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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA SOBRE Bipolaris sorokiniana
E PROMOCAO DE CRESCIMENTO EM PLANTAS DE TRIGO DE ISOLADOS
DE Streptomyces sp.

Autor: Priscila Monteiro Pereira
Orientadora: Prof . Dr". Sueli T. Van Der Sand

RESUMO
Os isolados Streptomyces sp. R18(6) e 6(4) foram avaliados quanto a sua
capacidade de controlar a mancha marrom e podriddo comum de raiz,
causados por Bipolaris sorokiniana em plantas de trigo. A atividade antifungica
desses isolados foi testada usando os ensaios de dupla camada e pareamento
de cultura a 28°C. A atividade fisiolégica e enzimética foi avaliada através de
ensaios de sideréforo, acido indol-3-acético, fixagdo de nitrogénio e
solubilizacdo de fosfato. O controle biolégico da doenca e a eficiéncia de
crescimento das plantas de trigo foram avaliados utilizando ensaios in vivo em
casa de vegetacdo. 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,
sideroforos, fixou nitrogénio e solubilizou fosfato, enquanto R18(6) n&o
produziu sideréforos. Nos ensaios em casa de vegetacdo, o isolado R18(6)
mostrou diferencas estatisticas na massa seca da parte aérea e na massa seca
de raiz em comparagdo com a do isolado 6(4) na presenca do fitopatdgeno
(P<0,05). Estes resultados foram mais evidentes quando a temperatura foi
maior. Na auséncia do fitopatégeno, o isolado 6(4) aumentou a massa seca de
raiz em comparacdo com a do controle durante o mesmo periodo. Portanto,
esses isolados apresentaram potencial em controlar a podridao das raizes e

mancha marrom e podem promover o crescimento das plantas de trigo.
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EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF Streptomyces sp. ON
Bipolaris sorokiniana AND EVALUATION OF GROWTH PROMOTION IN
WHEAT PLANTS!

Author: Priscila Monteiro Pereira
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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.
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1. INTRODUCAO

O trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo com significativo
peso na economia agricola global (MAPA, 2016). No Brasil, o sul do pais € o
principal produtor deste cereal, entretanto a demanda é maior do que a
producdo forcando o pais a importar grande quantidade deste produto. Além
disto, fungos fitopatogénicos, como Bipolaris sorokiniana, podem causar
elevados danos a cultura. Este fungo é o agente causal da podriddo da
semente, podriddo comum de raiz e ainda afeta a parte aérea da planta
resultando na mancha marrom. Estas doencas podem ser um desafio aos
agricultores para manter a producao deste cereal.

O uso de agrotoxicos 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 nao alvos, desequilibrio ecolégico, além do aumento do custo
de producao da cultura. Estudos sobre formas de biocontrole revelam que esta
técnica € uma alternativa efetiva ao uso dos produtos quimicos além de ser
menos agressivo ao meio ambiente e economicamente viavel para o produtor.

As actinobactérias sdo microrganismos conhecidos pela sua capacidade
de produzir diferentes compostos bioativos. Estes compostos tém sido
empregados em Varios campos como: industria farmacéutica, veterinaria e
agricultura. Algumas actinobactérias tem a capacidade de crescer na rizosfera
mostrando potencial para o seu uso como agentes de controle biolégico. As
actinobactérias podem ainda influenciar diretamente no crescimento vegetal
produzindo fitorménios. O niumero de novos metabdlitos secundarios continua a
aumentar em pesquisas cientificas, indicando que espécies do género
Streptomyces produzem grande parte destes compostos. Portanto, diferentes
trabalhos sugerem que ha& uma grande vantagem na utlizacdo de
actinobatérias, em especial espécies de Streptomyces, no biocontrole de
fitopatdbgenos em diversas culturas.

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

tomateiro, foram testados em trabalhos anteriores (Oliveira et al., 2010; Minotto



et al., 2016) mostrando acdo antifungica contra B. sorokiniana. O presente
trabalho buscou verificar esta capacidade em experimentos in vivo em plantas
de trigo e também se avaliou a influéncia 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 podriddo comum da raiz, bem como promover o

crescimento das plantas de trigo em condi¢des de casa de vegetacao.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Verificar a atividade antifungica dos isolados de
actinobactérias frente ao patdgeno pelo ensaio de dupla camada
e cultura pareada,;
2.2.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados de actinobactéria;
2.2.3 Avaliar a colonizacdo das raizes de plantula 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 podriddo da raiz em
ensaios in vivo em casa de vegetacao;
2.2.5 Avaliar a capacidade destes isolados em promover o

crescimento da planta de trigo em casa de vegetacao.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cultivo do Trigo

O cultivo e a utilizagdo do trigo (Triticum aestivum L.) como alimento
humano datam de mais de seis mil anos. Durante esse longo periodo, novas
cultivares foram desenvolvidas, assim como novos produtos derivados foram
sendo introduzidos na alimentac&o. O trigo € importante na dieta alimentar da
maioria das nagdes (BNDES, 2016) ocupando o segundo lugar do cereal mais
produzido no mundo. O trigo tem uma importancia significativa na economia
agricola global (MAPA, 2016).

