
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MICROBIOLOGIA AGRÍCOLA E DO 

AMBIENTE 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA SOBRE Bipolaris sorokiniana 

E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO EM PLANTAS DE TRIGO DE ISOLADOS 

DE Streptomyces sp. 

 

 

 

PRISCILA MONTEIRO PEREIRA 

 

Orientadora: Profª. Drª. Sueli T. Van Der Sand 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

Março/2017



 

ii 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MICROBIOLOGIA AGRÍCOLA E DO 

AMBIENTE 

 
 
 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA SOBRE Bipolaris 

sorokiniana E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO EM PLANTAS DE TRIGO 

DE ISOLADOS DE Streptomyces sp. 

 

 

Priscila Monteiro Pereira 

Bacharel em Engenharia de 

Bioprocessos e Biotecnologia - UERGS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul - Brasil 

Março/2017 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em Microbiologia 

Agrícola e do Ambiente da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, como parte dos requisitos 

necessários à obtenção do título de Mestre em 

Microbiologia Agrícola e do Ambiente.  

 

Área de concentração: Microbiologia 

Agrícola 

 

 

 Orientadora: Profª. Drª. Sueli T. Van Der Sand 

 

         Orientador: Profª. Drª. Nome  

 

 

completo 

 

 

 

 



 

iii 

  

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

iv 

 
AGRADECIMENTOS 

 

A Deus que me dá forças para enfrentar as dificuldades e superar os 

desafios. 

À minha família por sempre apoiar meus estudos, reconhecer todo o 

esforço e por ser de fato a minha grande riqueza. 

Ao meu esposo Tiago pelo amor, compreensão e companheirismo. 

Por sempre me animar nos momentos em que nem tudo saía como previsto. 

À minha orientadora Sueli Van Der Sand pela oportunidade de fazer 

parte do seu grupo de pesquisa, pela confiança e amizade nestes dois anos de 

trabalho e aprendizado. 

Ao professor Marcelo Gravina de Moraes do Departamento de 

Fitossanidade – Agronomia/UFRGS por disponibilizar o espaço de seu 

laboratório e casa de vegetação para realização dos ensaios. Juntamente a 

ele, agradeço muito as técnicas Priscila e Helana por toda ajuda prestada 

sempre com muita disposição. 

Ao grande grupo do laboratório – Luciana, Graci, Jussara, Themis, 

Mari, Marcela, João, Ana Elisa, Juliane, por todas as horas de alegria e 

descontração, pelo apoio e torcida para que todos os trabalhos tivessem 

sucesso em suas realizações. Enfim, foi muito prazeroso ter a companhia de 

vocês nas muitas horas dedicadas dentro do laboratório. 

A todos os professores e técnicos do Programa de Pós-Graduação 

os quais contribuíram para o nosso aprendizado. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES), pela concessão da bolsa.  

 

 
 
A todos, os meus sinceros agradecimentos!  



 

v 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA SOBRE Bipolaris sorokiniana 

E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO EM PLANTAS DE TRIGO DE ISOLADOS 

DE Streptomyces sp.1 

 

Autor: Priscila Monteiro Pereira 

Orientadora: Profª. Drª. Sueli T. Van Der Sand 

 

RESUMO 

Os isolados Streptomyces sp. R18(6) e 6(4) foram avaliados quanto à sua 

capacidade de controlar a mancha marrom e podridão comum de raiz, 

causados por Bipolaris sorokiniana em plantas de trigo. A atividade antifúngica 

desses isolados foi testada usando os ensaios de dupla camada e pareamento 

de cultura à 28°C. A atividade fisiológica e enzimática foi avaliada através de 

ensaios de sideróforo, ácido indol-3-acético, fixação de nitrogênio e 

solubilização de fosfato. O controle biológico da doença e a eficiência de 

crescimento das plantas de trigo foram avaliados utilizando ensaios in vivo em 

casa de vegetação. Nos ensaios de pareamento de cultura, ambos os isolados 

inibiram o crescimento micelial de B. sorokiniana, enquanto na dupla camada 

apenas o isolado R18(6) inibiu. Streptomyces sp. 6(4) produziu auxina, 

sideróforos, fixou nitrogênio e solubilizou fosfato, enquanto R18(6) não 

produziu sideróforos. Nos ensaios em casa de vegetação, o isolado R18(6) 

mostrou diferenças estatísticas na massa seca da parte aérea e na massa seca 

de raiz em comparação com a do isolado 6(4) na presença do fitopatógeno 

(P≤0,05). Estes resultados foram mais evidentes quando a temperatura foi 

maior. Na ausência do fitopatógeno, o isolado 6(4) aumentou a massa seca de 

raiz em comparação com a do controle durante o mesmo período. Portanto, 

esses isolados apresentaram potencial em controlar a podridão das raízes e 

mancha marrom e podem promover o crescimento das plantas de trigo. 

 
 

1
Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (59 

p.) Março, 2017. 
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EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF Streptomyces sp. ON 

Bipolaris sorokiniana AND EVALUATION OF GROWTH PROMOTION IN 

WHEAT PLANTS1 

 

Author: Priscila Monteiro Pereira 

Advisor: Profª. Drª. Sueli T. Van Der Sand 

 

ABSTRACT 

Streptomyces sp. R18(6) and 6(4) strains were evaluated for their ability to 

control brown spot and common root rot caused by Bipolaris sorokiniana in 

wheat crops. The antifungal activity of these isolates was tested using a double-

layer assay and culture pairing at 28 °C. Physiological and enzymatic activity 

were evaluated through siderophore, indole-3-acetic acid, nitrogen fixation and 

phosphate solubilization assays. The biocontrol of the disease and growth-

promoting efficiency of wheat seedlings were assessed using in vivo assays in 

greenhouse. In the culture pairing assays, both strains inhibited B. sorokiniana 

mycelial growth, while in the double-layer only R18(6). Streptomyces sp. 6(4) 

produced auxin, siderophores, fixed nitrogen and solubilized phosphate, 

whereas R18(6) did not produce siderophores. In the greenhouse assays, strain 

R18 (6) showed statistical differences in shoot dry mass and root dry mass 

compared with those of strain 6(4) in the presence of the phytopathogen (P ≤ 

0.05). These results were more evident when the temperature was higher. In 

the absence of the phytopathogen, strain 6(4) increased the root dry mass 

compared with that of the control during the same period. Therefore, these 

isolates can potentially control root rot and brown spotting and may promote the 

growth of wheat plants. 

 

 

 

 

1
Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de 

Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 

Brazil. (59 p.) March, 2017. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo com significativo 

peso na economia agrícola global (MAPA, 2016). No Brasil, o sul do país é o 

principal produtor deste cereal, entretanto a demanda é maior do que a 

produção forçando o país a importar grande quantidade deste produto. Além 

disto, fungos fitopatogênicos, como Bipolaris sorokiniana, podem causar 

elevados danos à cultura. Este fungo é o agente causal da podridão da 

semente, podridão comum de raiz e ainda afeta a parte aérea da planta 

resultando na mancha marrom. Estas doenças podem ser um desafio aos 

agricultores para manter a produção deste cereal. 

O uso de agrotóxicos ainda tem sido uma das alternativas mais 

empregadas para controle de Bipolaris sorokiniana na cultura do trigo. Porém, 

cada vez mais se discute que o uso desses produtos causa efeitos negativos 

aos organismos não alvos, desequilíbrio ecológico, além do aumento do custo 

de produção da cultura. Estudos sobre formas de biocontrole revelam que esta 

técnica é uma alternativa efetiva ao uso dos produtos químicos além de ser 

menos agressivo ao meio ambiente e economicamente viável para o produtor. 

As actinobactérias são microrganismos conhecidos pela sua capacidade 

de produzir diferentes compostos bioativos. Estes compostos têm sido 

empregados em vários campos como: indústria farmacêutica, veterinária e 

agricultura. Algumas actinobactérias tem a capacidade de crescer na rizosfera 

mostrando potencial para o seu uso como agentes de controle biológico. As 

actinobactérias podem ainda influenciar diretamente no crescimento vegetal 

produzindo fitormônios. O número de novos metabólitos secundários continua a 

aumentar em pesquisas científicas, indicando que espécies do gênero 

Streptomyces produzem grande parte destes compostos. Portanto, diferentes 

trabalhos sugerem que há uma grande vantagem na utilização de 

actinobatérias, em especial espécies de Streptomyces, no biocontrole de 

fitopatógenos em diversas culturas.  

Os isolados de Streptomyces R18(6) e 6(4), isolados endofíticos de 

tomateiro, foram testados em trabalhos anteriores (Oliveira et al., 2010; Minotto 
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et al., 2016) mostrando ação antifúngica contra B. sorokiniana. O presente 

trabalho buscou verificar esta capacidade em experimentos in vivo em plantas 

de trigo e também se avaliou a influência destes isolados no crescimento 

destas plantas. 

