que propiciaram menores tempos de emergéncia
foram BF154, BF172, BF167, BF76 e BF22, reduzindo em 29,6; 16; 9,4;
9.4 e 6,6%, respectivamente (Quadro 1).

Quanto a altura de plantas, apenas quatro 1solados de actinomicetos
exibiram efeito deletério, em dias diferentes, considerando-se que BF29 o
fez por quatro vezes, ocasionando, ao final do periodo avahado,
crescimento 89,1% inferior ao das plantas-testemunha. Plantas oriundas de
sementes microbiolizadas com outros isolados de actinomicetos
comportaram-se de forma semelhante a testemunha ou exibiram maior
crescimento, em propor¢gdoes variadas, destacando-se os 1solados BF22,
BF110, BF129, BF 17 e BF26, que permitiram incrementos de 1714
146,2; 137.8; 132,5; e 131,9%, respectivamente (Quadro 2).

O numero de folhas, muitas vezes, for inferior ao da testemunha,
considerando-se a acdo de todos os isolados de actinomicetos e dias de
amostragem. O isolado BF29 propiciou em numero de folhas inferior ao da
testemunha por quatro vezes, sendo a diferenca, ao final do periodo
avaliado, de 34,4%. A maioria dos isolados se comportou de forma
promotora, embora variando quanto a esse particular. Os 1solados BF17,
BF110, BF114, BF26 e BF22 proporcionaram maior mcremento no numero
de folhas, sendo, ao final das avaliagoes, de 40.,6; 37.5; 32,8; 25; e 25%,
respectivamente (Quadro 2).

De modo geral, todos os isolados de actmomicetos foram eficientes
em promover o aumento da area foliar e dos pesos de maténa fresca e seca,
excepto em apenas quatro ocasides, com relacdo a area foliar, duas quanto
ao peso da matéria fresca e uma quanto ao peso da maténa seca (Quadro 3).
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As mensuracoes da area foliar mostraram que a maiona dos i1solados
de actinomicetos permitiram aumento dessa variavel, em proporgdes
variadas, culminando com os isolados BF110, BF22, BF129, BF114 e
BF26, com aumentos de 395, 351, 305, 301 e 236%, respectivamente. O
pror resultado fo1r propictado pelo i1solado BF182, que, em media, causou
uma area foliar 79% menor que a da testemunha.

R R

IQUADRO 1 - Tempo médio de emergéncia de sementes de tomate

tratadas com 26 isolados de actinomicetos em solo nao-
esterilizado
Actinomiceto Tempo de emergencia
BF002 9.0
BF004 8.4
BF009 10,0
BF017 6,6
BF019 7.6 |
BF022 6.6 |
l BF026 6,5
BF029 7.2
BF076 6,4
BF0O78 8,0
BF102 7,0
BF109 8.75
BF110 8.0
| | BF112 6,5
BF113 8.5
BF114 7.0
| BF129 7.4
BF154 5.4 |
| BF166 8,2
BF167 6,4
BF172 6,0
BF174 7,0
BF176 6,75
* BF179 7.5
BF181 6,6
| BF182 0.8
Testemunha 7.0 _.l

SR WA b Tl A R
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QUADRO 2 - Numero de folhas (N) e altura em cm (H) de tomateiros ao
4°, 10°, 14°, 18°, e 22° dia apods o transplante de mudas
originadas de sementes tratadas com 26 actinomicetos e
conduzidas em solo artificialmente infestado por Ralstonia
solanacearum

