XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 7

Avaliacao de estirpes de actinomicetos com potencial
bioherbicida em sistemas agricolas sustentaveis!’

Barbara Ventura Ferreira®, Alexandre Ferreira da Silva®

O Trabalho financiado pelo CNPqg/Fapemig. © Estudante do Curso de Agronomia da Universidade Federal
de Sao Joao del-Rei, Bolsista PIBIC do Convénio CNPg/Embrapa. “Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo

Resumo - O manejo de plantas daninhas é crucial para a produgao agricola, mas métodos quimicos
tradicionais podem causar impactos negativos ao meio ambiente e a saide humana. O controle
biolégico com metabdlitos produzidos por Actinomycetona (bactérias) surge como alternativa
promissora e sustentavel. Este estudo visa avaliar o efeito de diferentes meios de cultura sobre o
crescimento de planta bioindicadora (pepino, Cucumber sativa) e avaliar o potencial de metabdlitos
secundarios produzidos sobre o crescimento da planta teste. Quatro meios de culturas foram
testados. Posteriormente, o meio selecionado (M21) foi utilizado para avaliar o efeito dos metabdlitos
secundarios de cinco estirpes de actinomicetos. O meio foi escolhido por promover o crescimento
da planta indicadora (pepino) sem afetar a germinagéo das sementes. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis repeticdes. Todos os meios de cultura contendo
metabdlitos produzidos pelas estirpes de Actinomicetes apresentaram atividade herbicida, inibindo
o crescimento do pepino em comparacdo com os controles. Os resultados indicam o potencial das
Actinomycetona como agentes de controle biologico de plantas daninhas. As estirpes selecionadas
de Actinomycetona apresentaram alta atividade herbicida, possibilitando pesquisas futuras em
campo e o desenvolvimento de produtos biopesticidas mais eficientes e ecoldgicos.

Termos para indexagao: controle bioldgico, Actinomycetona, planta daninha, sustentabilidade,
agricultura.

Evaluation of actinomycetes strains with bioherbicidal potential
in sustainable agricultural systems

Abstract - Weed management is crucial for agricultural production, but traditional chemical methods
can cause negative impacts on the environment and human health. Biological control with metabolites
produced by Actinomycetone (bacteria) emerges as a promising and sustainable alternative. This
study aims to evaluate the effect of different culture media on the growth of a bioindicator plant
(cucumber, Cucumber sativa) and to evaluate the potential of secondary metabolites produced on the
growth of the test plant. Four culture media were tested. Subsequently, the selected medium (M21)
was used to evaluate the effect of secondary metabolites of five actinomycete strains. The medium
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was chosen because it promotes the growth of the indicator plant (cucumber) without affecting seed
germination. The statistical design used was completely randomized, with six replicates. All culture
media containing metabolites produced by the actinomycete strains showed herbicidal activity,
inhibiting the growth of cucumber compared to the controls. The results indicate the potential of
Actinomycetone as biological weed control agents. The selected Actinomycetone strains showed
high herbicidal activity, enabling future field research and the development of more efficient and
environmentally friendly biopesticide products.

Index terms: biological control, Actinomycetone, weeds, sustainability, agriculture.

Introducao

O manejo de plantas daninhas pode ser realizado pelos métodos de controle preventivo,
mecanico, fisico, quimico e bioldgico (Silva et al., 2011; Morais et al., 2021). O controle quimico
€ o0 mais utilizado. No entanto, o uso inadequado dessa estratégia de manejo vem ocasionando
impactos negativos no meio ambiente e na saude humana (Deuber; Novo, 2006). Diante desse
cenario, € muito importante a utilizacao de métodos de controle que ocasionam menor impacto ao
ambiente e a saude humana. Dentro desse contexto, o controle bioldgico se destaca como uma
interessante alternativa de controle. Pesquisas sobre essa tematica comegam a se tornar mais
comuns na area de matologia (Poveda et al., 2020).