 

 

2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o potencial de dois isolados de actinobactéria em controlar 

a mancha marrom e podridão comum da raiz, bem como promover o 

crescimento das plantas de trigo em condições de casa de vegetação. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

2.2.1 Verificar a atividade antifúngica dos isolados de 

actinobactérias frente ao patógeno pelo ensaio de dupla camada 

e cultura pareada; 

2.2.2 Caracterização fenotípica dos isolados de actinobactéria; 

2.2.3 Avaliar a colonização das raízes de plântula de trigo in vitro 

e in vivo dos isolados de actinobactéria; 

2.2.4 Avaliar o potencial dos isolados de actinobactéria como 

agente do biocontrole da mancha marrom e podridão da raiz em 

ensaios in vivo em casa de vegetação; 

2.2.5  Avaliar a capacidade destes isolados em promover o 

crescimento da planta de trigo em casa de vegetação. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1  Cultivo do Trigo 

 O cultivo e a utilização do trigo (Triticum aestivum L.) como alimento 

humano datam de mais de seis mil anos. Durante esse longo período, novas 

cultivares foram desenvolvidas, assim como novos produtos derivados foram 

sendo introduzidos na alimentação.  O trigo é importante na dieta alimentar da 

maioria das nações (BNDES, 2016) ocupando o segundo lugar do cereal mais 

produzido no mundo. O trigo tem uma importância significativa na economia 

agrícola global (MAPA, 2016). 

 O trigo é uma gramínea de ciclo anual cultivada durante o inverno, 

consumida em forma de farinha ou ração animal. No Brasil, a produção anual 

oscila próxima a seis milhões de toneladas, com o cultivo do trigo nas regiões 

Sul, Sudeste e Centro-Oeste. A demanda brasileira se mantém em 10 milhões 

de toneladas sendo que o Sul do país o que concentra 90% da produção 

(Embrapa Trigo, 2016).  

 O cultivo do trigo no Brasil está sujeito a limitações de ordem biótica e 

abiótica como: condições climáticas adversas (ex.: excesso de chuva e 

acúmulo de dias encobertos), condições de solo, pragas e doenças (Mehta, 

1993; Reis et al., 2001).  

 

3.2  Doenças e sintomas 

 As doenças são fatores importantes na redução de produtividade e 

aumento dos custos de produção pelo uso de insumos (Casa et al., 2002). 

Várias doenças fúngicas incidem sobre a parte aérea da planta de trigo 

diminuindo o rendimento da cultura pela redução ou destruição da área foliar 

sadia tais como o oídio (Blumeria graminis f. sp. tritici)), a ferrugem da folha 

(Puccinia triticina Eriks), a mancha amarela (Drechslera tritici-repentis (Died) 

Drechs.) a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.) e a 

septoriose (Septoria nodorum (Berk.) Berk.), são as principais doenças foliares 

na Região Sul do Brasil (Reis e Casa, 2005). Na fase do espigamento, a planta 
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pode sofrer com a giberela causada pelo fungo Gibberella zeae (Schw) Petch. 

(anamorfo Fusarium graminearum Schwabe) que é uma doença de infecção 

floral cujos sítios de infecção são as anteras das espigas do trigo (Strange e 

Smith, 1971; Sutton, 1982).   

 Dentre as doenças foliares destaca-se a helmintosporiose, 

principalmente onde as temperaturas médias durante o inverno e as condições 

de umidade são mais elevadas durante o cultivo (Duveiller et al., 2005). Esta 

doença também é conhecida como mancha marrom considerada um problema 

na cultura do trigo e cevada, em várias regiões do mundo (Duveiller et al., 

2005). As perdas na produção causadas por esta doença podem chegar a 80% 

(Reis e Casa, 2005). Os sintomas iniciais são observados como lesões 

necróticas pardas, com 1 a 2 mm de comprimento, sobre o limbo das primeiras 

folhas, em consequência da transmissão da doença a partir das sementes. Nas 

demais folhas podem aparecer, dependendo do clima, dois tipos de sintomas: 

em regiões frias, as lesões são retangulares e escuras; e nas regiões quentes 

as lesões são elípticas e cinzas. Sob clima úmido é abundante a frutificação do 

patógeno nas lesões velhas. Sintomas podem também aparecer na parte 

central das glumas, na forma de lesões elípticas com o centro claro quase 

branco e com bordos pardo-escuros (Kimati et al., 1997; Duveiller et al., 2005). 

 As respostas da infecção são geralmente classificadas numa escala de 1 

a 9, de baixa a alta susceptibilidade (Figura 1), de acordo com o método de 

Fetch e Steffenson (1999). Uma classificação de 1 é dada a plantas com lesões 

necróticas muito pequenas (menos de 2 mm de comprimento) sem clorose 

visível. A classificação de 9 é atribuído a indivíduos com lesões grandes 

(maiores que 6 mm de comprimento) com expansão da clorose. 
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     1         2         3         4         5         6         7         8          9 

Figura 1: Escala de classificação de Helmintosporiose de acordo com Fetch 

e Steffenson (1999). 

  

 Quando o B. sorokiniana infecta as raízes ocorre a podridão comum de 

raiz presente em todas as regiões tritícolas do Brasil (Reis, 1988) também no 

Canadá, Austrália, Europa, Ásia e África (Diehl et al., 1982; Tinline et al., 1988; 

Stubbs et al., 1986; Zillinsky, 1984; Agrios, 1997).  Os sintomas mais comuns 

caracterizam-se pela descoloração dos tecidos radiculares e esta descoloração 

parda prossegue até alcançar a coroa da planta debilitando-a. Ao atingir a base 

da planta ocorre também a morte prematura das folhas basais (Reis, 1988).  

  A infecção de sementes resulta em pontos pretos e enrugamento, 

reduzindo o valor de mercado (Rashid et al., 2004). Segundo Malik et al. (2014) 

a temperatura ambiental desempenha um papel importante na determinação do 

aumento desta doença. Pois a sua propagação é favorecida à temperatura de 

28ºC, com chuvas e alta umidade relativa. O fungo sobrevive na forma 

vegetativa em sementes infestadas, plantas voluntárias e saprofiticamente nos 

restos culturais de seus hospedeiros por vários anos (Mehta, 1978). Os 

principais agentes de disseminação são: sementes, ventos e respingos de 

chuva, sendo os restos culturais as fontes de inóculo mais abundantes (Mehta, 

1978; Sjöberg et al., 2007). 

 

3.2.1 Bipolaris sorokiniana 

 O fungo B. sorokiniana (Sacc.) Cochliobolus sativus (Ito e Kurib.) 

Drechsler ex Dastur, Shoemaker = Helminthosporium sativum Pamm., King e 
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Bakke, é um fungo fitopatogênico encontrado em todo o mundo, que causa 

doenças no trigo e outros cereais de inverno (Reis, 1982).  

 Na fase anamórfica B. sorokiniana, o micélio é septado e geralmente de 

cor marrom-oliva-escura. Apresenta conidióforos septados, solitários ou em 

pequenos grupos, retos a flexuosos, algumas vezes geniculados, pálidos a 

medianamente marrom-escuros, com dimensões de 110-220 x 6-10 µm. Os 

conídios normalmente apresentam-se em grupos de três desenvolvidos 

lateralmente a partir de um poro em cada septo do conidióforo (inserção 

acropleurógena) (Ellis, 1971; Sivanesan, 1987).  O tubo germinativo é do tipo 

semi-axial e origina-se a partir de uma ou de ambas as células polares do 

conídio (Barnett e Hunter, 1998). 

  A fase teleomórfica, Cochliobolus sativus, raramente ocorre na natureza 

existindo somente dois relatos na literatura sobre a presença de pseudotécios 

em tecido vegetais de trigo na Zâmbia (Javaid e Ashraf, 1977; Raemaekers, 

apud Maraite, 1998), onde a cultura se desenvolve sob condições de estações 

chuvosas e úmidas. 

 O fungo B. sorokiniana (fase assexuada, imperfeita ou anamórfica) 

pertence à divisão Deuteromycota, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, e 

à família Dematiacea descrito pelo micologista Robert A. Shoemaker em 

1959. A fase sexuada, perfeita ou teleomórfica, C. sativus, pertence à divisão 

Ascomycota, classe Loculoascomycetes, ordem Pleosporales, e à família 

Pleosporaceae. Cochliobolus sativus (Ito e Kurib.) Drechsl. ex Dastur é um 

ascomiceto heterotálico cujos isolados normalmente são bissexuais, 

autoestéril e pertencem a um dos dois grupos de compatibilidade sexuais ou 

tipos de acasalamento (Noyd, 2000). 

 O antigo gênero Helminthosporium foi dividido em três outros gêneros 

que foram, assim, definidos: Bipolaris, Drechslera e Exserohilum. A partir dessa 

divisão, Helminthosporium sativum passou a ser denominado de Bipolaris 

sorokiniana (Alcorn, 1982). 
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3.2.2 Formas de controle da doença 

 Os principais métodos de controle recomendado para doenças causadas 

por B. sorokiniana são a rotação de cultura, eliminação de restos culturais, uso 

de cultivares resistente e aplicação de fungicidas (Mehta, 1978; Reis e Casa, 

2005). Inicialmente, o uso de cultivares resistente apresentou-se como o 

método mais barato, mais fácil e mais seguro de controle de doenças, 

apresentando inclusive aumento de produtividade. No entanto, com o passar 

dos anos, novas raças e variedades do fungo surgiram induzindo a resistência 

e reduzindo a produtividade (Cunha, 1999). 

 Há tempos, os agrotóxicos têm sido usados na agricultura, entretanto 

seus efeitos colaterais tem estimulado a redução de seu uso e a adoção de 

métodos menos agressivos (Gricoletti Júnior et al., 2000). Dentre as 

alternativas mais discutidas para a redução dos produtos químicos na 

agricultura está o controle biológico. 