N10 NI14 NI8 N22 H4
BFO0O2 2 28 42 56 68 5.7

HI0 Hl4 NI8 H22
9,1 104 14,1 168

Actinm:)miceto N4 “

BF004 14 26 4 54 56 54 79 128 174 188
BFOO9 22 3 46 56 7 61 98 127 163 189
BFO17 24 4 6 675 9 99 12,9 1838 225 2767
BF019 18 34 5 62 66 52 87 126 16 189
BF022 2 36 5 66 8 83 127 167 27 323 |
BF026 2 38 5 6 8 96 138 179 234 276 |
BF029 18 18 26 38 42 45 S5 66 14 109
BF076 2 26 34 42 6 55 65 91 112 15381
BFO78 28 42 54 62 74 93 127 153 183 218
BF102 2 25 3 45 5 575 775 925 105 1125
BFI09 22 28 42 52 566 82 98 124 137 1533
BFII0 24 44 58 7 88 9 14,1 189 249 293 |
BF112 2 275 4 475 6 612 812 975 11,88 1525
BF113 2 3 46 6 72 59 108 139 192 234
BF114 22 4 56 7 85 8 11,7 166 197 2525}
BF129 18 38 5 64 78 7 11,7 155 225 283
BF154 22 28 4 52 64 74 93 12 15 18 |
BF166 16 24 38 52 55 49 75 102 15 175
BF167 2 26 36 52 62 61 89 98 129 152
BF172 14 24 46 56 625 47 66 91 13 155 |
BF174 2 34 46 58 72 67 109 16 18 224
BF176 18 26 4 52 6 53 78 97 1425 154 |
BF179 22 32 45 525 666 72 91 1063 11,88 13,33
BF181 2 26 375 475 575 63 88 975 1275 1525
BF1%2 2.2 32 3 6,3 6 34 79 1025 183 125
Testemunha 2 2.4 3.8 5,2 64 44 .58 83 10,7 11,9
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artificialmente infestado por Ralstonia solanacearum

IQUADRO 3 - Area foliar em cm” (A) e peso da matéria fresca em g (PF;‘
e seca em g (PS) de uma folha de tomateiro, ao 16° e 20°
dia apos o transplante de mudas originadas de sementes

tratadas com 26 actinomicetos e conduzidas em solo

|

| Testemunha

0,20

Actinomiceto Al6  A20 PF16 PF20 PS16  PS20
BF002 10,8 31,2 0,39 1,00 0,03 0,06
BF004 11,3 435 040 1,26 0,03 0,09

| BF009 121 404 039 118 003 008
|  BF017 20,8 539 0,78 2,01 0,06 0,14
BF019 87 331 028 125 0,02 0,08
BF022 249 78,7 058 275 006 0,18
BF026 170 586 057 195 005 0,14

| BF029 50 181 033 043 0,01 0,03
BF076 64 218 021 060 0,02 0,04
BF078 185 459 065 162 004 0,12
BF102 8,5 92 029 023 0,02 0,04
BF109 11,1 284 037 074 0,03 0,06

| BF110 214 83 082 241 0,06 0,16
| BF112 86 318 028 038 0,02 006
| BF113 191 567 065 1,55 004 011 |

| BF114 209 699 075 235 0,05 0,13

| BF129 170 706 063 215 004 0,13
BF154 105 304 034 09 002 0,06
BF166 109 30,1 032 076 0,03 0,05
BF167 104 281 038 08 003 0,05
BF172 74 326 021 074 002 0,05
BF174 149 522 047 1,50 004 0,11
BF176 77 235 027 067 002 0,05
BF179 87 171 029 049 0,02 0,04
BF181 85 182 027 053 002 004
BF182 7.6 37 039 087 002 008

6 174 046 0,01 0,04

i
|
|
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As pesagens da matéria fresca de plantas originadas de sementes
tratadas com actinomicetos apresentaram  valores geralmente bem
superiores aos da testemunha, sendo os maiores valores proporcionados
pelos isolados BF22, BF114, BF110, BF129 ¢ BF17: respectivamente, 498,
410, 402, 368 e 336% a mais que os da testemunha. O menor valor
mensurado foi de 51% do valor da testemunha, por efeito do isolado BF102.

Microbiolizacdo de sementes com os actinomicetos BF22, BF110,
BF26, BF17 ¢ BF114 resultou em conspicuos imcrementos de peso da
matéria seca das plantas resultantes: 423, 346, 303, 295 e 282% maiores
que o peso da matéria fresca das plantas testemunha, respectivamente.

Analisando os dados como um todo, verifica-se que se destacaram os
isolados BF22, BF110, BF17, BF114, BF26 como os mais eficientes, nessa
ordem, promover o crescimento, crescimento este avaliado e quantificado
por diferentes parametros, ao longo de todo o periodo estudado.