O controle de plantas daninhas com Actinomycetona (por exemplo, actinobactérias) (Oren;
Garrity, 2021) é uma abordagem promissora e sustentavel que tem atraido crescente interesse na
agricultura moderna (Malik et al., 2021). Esses microrganismos séo conhecidos por sua capacidade
de produzir grande diversidade de metabdlitos secundarios bioativos, incluindo compostos
antimicrobianos e substancias que inibem o crescimento de plantas (Wellington; Toth, 1992; Taguchi
et al., 1993). Essas bactérias sdo encontradas naturalmente no solo e na regido da rizosfera das
plantas. Sao classificadas como gram-positivas e de ampla diversidade genética (Gottlieb; Siminoff,
1952). Por essas caracteristicas, esse grupo de microrganismos tem atraido interesse crescente
como agentes de controle bioldgico.

No entanto, para avaliar o potencial de acdo dos metabdlitos secundarios, é fundamental
validar metodologia de sele¢cao para os microrganismos que propicie a adequada avaliagdo do
potencial de acao herbicida dos metabdlitos produzidos por esses microrganismos.

O objetivo deste trabalho foi selecionar meio de cultura que permita o adequado crescimento
das estirpes de actinomicetos selecionadas, que ndo afetem negativamente o crescimento das
plantas-testes.

Material e métodos

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo,
na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. As cepas utilizadas foram selecionadas no Banco de
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Germoplasma Microbiano e reativadas em placas de Petri, com meio préprio para actinomiceto, de
acordo com Atlas (2010), composto por asparagina 1 g/L; Glicerol 10 mL/L; KH2PO4 1 g/L; Solugéo
de micronutrientes para actinomicetos 1 mL/L; Agar bacterioldgico 18 g/L. Em seguida, foi verificada
a pureza das estirpes e preservacdo em estoque para trabalhos posteriores. Apds a reativacao e
avaliagdo da pureza das estirpes, foi iniciado um bioensaio para avaliagdo de suscetibilidade de
pepino (Cucumber sativa) a agcao dos metabdlitos secundarios produzidos pelas actinobactérias.
Para isso, foram estabelecidos dois ensaios.

O primeiro ensaio consistiu na selecado de um meio de cultura que nao afetasse a germinacao
e o desenvolvimento da planta indicadora. Para isso, foram testados quatro meios de cultura liquidos:
MO1 (Glicerol 10 g/L; Caseina 0,3 g/L; KNO3 2 g/L; K2PO4 2 g/L; NaCl 2 g/L; MgS04.7H20 0,05 g/L;
CaC0s30,02 g/L; FeS04.7H20 0,01 g/L; e pH=7.8), M03 (Pepitona de soja 10 g/L; Glucose 10 g/L;
Amido soluvel 20 g/L; CaCO3 3 g/L), M20 (Glicerol 10 g/L; Caseina 0,3 g/L; KNO3 3 g/L; K2PO4 2
g/L; NaCl 2 g/L; MgS04.7H20 0,05 g/L; CaC030,02 g/L; FeS04.7H20 0,01 g/L; e pH=7_+ 1) e M21
(Amido 10 g/L; Caseina em p6 1 g/L; NaCl 5g; e pH=7.2_+ 0.2). Eles foram comparados com uma
testemunha (adgua). Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com 40
repeticdes por tratamento.

Os pocgos das microplacas estéreis e com tampa, da marca CORNING, com 24 pocos para
cultivo de células na cor transparente, com volume de 3,4 mL e de fundo plano, foram preenchidos
com algodao esterilizado e umedecidos com 1,3 mL dos diferentes sobrenadantes dos meios de
cultura, com duas sementes em cada pocgo. As placas foram tampadas e levadas para camara
de crescimento durante 5 dias em temperatura média de 28 °C e fotoperiodo de 12h/12h. O teste
foi realizado seguindo a metodologia proposta por Leal (2019). Apds esse periodo, foi avaliada a
diferenca do numero de sementes germinadas nos diferentes tratamentos com os meios de cultura,
utilizando o teste de Tukey a 5%.