 

3.3  Controle Biológico 

 A utilização de microrganismos benéficos com o objetivo de aumentar a 

produtividade e controlar doenças de plantas é registrada desde o início do 

século XX. A partir desta data até o período atual, inúmeras pesquisas estão 

sendo desenvolvidas com o objetivo de controlar doenças causadas por 

fitobactérias, fungos patogênicos, nematóides e vírus em diferentes culturas 

(Khan et al., 1971; Paulitz, 1990; Zago 2000; Vieira Júnior, 2005; Romeiro, 

2007; Harthmann, 2009; Palazzini et al., 2016). 

 O controle biológico é uma efetiva e sustentável alternativa para controle 

de doenças em plantas. Diferentes espécies microbianas tais como Bacillus 

sp., Pseudomonas sp., Trichoderma sp., Streptomyces sp. e Fusarium sp. não 

patogênicos tem sido efetivamente usados para controle de fitopatógenos com 

origem no solo (Paulitz e Belanger, 2001; Haas e Keel, 2003; Jacobsen et al., 

2004; Raza et al., 2013). Entre os microrganismos com potencial de utilização 

no controle biológico de fitopatógenos destacam-se as bactérias, e em 

especial, o grupo das actinobactérias.  
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3.4  Controle Biológico e Actinobactérias 

 As actinobactérias são procariotos Gram-positivos com elevada 

proporção de guanina e citosina em seu DNA. Sua distribuição ocorre 

principalmente no solo podendo também ser encontradas na água e em outros 

ambientes. Podem ser aeróbias, anaeróbias facultativas ou anaeróbias 

apresentando colônias pulvurulentas, micélio aéreo de diferentes tonalidades 

(Goodfellow e Cross, 1984; Araújo, 1998). Geralmente são isoladas de 

humanos, animais, plantas, águas residuais, produtos alimentícios, pedras e 

construções, porém seu habitat principal é o solo (Groth et al., 1999). Elas são 

ativas na decomposição de materiais orgânicos no solo incluindo lignina e 

outros polímeros recalcitrantes e podem degradar resíduos agrícolas e urbanos 

(Heuer et al., 1997). As actinobactérias são reconhecidas como os principais 

produtores de inúmeros metabólitos secundários, principalmente, os 

antibióticos, com atividade contra bactérias, fungos, protozoários, vírus e 

células tumorais (Araújo, 1998).   

 As actinobactérias filamentosas produzem cerca de 45% de todos os 

metabólitos secundários bioativos microbianos, sendo que aproximadamente 

80% dos 7600 compostos são produzidos por estreptomicetos (Bérdy, 2005). 

Essas bactérias possuem grande potencial como agente de controle biológico 

de fitopatógenos, pois ao se associarem à planta hospedeira produzem 

antibióticos, sideróforos e enzimas com ação antimicrobiana (Hoster et al., 

2005) além de favorecerem o crescimento da planta devido a produção de 

fitormônios conhecidas como PGPR (rizobactérias promotoras de crescimento 

de plantas) (Merzaeva e Shirokikh, 2006).  

O controle de fungos fitopatogênicos por actinobactérias dá-se por 

diversos mecanismos, tais como hiperparasitismo, antibiose, enzimas 

degradantes da parede celular (El-Tarabilya e Sivasithamparam, 2005; 

Hassanin et al., 2007). Segundo Kumar et al. (2002) uma das estratégias para 

controle de doenças é a resistência induzida, que significa o controle de 

parasitas e pragas por ativação prévia do próprio sistema de defesa da planta.  

Streptomyces é o maior gênero da família Actinobactéria (Hong et al., 

2009), com mais de 3.000 espécies descritas (Barka et al., 2016). As colônias 
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são de crescimento lento (Jüttner and Watson, 2007) e possuem uma 

característica de superfície lisa de início, mas tornam-se granulares, em pó ou 

aveludado, devido a uma trama de micélio aéreo (Ambarwati et al., 2012). Esta 

diferenciação morfológica de Streptomyces envolve a formação de uma 

camada de hifas que podem diferenciar-se em uma cadeia de esporos. Este 

processo é único entre as Gram-positivas que requer um metabolismo 

especializado e coordenado (Procópio et al., 2012). O gênero Streptomyces é 

capaz de formar associações com algumas plantas e colonizar o córtex, raízes 

ou folhas, isso se deve principalmente à sua capacidade de metabolizar 

diversas fontes de carbono orgânico (Suzuki et al., 2000; Sahli e Abdulkhair, 

2012; Gopalakrishnan et al., 2014). Outras características importantes deste 

gênero inclui em excretar metabólitos antifúngicos na rizosfera, promover o 

crescimento da planta além de possuir a capacidade de produzir sideróforos e 

fixar nitrogênio (Tokala et al., 2002; Chater et al., 2010). Também podem 

excretar a enzima extracelular quitinase capaz de lisar a parede celular de 

fungos (Gupta et al.,1995; Mahadevan e Crawford, 1997; Joo, 2005). 

 Estudos in vitro realizados por Sahli and Abdulkhair (2012) mostraram 

que Streptomyces spororaveus inibiu significativamente a germinação de 

esporos de Fusarium udum no trigo. Shrivastava et al. (2015) verificaram o 

biocontrole de um isolado de Streptomyces contra Macrophomina phaseolina  

em ensaio da dupla camada e observaram que o isolado Streptomyces inibiu 

de forma eficaz o crescimento do patógeno. Shen et al. (2016) isolaram da 

rizosfera de uma planta de morango saudável uma estirpe identificada como 

Streptomyces hygroscopicus que foi capaz de inibir o crescimento de fungos 

patogênicos na cultura de morango. Sangdee et al. (2016) avaliaram o 

potencial de isolados de Streptomyces com atividade antagonista para inibir o 

crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides  e Bipolaris maydis, eles 

concluíram que os isolados encontrados tem capacidade para atividade 

antagônica contra esses fitopatógenos. Toumatia et al. (2016) testaram uma 

estirpe de Streptomyces mutabilis contra Fusarium culmorum que causa uma 

doença em plântulas de trigo e observaram que houve redução da ocorrência 

da doença (64,7%) e diminuição da gravidade da doença (79,6%) além de 
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promover o crescimento da planta. 

 Na China, Streptomyces sp. tem sido usado por mais de 30 anos para 

proteger as lavouras de algodão contra patógenos (Yin et al., 1965).  Nos 

Estados Unidos um inoculante a base de Streptomyces lydicus WYEC 108 é 

comercializado para controle de podridão radicular em plantas ornamentais, 

hortaliças e espécies florestais (Embrapa, 2012). Outro produto comercializado 

nos EUA, Finlândia, Alemanha e Canadá também contendo Streptomyces é 

recomendado para evitar podridões, tombamentos e murchas em culturas 

agrícolas e ornamentais (Embrapa, 2012).  No Brasil ainda não é 

comercializado inoculante à base de Streptomyces incentivando assim 

pesquisadores a buscarem microrganismos com efetivas atividades benéficas 

(biocontrole de fitopatógenos e/ou incremente do crescimento) em culturas de 

interesse. 

 

3.5  Promoção de Crescimento Vegetal e Actinobactérias 

 Actinobactérias representam uma alta proporção da biomassa 

microbiana do solo e tem a capacidade de produzir ampla variedade de 

antibióticos e enzimas extracelulares (Doumbou et al., 2001). Interações diretas 

e indiretas entre actinobactérias e outros microrganismos não patogênicos no 

solo também influenciam o crescimento da planta, por exemplo, Abdel-Fattah e 

Mohamedin (2000) reportaram que actinobactérias estimularam a intensidade 

de formação de micorrizas e que resultou no aumento do crescimento vegetal.  

 Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem afetar o 

crescimento das plantas de duas maneiras diferentes, indiretamente ou 

diretamente (Glick, 1995). A promoção indireta do crescimento das plantas 

ocorre quando PGPR diminui ou evita os efeitos deletérios de um ou mais 

organismos fitopatogênicos (Glick, 1995). A promoção direta do crescimento 

das plantas, na maioria das vezes, ocorre pela produção de reguladores de 

crescimento de plantas (Patten and Glick, 2002), como a disponibilidade de 

ferro pela produção de sideróforos (Carrillo-Castañeda et al., 2002), a fixação 

de nitrogênio (Madhaiyan et al., 2009), produção de hormônios (Patten and 

Glick, 2002) e solubilização de fosfatos (Hamdali et al., 2008 b). 
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 A produção de sideróforos confere vantagens competitivas para as 

PGPR que podem colonizar raízes e excluir outros microrganismos daquele 

nicho ecológico (Haas and Défago, 2005). PGPR também são capazes de 

produzir reguladores do crescimento vegetal como auxinas, giberelinas e 

etileno (Harikrishnan et al., 2014). O Ácido indol-3-acético é o principal membro 

das auxinas, os microrganismos que colonizam a rizosfera e utilizam os 

exsudatos das raízes sintetizam e liberam auxinas como metabólitos 

secundários (Strzelczyk and Pokojska-Burdziej, 1984). O AIA é produzido 

naturalmente nas plantas e controla vários processos fisiológicos como 

alargamento e diferenciação de tecidos, resposta à luz e gravidade, 

similarmente estimula a germinação de esporos e elongação do micélio em 

Streptomyces sp. (Matsukawa et al., 2007). 

 A deficiência de fosfato é um dos fatores limitantes na produção 

agrícola. Microrganismos que são capazes de solubilizar fosfatos insolúveis 

transformam em complexos metálicos ou em hidroxiapatita e liberam fosfatos 

livres (Rodríguez and Fraga, 1999). Actinobactérias como Streptomyces, 

Micrococcus e Micromonospora foram reportados como solubilizadores de 

fosfato (Hamdali et al, 2008 a).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Origem dos microrganismos  

 Todo material biológico utilizado no presente trabalho encontra-se 

depositado na coleção de isolados do Laboratório de Microbiologia 

Ambiental/DMPI/ICBS/UFRGS. 