Todos os isolados que se destacaram na promog¢do de crescimento
apresentaram atividade in vitro contra diferentes isolados de
R. solanacearum em avaliacdo anterior. Em avahiagao de controle in vivo,
em casa de vegetagdo, o isolado BF22 proporcionou 100% de controle da
murcha, BF129, 60%; BF17, 40%; ¢ BF26, BF110 ¢ BF 114, 20% (/)5).

Pode-se verificar uma relagao posmva entre as diversas variaveis
estudadas, a excecdao do tempo de germinagdo. A amplitude de variagdo
das variaveis em questdo acentuou-se ao longo do tempo. Os pesos da
matéria fresca e seca foram as que apresentaram maior amplitude em
resposta aos tratamentos, comportando-se como melhores indicadores de
crescimento.

Microbiolizagdo de sementes com o isolado BF29 foi um tratamento
que promoveu indices negativos de crescimento na maioria das avaliagdes
de todas as variaveis, embora outros isolados também tenham se
comportado da mesma forma, porém com menor intensidade e freqiiéncia.

A analise de componentes principais foi satisfatoria, uma vez que os
dois primeiros componentes retiveram, sozinhos, 85,17% da vanacgao
original (Quadro 4). Verificou-se que a area foliar, a altura das plantas e o
numero de folhas, respectivamente ao 20°, 4° ¢ 18° dia apos o transplante,
foram as melhores varidveis para avaliar a promogdo do crescimento, pois
os autovetores associados a elas apresentaram os menores pesos. Qutras
variaveis ou estadios de desenvolvimento avaliados pouco contribuiram
para a divergéncia entre os diferentes actinomicetos, por serem
redundantes, ja que apresentaram alta correlagdo entre si. Quando 1sso
acontece, a porcentagem da vanagao original retida e pequena (/2).



VOL.XLVII,N®274,2000 621

| I

QUADRO 4 - Estimativa das variancias (autovalores) associadas aos
componentes principais de variaveis de crescimento de
tomateiros cujas sementes foram tratadas com 26
isolados de actinomicetos ¢ conduzidos em solo
artificialmente infestado por Ralstonia solanacearum

Autovalor Variancia (%) Acumulada (%)
13.109 7711 7711
1,37 8,06 85,17
1,146 6,74 91,91
0,579 3,41 95,32
| 0,216 127 96,59
0,18 1,06 97,65
0,126 0,74 98,39
. 0,065 0,39 98,78 |
| 0,59 0,34 99,12
| 0,035 0,21 99,33
| 0,03 0,18 99,51 B
| 0,029 0,17 99,68 |
0,023 0,13 99,81 |
| 0,016 0,09 99,9
| 0,01 0,06 99,96 |
| 0,003 0,02 99,98 |
0,002 0,02 100

1,

Na analise de componentes principais, a formag¢do de grupos € um

critério subjetivo (2), e, como a visualizagio de grupos de actinomicetos
ndo foi muito clara (Figura 1), conjugaram-se esses resultados aos de
analise de grupamento, como recomendam Liberato et al. (12), pelo método
de Tocher (Quadro 5). Este procedimento permitiu a formagdo de oito grupos
de actinomicetos com atividades promotoras de crescimento distintas,
enquadrando aqueles que se destacaram na promogao de crescimento em um
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unico grupo, a excecao de BF110, que formou um grupo 1solado, mas muito
proximo ao outro, podendo-se uni-los em um grupo superior.
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FIGURA 1 - Dispersao grafica de 26 isolados de actinomicetos em
relacao aos dois primeiros componentes principais.

s

QUADRO 5 - Isolados de actinomicetos grupados pelo método de Tocher

2.76, 102, 109, 112, 154, 166, 167, 176, 179, 181
17,22, 26, 113, 114, 129, 174
4,19, 172
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Os resultados obtidos neste ensaio concordam com os de Kloepper et
al. (9), que utilizaram bactérias fluorescentes e Serratia spp. para
tratamento de sementes, obtendo aumento do peso da matéria seca da parte
aérea e das raizes de tomateiros em casa de vegetacdo e solo ndo-
esterilizado, e por Peixoto et al. (/7), que, utilizando Pseudomonas
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aeruginosa para tratar as sementes e, ou, o substrato, verificaram
aumentos de até 52,5% na emergencia e de até 61,1% no peso da matéria
seca de tomateiros semeados em solos esterillizados ou nao e conduzidos em
casa de vegetacao.