Apos a definicao do meio de cultura, foi realizado o teste para verificar o efeito de metabdlitos
secundarios produzidos por cinco actinomicetos (A115, A346, A363, A404 e A432). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 16 repeti¢cdes por tratamento.

Em cada placa com actinobactéria, foi escolhida uma colénia isolada, raspada e
homogeneizada em solugao salinaem um eppendorf, agitado no vortex e transferido para erlenmeyers
de 125 mL, contendo 50 mL de meio liquido, que foram autoclavados e resfriados. Posteriormente,
foram colocados sob agitagdo por 10 dias a 100.2 rpom em incubadora com temperatura igual a
28 °C. As placas com pogos foram higienizadas por imersdo em solugao de agua + detergente +
hipoclorito de sddio, por 30 minutos, enxaguadas trés vezes em agua deionizada e levadas ao fluxo
para secarem na luz UV, mesmo processo da fase inicial. Os tratamentos testados foram agua
e meio de cultura M19 (Manitol 20 g/L; Peptona bac. 20 g/L e pH=7,5), como controles, e meio
inoculado com as bactérias. Cada pogo continha com duas sementes, sendo 16 repeticdes por
tratamento, totalizando 112 sementes nesse teste.

Os pogos foram preenchidos com algodao esterilizado e umedecidos com 1,3 mL de meio
M19 e do sobrenadante das fracbes dos meios inoculados com bactérias. O sobrenadante foi obtido
apos centrifugacao por 10 min a 8.000 rpm (centrifuga da marca HETTICH Zentrifugen Universal
320R 9000RPM), em tubos falcon de 50 mL, e filtragem com suporte de filtracdo autoclavavel
(didmetro de 25 mm) para membrana millipore com poro de 22 mm de didmetro.

Apds montagem da placa, seguindo o mesmo processo citado anteriormente, realizou-se
avaliacdo qualitativa, comparacgao visual com a testemunha, segundo os critérios apresentados na
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Tabela 1. Nessa primeira qualificacao, foram levados em consideragao os niveis de desenvolvimento
das plantulas de pepino nos pogos.

Os estagios foram classificados de acordo com o desenvolvimento radicular e a emissao
de folhas. Com isso, notas foram aplicadas como peso para diferenciagdo. Essa analise foi feita
para selecionar o melhor meio de cultura de acordo com o desenvolvimento das plantulas de
pepino dentro das 96 repeticoes (entre testemunhas e meios), com duas sementes em cada poco,
totalizando 192 sementes.

Tabela 1. Critérios de avaliagdo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa), 5 dias apds a
incubacgao nas placas com pogos de cultivo.

Emisséo de folha e sistema radicular 1,0
Apenas emisséo de raizes grossas 0,7
Apenas emissao de raizes finas 0,5
N&o germinou 0,0

Os dados obtidos foram analisados conforme a sua normalidade e, em caso de significancia, foram submetidos ao teste de Tukey a 5%.

Resultados e discussao

Ao analisar o efeito qualitativo no nimero de sementes germinadas, total de 181, em fungao
do meio de cultura, péde-se observar que o M21 foi o que apresentou o comportamento mais
préximo a testemunha (Tabela 2). Acredita-se que os demais meios de cultura podem ter afetado o
crescimento, uma vez que apresentam cloreto de sédio em sua composicéo e acréscimo de solugao
salina com o macerado das bactérias. O efeito, principalmente da salinizacao, péde ser constatado
visualmente durante a avaliagao das sementes, o seu crescimento radicular foi prejudicado. Dessa
forma, optou-se pela utilizagdo do M21 para avaliar o potencial fitotoxico dos compostos metabdlicos
produzidos pelas bactérias.

Tabela 2. Comparacgéo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa) em fungado dos meios de
cultura utilizados.