 Os isolados fúngicos 98004 (Cruz Alta - RS), 98012 (Lagoa Vermelha – 

RS), 98032 (Engenheiro Beltrão – PR) foram selecionados baseados em 

resultados obtidos em testes de patogenicidade em trabalho anterior em nosso 

laboratório (Minotto et al., 2014b). Os três apresentaram sintomas da doença 

na germinação, nas folhas e colmos. Estes isolados foram recuperados, a partir 

de tubos com meio de cultura ágar batata dextrose (BDA) inclinado cobertos 

com um filme de óleo mineral. Os isolados fúngicos foram inoculados em 

placas de Petri contendo meio BDA e incubados em 28°C durante dez dias. 

 Os isolados de Streptomyces R18(6) e 6(4) utilizados no presente 

trabalho foram isolados de raízes de plantas sadias de tomateiro por Oliveira et 

al. (2010). Estes isolados encontravam-se armazenados em glicerol 20% a -

20°C. Os mesmos foram repicados para placas de ágar amido caseína – ACA 

(10g amido, 0,3g caseína, 2,0g KNO3, 2,0g NaCl, 2g K2HPO4, 0,05g, 

MgSO47H2O, 0,02g, CaCO3, 0,01g, FeSO47H2O, 15g ágar, 1000 mL de água 

destilada) incubados a temperatura  de 28°C durante sete dias.  

  

4.2  Produção do inóculo fúngico  

 Os isolados de B. sorokiniana foram multiplicados em meio de cultura 

SNA (1g KH2PO4, 1g KNO3, 0,5g MgSO4.7H2O, 0,2g KCl, 0,2g glicose, 0,2g 

sacarose, 20g agar, 1000mL de água destilada) ou agar cenoura (200 g 

cenoura cozida, triturada e coada, 200 mL de água destilada, 4g agar), 

específicos para a esporulação de fungo e incubados em estufa, tipo B.O.D por 

10-15 dias a 28°C com fotoperíodo de 12h (12h luz/12h escuro). Para a 

padronização do inóculo fúngico adicionou-se sobre as colônias 5 mL de 

solução salina estéril (0,9%) contendo surfactante  Tween 20 (monoleato de 

polioxietileno sorbitan) e friccionou-se levemente a superfície da colônia com 
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uma alça de Drigalski. Os esporos foram removidos e a suspensão transferida 

para tubos cônicos estéreis. A concentração final de esporos foi ajustada para 

104 esporos/mL, por meio da contagem de conídios em câmara de Neubauer. 

 

4.3  Avaliação do potencial antifúngico dos isolados de actinobactéria 

frente aos isolados de B. sorokiniana 

 A atividade antifúngica dos isolados de actinobactéria R18(6) e 6(4) foi 

determinada pelo ensaio de dupla camada e pareamento de culturas. No 

ensaio da dupla camada foram empregados os dois isolados de actinobactérias 

e os três isolados de B. sorokiniana (98004,98012 e 98032). Sob condições 

assépticas os isolados de actinobactéria R18(6) e 6(4) foram inoculados, pelo 

método de picada, em placas de Petri contendo meio de cultura ACA e 

incubados por sete dias a 28°C na ausência de luz.  Decorrido esse período 

verteu-se sobre as colônias dos isolados uma camada de meio de cultura BDA 

inoculado com a suspensão fúngica, previamente preparada na proporção 1:9, 

utilizando-se a técnica “pour plate”. As placas foram incubadas por quatro dias 

a uma temperatura de 28°C na ausência de luz.  

 A avaliação da atividade antifúngica dos isolados de actinobactéria foi 

realizada por meio da mensuração dos halos de inibição e colônias, utilizando 

um paquímetro, em duas direções para cada uma das três repetições. Os 

dados obtidos foram expressos em centímetros (cm). O índice de antibiose 

(IA) foi determinado pela relação halo/colônia, obtida pela relação da média 

do diâmetro do halo pela média do diâmetro da colônia (Rosato et al., 1981).  

IA = média diâmetro do halo (cm)/ média do diâmetro da colônia (cm) 

 

 Cada isolado de actinobactéria foi testado frente ao isolado 98004 de B. 

sorokiniana no ensaio de pareamento de cultura. Discos de 5 mm de diâmetro 

da cultura do fungo, cultivada previamente em meio BDA a 28°C durante 10 

dias, foi transferido para uma nova placa contendo meio BDA à uma distância 

de 1 cm da borda da placa. Do lado oposto ao fungo foi inoculado por estrias a 

cultura de actinobactéria com distância de 1 cm da borda da placa. As placas 

foram incubadas a 28°C. A inibição do crescimento fúngico (%) foi calculada 
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utilizando a fórmula (R1-R2/R1) x 100, onde R1 é o crescimento radial do fungo 

inoculado sem exposição à actinobactéria, e R2 é o crescimento radial do 

fungo inoculado com a actinobactéria. O controle do ensaio consistiu em uma 

placa de BDA inoculada apenas com o fungo na distância de 1 cm da  borda da 

placa e observado o crescimento do fungo até que o mesmo atingisse  toda a 

superfície da placa. O experimento foi realizado em triplicata.  

 

4.4  Teste de sanidade e germinação das sementes de trigo 

     Sementes de trigo das cultivares Tbio Mestre e Marfim (consideradas 

moderadamente suscetíveis à mancha marrom de acordo com as indicações 

técnicas de Trigo e Triticale, ambas indicadas para o cultivo na região sul do 

país) (Embrapa Trigo, 2016), foram gentilmente cedidas pela Fepagro Nordeste 

– Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária, Vacaria/RS, Brasil. Estas 

sementes foram submetidas aos testes de germinação e sanidade conforme 

Brasil (2009). Para o ensaio de sanidade da semente, 200 sementes de cada 

cultivar (Tbio Mestre e Marfim) foram dispostas em quatro repetições de 50 

sementes sobre um papel de filtro umedecido, enrolados e colocados dentro de 

sacos plásticos. Foram incubados em estufa tipo B.O.D, com fotoperíodo de 12 

horas por sete dias a 25ºC para germinação das mesmas. Após esse período, 

as sementes foram examinadas individualmente quanto à porcentagem de 

germinação e com auxílio de um estereomicroscópio avaliou-se a ocorrência de 

frutificações típicas do crescimento fúngico.  

 

4.5 Teste de patogenicidade de B. sorokiniana em sementes de trigo   

 Amostras de 100 sementes de trigo das cultivares Tbio Mestre e Marfim 

foram submetidas à desinfestação superficial em álcool 70% (2 min.), 

hipoclorito 2,5% (2 min.) e três lavagens com água destilada estéril. As 

mesmas foram acondicionadas em frascos Erlenmeyers contendo uma 

suspensão de esporos do isolado 98004, previamente ajustada para 

concentração de 104 - 105 esporos/mL. As sementes de trigo nesta suspensão 

foram mantidas à temperatura ambiente por 24 horas após esse período, as 

sementes foram distribuídas em quatro repetições de 25 sementes, sobre papel 
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filtro previamente umedecidos com água destilada estéril. Os mesmos foram 

enrolados, colocados em sacos plásticos individualmente e incubados em 

estufa tipo B.O.D a 25°C, com fotoperíodo de 12 horas para germinação. Ao 

sétimo dia após a infestação avaliou-se o número de sementes germinadas, 

presença de lesões nas folhas e no colmo e podridão da semente. O controle 

consistiu de sementes sem infestação do fungo.  

 

4.6 Caracterização fenotípica dos isolados R18(6) e 6(4) 

4.6.1 Solubilização de Fosfato 

 Os isolados foram crescidos em meio NBRIP (10g de glicose, 5g de 

Ca3(PO4)2, 0,1g (NH4)2SO4, 5g MgCl2.6H2O, 0,25g MgSO4.7H2O, 0,2g KCl, 15g 

ágar e 1000mL de água destilada, pH 6,0) segundo método de Nautiyal (1999). 

As placas foram infestadas por picada e incubadas a 25, 28 e 30°C por 21 dias. 

O ensaio foi realizado em triplicata e a avaliação foi determinada pela presença 

ou ausência de halos sob o crescimento da colônia. 

 

4.6.2 Produção de Sideróforos 

 A produção de sideróforos foi avaliada segundo o método proposto por 

Schwyn e Neilands (1987) modificado por Silva-Stenico et al. (2005). Os 

isolados foram inoculados em meio King B adaptado por Glickmann e Dessaux 

(1995) (1 g peptona, 0,0575 g K2HPO4, 0,075 g MgSO4, 0,75 g glicerol, 250 mL 

de água destilada, pH 6,8). Aliquotas de 1 mL foram retiradas a cada 48 h e 

colocados em microtubos, centrifugados a 13000 rpm por 5 min e após 500 µL 

foram transferidos para novos tubos para reagir com 500 µL do corante 

Cromoazurol-S (CAS) (Anexo I). A reação positiva foi indicada pela mudança 

de cor do azul para alaranjado ou amarelo no período de 15-30 min. 

 

4.6.3 Produção de Auxinas 

 Esta avaliação foi realizada segundo método de Gordon e Weber (1951). 