Trabalhos utilizando estreptomicetos para promog¢ao de crescimento
vegetal também abundam em informagoes similares as encontradas nesta
pesquisa. Kundu e Nandi (/0) constataram que, tratando sementes de
couve-flor com Streptomyces chibaensis e Streptomyces arenae,
alcangava-se o controle de Rhizoctonia solani e provocava-se o aumento
de altura e peso da matéria seca das plantulas. Saracchi et al. (/9)
verificaram que das 18 espécies de Streptomyces utilizadas para tratar
sementes de flores, 13 colonizaram o tegumento das sementes, enquanto
algumas aumentaram o crescimento e produziram maior nomero de flores,
com mator valor comercial. E, finalmente, um trabalho visando ao controle
de R solanaceraum em tomateiro, tratando sementes com Streptomyces
pulcher, que apresentava atividade in vitro contra o patogeno, aumentou a
emergencia em até 5%, a profundidade radicular em até 20% e o peso da
matéria seca em atée 90% (4). Em todos os casos citados os aumentos
alcangados foram bem inferiores aos verificados na presente avaliagio.

Varios pontos ja foram levantados para explicar aumentos no
crescimento ¢ desenvolvimento de plantas provocados por actinomicetos:
aumento da disponibilidade, nas plantas em questao, de reguladores de
crescimento vegetal produzidos pelos actinomicetos mtroduzidos (4);
estabelecimento dos actinomicetos, quando estes sdo introduzidos,
reduzindo a microflora deletéria pela produgao de compostos mibitorios (3);
aumento da absorcao de nutrientes (/9); possibilidade de serem endofitas e
produzirem metabolitos (/9); e antagonismos in vitro (9) e in vivo (20) a
varios patogenos simultaneamente.

Neste ensaio, inicialmente em varios tratamentos, as plantas
apresentavam fortes sintomas de deficiéncia de fosforo, sendo estas as que
tiveram menor crescimento ¢ maior nivel de murcha bacteriana. Os
isolados que se destacaram em favorecer o crescimento do tomateiro
produziram plantas mais vigosas, com menores percentagens de murcha
bacteriana e manchas foliares e, de modo geral, mais sadias que as
testemunhas em solo n3o-infestado, culmmando com o isolado BF22 que,
foi eficiente o bastante para impedir o aparecimento de sintomas de
qualquer categoria.

Com base nesses fatos, pode-se supor que entre 0S possivels
mecanismos que atuaram nesta situagao estao o aumento da disponibilidade
de nutrientes, a produc¢ado de substancias promotoras de crescimento vegetal
e a indugdo de resisténcia, alem do antagonismo, uma vez que estes
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actinomicetos apresentaram atividade in vifro contra diferentes isolados do
patogeno. |

As possibilidades da exploracdo de alguns desses actinomicetos,
principalmente o BF22, como controladores e promotores de crescimento
sao 1mensas, mas estudos sobre colonizacdo de raizes, sobrevivéncia em
diferentes situacoes, determinacdo de mecanismos de acgdo, formas e
quantidade de indculo, controle de outros patogenos e controle em condigoes
de campo fazem-se necessarios, antes de se pensar em qualquer tipo de
recomendacao comercial.

CONCLUSOES

a) Dentre os 26 1solamentos de actinomicetos previamente
selecionados como potenciais agentes de biocontrole da murcha bacteriana e
testados, neste trabalho, quanto a capacidade de promocao de crescimento
de tomateiros, alguns foram deletérios e outros reais promotores de
crescimento.

b) Considerando os parametros de avaliagdo de crescimento
utilizados (numero de folhas por planta, altura de planta, pesos da matena
fresca ¢ da matéria seca e area foliar), os actmomicetos BF22, BF110,
BF17, BF114, BF26 e BF129 revelaram-se os mais promissores.

c) O isolamento BF110 proporcionou aumentos significativos no
crescimento de tomateiros em todos os parametros de medigao utilizados.
Com relacdo ao isolamento BF22, esse efeito de promog3o de crescimento
nio foi generalizado, mas, quando foi positivo, o isolamento destacou-se
dos demais.

d) Foi encontrada uma correlagdo entre potencialidade de exercer
biocontrole e de promover crescimento, nos isolamentos que se destacaram.
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