Meio M03 34 0,85a
Meio M01 38 1,03 ab
Meio M20 39 1,14 b
Meio M21 38 1,49 c
Testemunha 32 1,89d

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Apods aselecao do meio de cultura, foirealizado o ensaio para avaliar o efeito dos actinomicetos
sobre germinacao e desenvolvimentos das plantas. Nesse ensaio, foram utilizados dois controles
(dgua e o meio M21). Os demais tratamentos consistiram do M21 associado ao metabdlito produzido
pelas bactérias testadas. Nessa avaliacdo, foram estabelecidos outros pardmetros com notas
(Tabela 3).

Tabela 3. Critérios de avaliagdo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa), 5 dias apos a
incubacao com os meios inoculados.

Critério Peso

Germinag&o vegetativa (sem inibic&o)

Efeito leve de inibicdo da germinagao

Efeito leve a moderado de inibigdo da germinagao
Efeito moderado de inibigao da germinagéo

Efeito forte de inibigdo da germinagao

Morte e/ou necrose vegetativa

a b~ WN =20

Os dados obtidos foram analisados conforme a sua normalidade e, em caso de significancia, foram submetidos ao teste de Tukey a 5%.

Foi possivel observar que os metabdlitos produzidos pelas estirpes selecionadas afetaram
o crescimento da planta indicadora (Figura 1).
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Figura 1. Comparacéo do desenvolvimento de sementes de pepino (Cucumber sativa) em resposta aos diferentes trata-
mentos com metabolitos obtidos de diferentes estirpes de actinomicetos.

Algumas espécies de actinomicetos tém a capacidade de produzir compostos antimicrobianos,
como antibidticos e metabdlitos secundarios, que podem inibir o crescimento de plantas. Esses
compostos podem interferir com processos fisioldgicos essenciais das plantas, como a germinagao
de sementes, o crescimento radicular e a fotossintese.

Ao analisar o efeito dos metabdlitos, observou-se que todos apresentaram comportamento
similar entre si e diferiram dos controles (Tabela 4).
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Tabela 4. Inibicdo da germinacéo de sementes de pepino (Cucumber sativa) em fungao dos tratamentos com metabolitos
produzidos por cinco estirpes de Actinomycetes, conforme critério estabelecido, 5 dias ap6s incubagdo

1) Agua 0,00a

2) Meio M21 6,25 a

3) MeioM21+ 346 82,63 b
4) MeioM21+ 404 82,13b
5) MeioM21 + 363 84,38b
6) MeioM21 + 432 90,63 b
7) MeioM21 + A115 9581 b

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%

Até o momento, obtiveram-se resultados significativos, mas novos ajustes metodoldgicos
estdo sendo realizados, com o objetivo de se estabelecer uma metodologia que propicie
avaliar adequadamente o efeito dos metabdlitos secundarios produzidos pelos microrganismos
no crescimento das plantas. Apds essa adequagdo de metodologia em laboratério, ensaios
serdo programados para a realizacdo de screening dos actinomicetos presentes no Banco de
Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que metabdlitos obtidos de actinomicetos
sao promissores para o controle de plantas daninhas. A selecdo do meio de cultura M21 foi crucial,
pois apresentou comportamento mais préximo ao da testemunha, minimizando os efeitos negativos
sobre a germinacao e o desenvolvimento das plantas indicadoras. Observou-se que os metabdlitos
produzidos pelas estirpes de actinomicetos testados exerceram um efeito inibitério significativo no
crescimento das sementes de pepino (Cucumber sativa), evidenciando seu potencial fitotoxico.

Embora os resultados sejam promissores, novos ajustes metodoldgicos sao necessarios
para aperfeicoar a avaliacdo do impacto dos metabdlitos secundarios no desenvolvimento dessas
e outras plantas, incluindo as daninhas. Este estudo contribui para o avanco das pesquisas na
area de controle biolégico, indicando que os metabdlitos produzidos por actinomicetos podem ser
uma alternativa sustentavel e eficaz ao controle quimico, reduzindo os impactos negativos no meio
ambiente.
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