Os isolados foram crescidos previamente em meio TSB (caldo de soja tríptico) 

10% (3g.L-1) suplementado com 5 mM de triptofano e incubadas em 28°C sob 

agitação de 115 rpm. A cada 48 h pelo período de 264 h, 2 mL do inóculo 
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foram transferidos para tubos de microcentrífuga e centrifugados a 13000 rpm 

por 5 min. A produção de auxina foi determinada transferindo-se 500 µL do 

sobrenadante para tubos contendo 500 µL do reagente Salkowski (2,4 g FeCl3, 

84,2 mL H2SO4). Os tubos foram armazenados no escuro por 30 min. à 

temperatura ambiente. A intensidade de cor foi determinada por 

espectrofotometria a 520 nm. 

 Para a determinação da concentração de auxinas foi preparada uma 

curva de calibração com diferentes concentrações do composto Ácido 3-

indolilacético da marca Dinâmica (0,2; 5,625; 11,25; 22,55 e 45 µg/mL). 

 

4.6.4 Fixação de Nitrogênio 

 Os dois isolados de actinobactérias foram cultivadas em tubos de 

penicilina com tampa de algodão contendo 10 mL de meio NFb ( 5 g ácido 

málico, 5 g K2HPO4, 0,2 g MgSO4.7H2O, 0,1 g NaCl, 0,01 g CaCl2.2H2O, 4 mL 

Fe.EDTA (solução 1,64%), 2 mL azul de bromotimol (0,5%), 1,75 g/L ágar, 1 L 

de água destilada, pH 6,8 e 2 mL de uma solução de micronutrientes (Anexo 

II), incubadas a 25, 28 e 30°C e avaliadas após 14 dias. A capacidade em 

crescer neste meio de cultura livre de nitrogênio associada a alcalinização 

deste, verificada pela mudança da cor do meio de verde para azul, e em alguns 

casos também formar película, é considerado positivo (Boddey et al, 1995; 

Kuklinsky-Sobral, 2004). 

 

4.7 Avaliação da atividade antifúngica e promotora de crescimento, in 

vivo, dos microrganismos endofíticos 

4.7.1 Infestação das sementes 

 Os isolados R18(6) e 6(4) com espectro de atividade nos ensaios in vitro 

foram selecionados para os ensaios de in vivo. As sementes foram submetidas 

à desinfestação como descrito anteriormente. As mesmas foram secas em 

papel de filtro estéril e imersas em uma suspensão contendo propágulos dos 

isolados de actinobactéria. Para a suspensão de propágulos estes 

microrganismos foram multiplicados em caldo amido caseína em temperatura 

de 28°C, sob agitação de 115 rpm por 72 h. Após este período, transferiu-se 5 
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mL desta suspensão para novos fracos contendo 50 mL do mesmo meio de 

cultura incubados nas mesmas condições anteriores por 72 h. Após esse 

período a concentração de propágulos encontrava-se em  108 UFC/mL. A 

infestação das sementes foi realizada depositando-as nesta suspensão e 

mantida sob agitação por 4 horas a 25°C.  

 

4.7.2 Colonização in vitro de raízes de plântulas de trigo 

pelos isolados Streptomyces  

 Para avaliar a capacidade dos isolados em colonizar o sistema radicular 

de plântulas de trigo foi utilizado o protocolo descrito por Queiroz et al. (2006) 

com modificações. As sementes de trigo cv. Tbio Mestre e Marfim foram 

desinfestadas, secas em papel filtro estéril e infestadas como descrito no item 

4.7.1. Após, cada semente foi transferida, com auxílio de uma pinça estéril, 

para tubos de ensaio contendo meio de cultura ágar-água (0,6%). Os tubos 

foram incubados em estufa tipo B.O.D sob fotoperíodo de 12 horas a 25ºC por 

sete dias para germinação. A avaliação foi realizada por meio de observação 

dos tubos a olho nu, contra luz, verificando-se a turvação ou não do meio em 

torno do sistema radicular, indicativo da presença da suspensão bacteriana. 

Para confirmar a presença destes microrganismos colonizando a superfície 

e/ou tecidos internos as raízes foram cortadas em pequenos fragmentos (2 – 3 

cm) e depositadas em placas de Petri contendo meio de cultura ACA. A 

testemunha constituiu de sementes desinfestadas e imersas em solução salina. 

 

4.7.3 Ensaio em casa de vegetação 

 O ensaio em área experimental foi realizado com a finalidade de avaliar 

a capacidade dos isolados R18(6) e 6(4) em controlar a mancha marrom, 

podridão da raiz e promover o crescimento das plantas de trigo. A área 

experimental está localizada no Departamento de Fitossanidade - Faculdade 

de Agronomia da UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. Este espaço é destinado à 

implementação de ensaios in vivo e é caracterizada por ser uma área coberta 

com plástico transparente, com mesas que recebem a luz do dia, e a entrada e 

saída de ar é feita por aberturas nas laterais. O experimento foi repetido duas 
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vezes, de abril-junho e de junho-agosto de 2016. O ensaio foi realizado em 

copos de plástico descartável (500 mL) com substrato Green Plus® a base de 

turfa e vermiculita expandida (1:1). Em cada vaso foram depositadas cinco 

sementes de trigo da cultivar TBio Mestre  de acordo com cada tratamento. 

Cada tratamento era composto por cinco vasos (furados em baixo) os quais 

foram mantidos em bandejas separadas (uma bandeja para cada tratamento) 

com água na altura de dois dedos que era reposta sempre que necessário. 

Após a germinação das sementes, realizou-se o desbaste deixando-se duas 

plântulas por vaso. O experimento foi mantido por nove semanas. 

 A suspensão de B. sorokiniana (isolado 98004) foi aplicada de duas 

maneiras:  

1) inoculação no substrato utilizando uma suspensão fúngica de 104 

esporos/mL do isolado;  

2)  aspersão da parte aérea com atomizador (compressor de ar modelo AS 176 

40psi, pistola Steula BC64), a 40 cm distância das folhas, visando 

homogeneidade de dispersão da suspensão de esporos. 

Para a realização deste ensaio foram determinados sete tratamentos 

para cada isolado de actinobactéria como descritos abaixo: 

-  Tratamento 1 (promotor de crescimento): Sementes infestadas com isolado 

de actinobactéria; 

- Tratamento 2: Sementes infestadas com actinobactéria mais substrato 

infestado com B.sorokiniana; 

-  Tratamento 3: Sementes infestadas com actinobactéria mais B.sorokiniana 

inoculado por aspersão na parte aérea; 

- Tratamento 4: Sementes infestadas com 5 mL de suspensão de 

actinobactéria no momento do plantio e B.sorokiniana inoculado por aspersão 

na parte aérea;  

-   Tratamento 5 (Controle): Sementes sem infestação;  

- Tratamento 6 (Controle): Sementes infestadas com B.sorokiniana no 

momento do plantio; 

-  Tratamento 7 (Controle): Sementes sem infestaação de actinobactéria mais 

B.sorokiniana inoculado por aspersão na parte aérea. 
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 No tratamento 2 o substrato foi inoculado com uma suspensão de 104 

esporos/mL de B. sorokiniana no estágio GS 15, 35 (Zadoks et al., 1974). No 

tratamento 4 uma suspensão de 108 UFC/mL da actinobactéria foi adicionado 

às sementes no sulco de semeadura. Nos tratamentos 3, 4 e 7 as plantas de 

trigo no estágio GS 15, 35 foram aspergidas com uma suspensão de B. 

sorokiniana previamente ajustada em 104 esporos/mL. As plantas foram 

submetidas à câmara úmida por 24 h antes e 48 h depois da aspersão. Ao 

final do experimento foram determinadas altura da parte aérea, tamanho da 

raiz, o peso fresco e peso seco das plantas de trigo. 

 

4.7.4 Análise estatística 

Este ensaio foi conduzido em cinco replicatas. A análise de variância e 

as médias foram comparadas pelo teste Bonferroni, ambos com P≤0,05 com o 

programa SPSS versão 18. 

 

4.7.5 Avaliação da severidade da mancha marrom nas folhas 

de trigo 

 Após as 48 horas da aspersão, as plantas foram mantidas em casa de 

vegetação sem controle de temperatura e com luminosidade natural. Foi 

escolhido aleatoriamente um vaso de cada tratamento que recebeu aspersão 

da suspensão de B. sorokiniana. Destas plantas localizou-se a 4ª ou 5ª folha 

que foram fixadas com fita adesiva em uma superfície plana e fotografadas 

com câmera digital (Sony alfa 35) com distância de 20 cm de altura. O período 

de observação foi a cada dois dias a partir da manifestação da doença até 

completar dez dias. Posteriormente fez-se avaliação da severidade da mancha 

foliar com auxílio de uma escala (Figura 2) criada segundo a escala de Fetch e 

Steffenson (1999). Onde a severidade da mancha marrom foi classificada: (+) 

representa baixa severidade com manchas necróticas pequenas e sem bordas 

cloróticas; (++) representa intermediária severidade com manchas necróticas 

com bordas cloróticas definidas e (+++) representa alta severidade, onde as 

manchas necróticas são maiores e a clorose não tem bordas definidas 
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tomando boa parte da área foliar, debilitando a planta. 

 

Figura 2: Escala de classificação da severidade da mancha marrom baseada 

na escala modelo de Fetch Steffenson (1999). A: (+) baixa severidade; B: (++) 

intermediária severidade; C: (+++) alta severidade. 

 

4.7.6 Observação da colonização das raízes de trigo tratadas 

com os isolados de Streptomyces por Microscopia 

Eletrônica de Varredura 

As amostras de raízes das plantas de trigo, das quais as sementes tinham 

sido infestadas com os isolados de Streptomyces R18(6) ou 6(4), foram 

coletadas no final do experimento e tratadas segundo protocolo do Centro de 

Microscopia Eletrônica (CME) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

conforme Anexo III.  

As raízes foram fixadas, lavadas e desidratadas. Após estas etapas foram 

dessecadas no equipamento de Ponto Crítico (Critical Point Dryer/ Balzers 

CPD030). Em seguida foram coladas em “stubs” com fitas adesivas de 

carbono. Na sequência foi realizada a metalização das amostras com o 

equipamento Sputter Coater/ Balzers SCD050. Por fim, foram visualizados em 

MEV JSM 6060 em voltagem de 10 kV. 

 

 

 

A B C 
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5. RESULTADOS 

 

5.1  Avaliação do potencial antifúngico dos isolados de actinobactéria 

frente aos isolados de B. sorokiniana 

  Foi utilizado o método da dupla camada para verificar a ação antifúngica 

in vitro destes isolados contra o B. sorokiniana. Os resultados mostraram que 

somente o isolado R18(6) foi capaz de inibir o crescimento dos três isolados de 

B. sorokiniana (98004, 98012 e 98032) testados como mostra a Figura 3. Foi 

possível observar que utilizando esta técnica o isolado 6(4) foi capaz de 

crescer no meio de cultura, porém não inibiu o crescimento dos isolados de B. 

sorokiniana. 

 Os halos formados pelo isolado R18(6) foram mensurados e o cálculo 

do Índicie de Antibiose (IA) foi determinado, o isolado de B. sorokiniana 98032 

sofreu a maior inibição (Tabela 1).  

                  

  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Ensaio da dupla camada ilustrando os halos de inibição formados 

pelo isolado R18(6) frente a três isolados de B. sorokiniana após sete dias 

de incubação a 28°C. Setas pretas indicam os halos produzidos pelo 

isolado R18(6), setas vermelhas indicam o crescimento do isolado 6(4). (A) 

B. sorokiniana 98004; (B) B. sorokiniana 98012; (C) B. sorokiniana 98032. 

 

 

 

 

 

A B C 

R18(6) 

6(4) 
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Tabela 1: Índice de antibiose do isolado Streptomyces R18(6) contra três 

isolados de B. sorokiniana usando o ensaio de dupla camada. 

Isolado de B. 
sorokiniana 

Média do 
diâmetro da 
colônia (cm) 

Média do 
diâmetro do 

halo (cm) 

Índice de 
Antibiose 

98004 (Cruz Alta-RS) 0,62 2,1 3,36 
98012 (Lagoa 
Vermelha-RS) 

0,57 1,58 2,75 

98032 (Engenheiro 
Beltrão-PR) 

0,67 2,58 3,82 

 

 No ensaio da cultura pareada somente o isolado 98004 de B. 

sorokiniana foi utilizado frente aos dois isolados de actinobactéria, R18(6) e 

6(4). A figura 3 ilustra a inibição do crescimento fúngico utilizando esta técnica. 

A porcentagem de inibição do crescimento radial do fungo foi calculada e 

observou-se que o isolado R18(6) inibiu 33,7% do crescimento do B. 

sorokiniana e o isolado 6(4), com esta técnica foi capaz de inibir 44,6 % do 

crescimento radial do B. sorokiniana.  

Figura 4: Inibição do crescimento radial de B. sorokiniana frente aos isolados 6(4) e 

R18(6) em meio BDA, após dez dias de incubação a 28°C. 

 

5.2  Teste de sanidade e germinação de sementes de trigo 

 Foi avaliada a porcentagem de sementes germinadas das cultivares Tbio 

Mestre e Marfim. A cultivar Tbio Mestre teve 96% de germinação e a cultivar 

Marfim 80% de germinação. Também foram identificados por análise 

microscópica o crescimento de fungos do gênero Alternaria sp. e Aspergilus 

sp.  

 

 

Streptomyces 6(4) Streptomyces R18(6) Controle 
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5.3  Teste de patogenicidade de B.sorokiniana em sementes de trigo 

 O isolado B. sorokiniana 98004 por ser proveniente de uma cidade do 

Rio Grande do Sul (Cruz Alta) e no ensaio da dupla camada apresentar o maior 

índice de antibiose quando comparado com o isolado 98012 (Tabela 1) foi 

avaliado quanto à sua capacidade de produzir sintomas das moléstias 

causadas em sementes das duas cultivares de trigo conforme descreve o item 

4.5.  

As sementes foram germinadas por sete dias em B.O.D até a 

germinação. Observou-se que 98% das sementes da cultivar Marfim que foram 

infestadas com o patógeno não germinaram (Tabela 2). As lesões em folhas 

(necrose e clorose) manifestaram-se nas duas cultivares, porém foram poucas 

manchas desenvolvidas durante este período. A podridão das sementes afetou 

30% da cultivar Tbio Mestre e 25% da cultivar Marfim, interferindo também na 

germinação das mesmas (Tabela 2). 

Na parte aérea (folhas) os sintomas foram caracterizados pela formação 

de pequenas lesões de coloração marrom-escura e halo amarelado, ou por 

clorose em algumas regiões da folha. O sintoma de podridão da semente foi 

caracterizado por intensa esporulação na ponta da semente, que em casos 

mais graves se estenderam por toda a semente, levando ao apodrecimento. 

O tratamento controle consistiu de sementes sem a infestação do patógeno. 

 

Tabela 2: Incidência dos sintomas causados por B. sorokiniana em sementes 

e plântulas de trigo. 

Cultivar 
Germinação 

(%) 

Podridão da 
semente 

(%) 

Lesão na 
folha 
(%) 

Tbio Mestre 32 30 2 

Controle 100 0 0 

Marfim 2 25 1 

Controle 98 0 0 
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5.4  Caracterização fenotípica dos isolados de actinobactéria 

Os isolados 6(4) e R18(6) foram capazes de solubilizar fosfato, fixar 

nitrogênio e o isolado 6(4) produziu sideróforos em 28°C (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Solubilização de fosfato, fixação de nitrogênio e produção de 

sideróforo dos isolados de actinobactéria. 

Isolado 

Solubilização de 

Fosfato*  

(21 dias) 

Fixação de 

Nitrogênio 

(14 dias) 

Produção de 

Sideróforo 

(48 h) 

28°C 28°C 28ºC 

6(4) ++ + + 

R18(6) + + - 

(-) ausência de produção; (+) produção positiva; * (+) Isolado com atividade positiva com 

relação H/C ≤ 1; (++) Isolado com atividade positiva com relação H/C ≥ 1 ≤ 3. 

 

 A produção de sideróforos foi verificada pelo método colorimétrico 

conforme descrito no item 4.6.2. Foi possível observar qualitativamente que a 

produção de sideróforos ocorreu somente com o isolado 6(4) revelando a cor 

alaranjada em reação com o corante CAS (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Produção de sideróforos pelos isolados de Streptomyces sp. Cor 

alaranjada indica reação positiva, cor escura indica reação negativa. 

  

 

 

R18(6) 

6(4) 
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 A produção de auxina foi avaliada durante 264 horas, sendo que as 

alíquotas para mensuração colorimétrica foram coletadas a cada 48 h. A partir 

de uma curva padrão com concentrações de auxina conhecidas, gerou-se a 

equação y = 0,0159x + 0,088, onde y é a absorbância adquirida pelos isolados 

e x é a concentração de auxina em µg/mL produzida por eles. 

 A figura 6 mostra a equivalência da concentração de auxina produzida 

pelos isolados R18(6) e 6(4). O isolado R18(6) apresentou a maior produção de 

auxina na última verificação (264 h) com 6,95 µg/mL, porém iniciou a produção 

deste composto antes do isolado 6(4) em 96 h de crescimento, o isolado 6(4) 

alcançou sua máxima produção em 192 h de incubação com 10,75 µg/mL. 

 

 

Figura 6: Concentrações de auxina em µg/mL produzido pelos isolados de 

Streptomyces R18(6) e 6(4) durante 264 horas de incubação em 28°C. 
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5.5  Colonização in vitro de raízes de plântulas de trigo pelos isolados de 

Streptomyces R18(6) e 6(4) 

 Sementes infestadas com os isolados R18(6) e 6(4) separadamente 

foram germinadas em tubos contendo ágar-água 0,6%. Retirando-se a raiz dos 

tubos e depositando-a em meio ACA foi possível verificar o crescimento das 

actinobactérias ao redor das mesmas depois de três dias (Figura 7). 

 

 
Figura 7: Colonização das raízes de trigo por isolados de Streptomyces sp. (A) 

colonização com o isolado R18(6). (B) colonização com o isolado 6(4). (C) 

controle - sementes sem infestação. 

 

5.6  Ensaio em casa de vegetação 

5.6.1 Avaliação da promoção de crescimento 

No final do experimento foram realizadas medidas de altura e massa 

seca da parte aérea (Tabela 4), comprimento e massa seca de raiz (Tabela 5). 

Observou-se que no período de abril-junho houve diferença significativa entre 

as bactérias no Tratamento 2 tanto para massa seca da parte aérea quanto 

para massa seca de raiz. O isolado R18(6) apresentou os maiores valores para 

estes parâmetros. Já no segundo período de junho-agosto não foi observado 

diferença estatística entre as bactérias. 
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Tabela 4: Média da massa seca da parte aérea e altura para cada tratamento 

nos períodos de abril-junho e junho-agosto. 

Tratamento 

Abril-junho Junho-agosto 

Altura (cm) 

Massa seca  

parte aérea  

(mg) 

Altura (cm) 

Massa seca 

parte aérea 

(mg) 

6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 

1 49,1 a 45,2 ab 540 a 480 a 49,4 a 50,9 a 740 a 670 a 

2 44,5 ab 48,6 a 330 b *560 a 48,3 a 49,2 a 670 a 550 a 

3 42,8 bc 43,0 bc 260 b 260 b 40,3 c 36,9 c 330 b 440 b 

4 42,8 bc 43,7 bc 350 b 310 b 39,5 c 40,4 c 410 b 390 b 

5 46,5 ab 470 a 48,9 a 710 a 

6 41,3 c 220 b 44,0 b 390 b 

7 37,5 d 250 b 37,7 c 330 b 

 
 (1) Sementes infestadas com R18(6) ou 6(4); (2) Sementes infestadas com 

antagonista/B.sorokiniana no substrato; (3) Sementes infestadas com antagonista/aspersão de 

B.sorokiniana; (4) Semente inoculada com suspensão de antagonista/aspersão de 

B.sorokiniana; (5) Sementes sem infestação (controle); (6) Sementes inoculadas com 

B.sorokiniana (controle); (7) Sementes sem inoculação/aspersão de B.sorokiniana nas folhas 

(controle). *Diferença estatística significativa entre as bactérias pelo Teste Bonferroni (p≤0,05). 

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo Teste 

Bonferroni (p≤0,05). 
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Tabela 5: Média da massa seca e comprimento de raiz para cada tratamento 

nos períodos de abril-junho e junho-agosto. 

Tratamento 

Abril-junho Junho-agosto 

Massa seca de 

raiz  

(mg) 

Comprimento de 

raiz  

(cm) 

Massa seca de 

raiz  

(mg) 

Comprimento de 

raiz 

(cm) 

6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 

1 370 a 320 a 21,9 bc 22,4 ab 120 a 160 a 27 a 35,2 a 

2 100 c *250 b 19,2 bc 20,9 bc 90 b *120 a 30,8 a 28,1 a 

3 90 c 80 c 19,9 bc 18,3 bc 60 c 60 c 27,7 a 25,2 a 

4 90 c 100 c 27,9 a 20,4 bc 60 c 70 c 28,6 a 30,1 a 

5 250 b 25,5 a  140 a 25,9 a 

6 110 c 16,17 c 90 b 29,2 a 

7 90 c 21,1 bc 50 c 27,6 a 

  
(1) Sementes infestadas com R18(6) ou 6(4); (2) Sementes infestadas com 

antagonista/B.sorokiniana no substrato; (3) Sementes infestadas com antagonista/aspersão de 

B.sorokiniana; (4) Semente inoculada com suspensão de antagonista/aspersão de 

B.sorokiniana; (5) Sementes sem infestação (controle); (6) Sementes inoculadas com 

B.sorokiniana (controle); (7) Sementes sem inoculação/aspersão de B.sorokiniana nas folhas 

(controle). *Diferença estatística significativa entre as bactérias pelo Teste Bonferroni (p≤0,05). 

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo Teste 

Bonferroni (p≤0,05). 
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5.6.2 Avaliação da severidade da mancha marrom e 

podridão da raiz nas plantas de trigo 

A avaliação da severidade da mancha marrom nas plantas de trigo foi 

realizada por análise de imagens capturadas com câmera digital no período de 

junho-agosto (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Respostas das plantas de trigo à infestação com os isolados de 

Streptomyces R18(6) e 6(4) e aspersão de B. sorokiniana 98004. A) (++) 

semente infestada com o isolado R18(6); B) (++) semente infestada com o 

isolado 6(4); C) (++) inoculação no sulco da semeadura com o isolado 

R18(6); D) (+) inoculação no sulco da semeadura com o isolado 6(4); E) e 

F) (+++) sementes sem infestação com os isolados de Streptomyces. 

B 

C D 

A 

E 

F 

A 

C 

E 



30 

 

 

A semente que recebeu a infestação pela inoculação do Streptomyces 

6(4) no sulco da semeadura foi capaz de resistir por mais tempo a severidade 

da doença, pois até o último dia analisado as manchas cloróticas não 

aumentaram.  

Na figura 9-A o isolado R18(6) se mostrou mais eficiente em proteger a 

raiz do apodrecimento em relação ao isolado 6(4) (Figura 9-B). Percebe-se isto 

pelo volume de raiz das plantas de trigo de acordo com os tratamentos. 

 

Figura 9: Efeito da infestação dos isolados Streptomyces R18(6) e 6(4) na 

proteção de raízes de plantas de trigo. A) Semente infestada com o isolado 

R18(6); B) Semente infestada com o isolado 6(4); C) Controle negativo; D) 

Controle positivo com doença. Período de abril-junho. 
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5.6.3 Visualização de amostras de raiz de trigo em MEV 

 

Para a verificarmos a colonização dos isolados R18(6) e 6(4) nas raízes 

de trigo, as amostras foram visualizadas em Microscopia Eletrônica de 

Varredura (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Microscopia Eletrônica de Varredura: (A) células do isolado de 

Streptomyces R18(6) em formação de cadeia de esporos, aderidas à raiz de 

trigo (950, 10 kv, 20 µm); (B) células do isolado de Streptomyces 6(4) em 

formação de cadeia de esporos, aderidas à raiz de trigo (750, 10 kV, 20 µm). 

 

As amostras visualizadas foram de (a) tratamento 4 onde as sementes 

receberam a suspensão de Streptomyces R18(6) no sulco da semeadura. Em 

(b) tratamento 3 onde as sementes foram infestadas com Streptomyces 6(4) 

sob agitação. Observou-se o início da formação de cadeia de esporos simples 

em formato retinaculum-apertum (setas) característico de Streptomyces sp. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Evidências indicam que as actinobactérias são quantitativa e 

qualitativamente importantes na rizosfera, onde podem influenciar o 

crescimento das plantas e proteger as raízes destas contra a invasão por 

fungos patogênicos radiculares (Sardi et al., 1992; Crawford et al., 1993; Atalan 

et al., 2000;  Basil et al., 2004; Palaniyandi et al., 2013; Sangdee et al., 2016). 

Nos ensaios in vitro verificou-se que os isolados de Streptomyces R18(6) e 6(4) 

produzem componentes para estimular o crescimento vegetal. Estas 

características são importantes para o aumento da nutrição e crescimento das 

plantas e também garantem maior competitividade destes microrganismos, 

conferindo pontos positivos para a ação do biocontrole de doenças 

(Palaniyandi et al., 2013).  

 Em nosso experimento foi possível observar a atividade antifúngica in 

vitro dos isolados R18(6) e 6(4) utilizando a técnica da dupla camada e 

pareamento de culturas. Apesar do isolado 6(4) apresentar esta atividade 

somente no pareamento de culturas ele foi capaz de inibir em 44% o 

crescimento fúngico. Esta atividade pode ser decorrente da necessidade de 

excretar substâncias (enzimas e/ou metabólitos) resultantes do estresse e da 

competição e por estarem em um meio de cultura (BDA) que não favorece 

completamente seu desenvolvimento. Lu et al. (2016) verificaram em 

experimento que 24% dos isolados de actinobactéria inibiram o crescimento 

micelial de F.oxusporum f. sp. cucumerium em meio BDA e 84% destes 

isolados pertenciam ao gênero Streptomyces. Taechowisan et al. (2003) 

realizaram o pareamento de cultura para isolar actinomicetos endofíticos com 

atividade antifúngica e também verificaram que a maioria dos isolados com 

esta capacidade eram do gênero Streptomyces sp. A produção de enzimas 

excretadas sozinhas ou em associação a outros compostos, como antibióticos, 

podem ser utilizados pelo microrganismo produtor para a competição com 

outras espécies microbianas (Helistö et al., 2001).  

 O isolado 98004 de B. sorokiniana foi selecionado para ser testado 

quanto a sua capacidade de manifestar a doença nas cultivares de trigo, Tbio 
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Mestre e Marfim. Neste ensaio observou-se que este isolado foi capaz de 

manifestar sintomas da doença em sementes e plântulas de trigo. A podridão 

da semente que impede a germinação das mesmas foi o sintoma com maior 

incidência dentro do período analisado nas condições do ensaio. Este resultado 

está de acordo com Minotto et al. (2014 a) no qual obteve alto índice de 

podridão da semente em ensaio de patogenicidade com cultivares de trigo 

infestadas com isolados de B. sorokiniana. 

 Os isolados R18(6) e 6(4) também foram avaliados segundo sua 

capacidade em colonizar as raízes de plântulas de trigo. A região rizosférica 

fornece um ambiente atrativo para comunidades de microrganismos, pois 

liberam uma vasta gama de compostos de carbono de baixo peso molecular, 

resultando em grande diversidade microbiana (Whipps e Lynch, 1986). A 

capacidade em colonizar as raízes é uma característica importante para uso de 

agentes de biocontrole, além de ser um indicativo da capacidade destes 

microrganismos em competir por este espaço no solo (Shneider, 1982; Bais et 

al., 2004). A metodologia utilizada com meio ágar-água 0,6% nos possibilitou 

verificar a colonização das actinobactérias nas raízes de trigo, ao se desprezar 

a parte de cima do meio de cultura e com pinça estéril transferir as raízes para 

meio específico de crescimento de actinobactérias como ACA verificou-se o 

crescimento das mesmas ao redor das raízes em poucos dias. Provavelmente, 

o que as mantinha nesta interação eram o exsudatos ricos em nutrientes 

liberados pela raiz, pois o meio ágar-água não possui nutrientes suficientes 

para manter a sobrevivência destas bactérias. Tokala et al. (2002) observaram 

esta característica para o gênero Streptomyces. Ao final do experimento em 

casa de vegetação, coletaram-se amostras de raízes das sementes que 

haviam sido infestadas com os isolados R18(6) e 6(4), e observou-se por 

microscopia eletrônica de varredura a presença destes na superfície das raízes 

em formação de cadeia de esporos, confirmando que estas bactérias tiveram a 

capacidade de colonizar e sobreviver nas raízes destas plantas de trigo. 

 A colonização da raiz e produção de auxina pelos isolados R18(6) e 6(4) 

pode ter influenciado no aumento da massa seca da raiz das sementes 

infestadas com actinobactéria em relação ao controle, observado no período de 



34 

 

 

abril-junho (Tabela 3). Vários Streptomyces sp. como S. olivaceoviridi, S. 

rimosus e S. rochei isolados da rizosfera de tomateiro tem a habilidade de 

produzir AIA e melhorar o crescimento da planta pelo aumento da germinação, 

elongação da raiz e peso seco de raiz (El-Tarabily, 2008). Franco-Correa et al. 

(2010) também relataram que isolados de actinobactérias como 

Micromonospora sp., Streptomyces spp., Streptosporangium sp., e 

Thermobifida sp., são melhores para colonizar a rizosfera da planta, mostrando 

potencialidade como agente de biocontrole contra uma gama de fungos 

patogênicos radiculares.  

 No período de abril-junho o isolado R18(6) influenciou no aumento da 

massa seca da parte aérea das plantas de trigo mesmo na presença do 

fitopatógeno (Tabela 3). De acordo com trabalhos de Jog et al., (2014),  

Gopalakrishnan et al., (2013 and 2014) e  Palaniyandi et al., (2014) a  

inoculação com isolados de Streptomyces em culturas como arroz, trigo, sorgo 

e tomate aumentaram a biomassa dessas plantas. Outros estudos usando 

Streptomyces spp. para controle de doenças também relatam o aumento da 

biomassa da planta e aumento da produção (Franco-Correa et al., 2010; 

Sadeghi et al., 2012; Tamreihao et al., 2016). 

Os isolados de actinobactéria também exibiram outras propriedades 

associadas a agentes de controle biológico e crescimento vegetal, como a 

capacidade de solubilizar fosfatos e produzir sideróforo (no caso do  isolado 

6(4)). A deficiência de fosfato é um fator limitante na produção agrícola, assim 

a solubilização e mineralização do fósforo por bactérias solubilizadoras de 

fosfato é uma característica importante para bactérias promotoras de 

crescimento vegetal (Richardson, 2001; Hamdali et al, 2008 b). 

Actinobactérias como Streptomyces, Micrococcus e Micromonospora foram 

reportados como solubilizadores de fosfato (Hamdali et al, 2008 b). A 

produção de sideróforos por bactérias promotoras do crescimento vegetal 

(PGPB) pode limitar a captação de ferro pelo patógeno diminuindo sua 

capacidade de proliferação (Kloepper et al., 1980; Dowling et al., 1996). 

Schippers et al. (1987) sugeriram que este mecanismo é eficaz porque PGPB 

produzem siderófors que tem afinidade muito maior pelo ferro disponível do 
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que patógenos fúngicos. 

 Bactérias promotoras do crescimento de plantas podem desencadear 

um fenômeno conhecido como resistência sistêmica induzida (ISR) que é 

similar à resistência sistêmica adquirida e que ocorre quando as plantas ativam 

seus mecanismos de defesa em resposta à infecção por um agente patogênico 

(Pieterse et al., 2009). A inoculação do antagonista em um período anterior a 

inoculação do fungo no solo pode ter induzido a resistência sistêmica da planta, 

resultando em uma maior tolerância ao fitopatógeno, como foi observado no 

Tratamento 2 no primeiro ensaio. Moura et al. (1998) verificaram em seu 

experimento que ao inocular actinobactérias em sementes de tomateiro antes 

do fitopatógeno, melhorou a defesa da planta contra Ralstonia solanacearum. 

Van Loon (2007) afirmou que as rizobactérias podem reduzir a atividade de 

microrganismos patogênicos não apenas através do antagonismo, mas 

também ativando a planta para melhor se defender.  

 A infestação do fungo na parte aérea das plantas e o teste de 

patogenicidade mostrou a alta virulência deste isolado de B. sorokiniana. Este 

resultado está de acordo com dados obtidos por Minotto et al. (2014 a). As 

plantas que foram infestadas com os isolados R18(6) e 6(4) e infestadas com 

altas concentrações do fungo na parte aérea resultou em plantas que, apesar 

de não deixarem de ser afetadas pela mancha marrom, conteve o avanço da 

clorose nas folhas por mais tempo. Sugere-se que este comportamento tenha 

sido resultado da resistência sistêmica causada pelo antagonista. Pois no 

tratamento controle (Fig. 8-E e F) a clorose já havia tomado boa parte da área 

foliar no sétimo dia.   

 Os isolados de actinobactérias utilizados nesse trabalho mostraram ação 

antagônica contra B. sorokiniana, impedindo a podridão radicular em 

experimento em casa de vegetação e promoveram o crescimento das plantas 

de trigo. Portanto, pode-se sugerir que estes isolados de Streptomyces tem 

potencial para serem usados como agentes de biocontrole das doenças 

causadas por B. sorokiniana. Ensaios utilizando uma mistura dos dois isolados 

de actinobactéria e testes a campo para confirmação dos resultados obtidos 

são sugeridos para trabalhos futuros.  
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7. CONCLUSÃO  

 

1. O isolado de Streptomyces R18(6) mostrou atividade antifúngica contra B. 

sorokiniana pelo método da dupla-camada e cultura pareada. 

2. O isolado de Streptomyces 6(4) mostrou atividade antifúngica contra B. 

sorokiniana pelo método da cultura pareada. 

3. O isolado 6(4) foi capaz de solubilizar fosfato, fixar nitrogênio, produzir ácido 

indol-acético e sideróforos. O isolado R18(6) não produziu sideróforos. 

4. Os dois isolados de actinobactéria foram capazes de colonizar as raízes de 

trigo observadas tanto no ensaio em placa quanto no ensaio em casa de 

vegetação, visualizado por microscopia eletrônica de varredura.  

5. Estes isolados de actinobactéria mostraram potencial na ação do biocontrole 

da mancha marrom e podridão da raiz causada por B.sorokiniana em plantas 

de trigo. 

6. Os isolados 6(4) e R18(6) foram capazes de promover o crescimento vegetal 

nas condições estudadas. 
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9. ANEXOS 

 

I – PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DO CORANTE COMPLEXO CROMO 

AZUROL (CAS): 

60,5 mg de CAS [CAS/ iron (III)/ hexadeciltrimetil amônio brometo] em 50 mL 

de água destilada, adicionar a 10 mL de solução FeCl3, colocar a solução em 

agitação e adicionar vagarosamente uma solução de 72,9 mg de Brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (CTAB) previamente dissolvido em 40 mL de água, 

autoclavado por 15 min. 

 

II – SOLUÇÃO DE MICRONUTRIENTES: 

0,2 g Na2MoO4.2H2O, 0,235 g MnSO.4H2O, 0,28 g H3BO3, 0,008 g 

CuSO4.5H2O, 1 L de água destilada. 

 

III – PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS PARA MEV: 

 

Fixação:  

Glutaraldeído 25% --------------- 1,2 mL 

Tampão Fosfato 0,2 M ---------- 5,0 mL 

H2O destilada ---------------------- 2,8 mL 

 

- A fixação do material, por imersão, deve ser feita imediatamente após a 

coleta. O período de fixação varia conforme a amostra. Sugere-se de no 

mínimo uma semana. 

 

Lavagem: 

Tampão Fosfato 0,2 M + H2O destilada proporção de 1:1 

- O material deve passar por 3 lavagens (30 min/cada). 

 

Desidratação: 

Acetona 30% ------------- 10 min. 

Acetona 50% ------------- 10 min. 
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Acetona 70% ------------- 10 min. 

Acetona 90% ------------- 10 min. 

Acetona 90% ------------- 20 min. 

Acetona 100% ----------- 10 min. 

Acetona 100% ------------ 20 min. 

 

Dessecação: 

- No aparelho de Ponto Crítico, seguir exatamente o que diz o manual. Para se 

obter principalmente uma boa imagem ao Microscópio, esta etapa é de suma 

importância. Caso não tenha experiência com o equipamento peça auxílio ao 

técnico responsável. No CME utilizamos um CRITICAL POINT DRYER da 

BALZERS CPD030. Após o Ponto Crítico as peças deverão ser colocadas no 

Stub, com o auxílio de uma lupa, para facilitar a visualização do ponto ou área 

de interesse, peça ajuda ao técnico para orientação na escolha do Stub. 

 

 Metalização: 

- Esta etapa é feita na Metalizadora, tornamos o material condutivo por meio de 

deposição de um metal sobre a amostra. No CME temos alvo de ouro e de 

platina. Para uma boa cobertura deve-se seguir exatamente o que diz o 

manual, caso não tenha experiência com o equipamento peça auxílio ao 

técnico responsável.  

No CME utilizamos um SPUTTER COATER da BALZERS SCD050. 

  