O trigo é uma graminea de ciclo anual cultivada durante o inverno,
consumida em forma de farinha ou ragéo animal. No Brasil, a producao anual
oscila préxima a seis milhdes de toneladas, com o cultivo do trigo nas regiées
Sul, Sudeste e Centro-Oeste. A demanda brasileira se mantém em 10 milhdes
de toneladas sendo que o Sul do pais o que concentra 90% da producéo
(Embrapa Trigo, 2016).

O cultivo do trigo no Brasil esta sujeito a limitacdes de ordem bidtica e
abiotica como: condi¢cdes climaticas adversas (ex.. excesso de chuva e
acumulo de dias encobertos), condicbes de solo, pragas e doencas (Mehta,
1993; Reis et al., 2001).

3.2 Doengas e sintomas

As doencas sdo fatores importantes na reducdo de produtividade e
aumento dos custos de producdo pelo uso de insumos (Casa et al.,, 2002).
Vérias doencas fungicas incidem sobre a parte aérea da planta de trigo
diminuindo o rendimento da cultura pela reducao ou destruicdo da area foliar
sadia tais como o oidio (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.), sdo as principais doencas foliares

na Regido Sul do Brasil (Reis e Casa, 2005). Na fase do espigamento, a planta



pode sofrer com a giberela causada pelo fungo Gibberella zeae (Schw) Petch.
(anamorfo Fusarium graminearum Schwabe) que é uma doenca de infeccdo
floral cujos sitios de infeccdo sdo as anteras das espigas do trigo (Strange e
Smith, 1971; Sutton, 1982).

Dentre as doengas foliares destaca-se a helmintosporiose,
principalmente onde as temperaturas médias durante o inverno e as condi¢cfes
de umidade sdo mais elevadas durante o cultivo (Duveiller et al., 2005). Esta
doenca também é conhecida como mancha marrom considerada um problema
na cultura do trigo e cevada, em vérias regides do mundo (Duveiller et al.,
2005). As perdas na producéo causadas por esta doenca podem chegar a 80%
(Reis e Casa, 2005). Os sintomas iniciais sdo observados como lesdes
necroticas pardas, com 1 a 2 mm de comprimento, sobre o limbo das primeiras
folhas, em consequéncia da transmissédo da doenca a partir das sementes. Nas
demais folhas podem aparecer, dependendo do clima, dois tipos de sintomas:
em regides frias, as lesdes sado retangulares e escuras; e nas regides quentes
as lesdes sao elipticas e cinzas. Sob clima umido é abundante a frutificacdo do
patbgeno nas lesbes velhas. Sintomas podem também aparecer na parte
central das glumas, na forma de lesdes elipticas com o centro claro quase
branco e com bordos pardo-escuros (Kimati et al., 1997; Duveiller et al., 2005).

As respostas da infeccdo sao 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 classificacdo de 1 é dada a plantas com lesdes
necréticas muito pequenas (menos de 2 mm de comprimento) sem clorose
visivel. A classificacdo de 9 é atribuido a individuos com lesdes grandes

(maiores que 6 mm de comprimento) com expanséao da clorose.



1 2 3 4 5 6 7 8 9
Figura 1: Escala de classificacdo de Helmintosporiose de acordo com Fetch
e Steffenson (1999).

Quando o B. sorokiniana infecta as raizes ocorre a podriddo comum de
raiz presente em todas as regides triticolas do Brasil (Reis, 1988) também no
Canada, Austrélia, Europa, Asia e Africa (Diehl et al., 1982; Tinline et al., 1988;
Stubbs et al., 1986; Zillinsky, 1984; Agrios, 1997). Os sintomas mais comuns
caracterizam-se pela descoloragéo dos tecidos radiculares e esta descoloragéo
parda prossegue até alcancar a coroa da planta debilitando-a. Ao atingir a base
da planta ocorre também a morte prematura das folhas basais (Reis, 1988).

A infeccdo 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 determinacéo do
aumento desta doenca. Pois a sua propagacédo é favorecida a temperatura de
28°C, com chuvas e alta umidade relativa. O fungo sobrevive na forma
vegetativa em sementes infestadas, plantas voluntarias e saprofiticamente nos
restos culturais de seus hospedeiros por varios anos (Mehta, 1978). Os
principais agentes de disseminagdo s&o: sementes, ventos e respingos de
chuva, sendo os restos culturais as fontes de in6culo mais abundantes (Mehta,
1978; Sjoberg 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



Bakke, € um fungo fitopatogénico encontrado em todo o mundo, que causa
doencas no trigo e outros cereais de inverno (Reis, 1982).

Na fase anamorfica B. sorokiniana, o micélio € septado e geralmente de
cor marrom-oliva-escura. Apresenta conidiéforos septados, solitarios ou em
pequenos grupos, retos a flexuosos, algumas vezes geniculados, pélidos a
medianamente marrom-escuros, com dimensdes de 110-220 x 6-10 pum. Os
conidios normalmente apresentam-se em grupos de trés desenvolvidos
lateralmente a partir de um poro em cada septo do conidi6foro (insercao
acropleurégena) (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
conidio (Barnett e Hunter, 1998).

A fase teleomorfica, Cochliobolus sativus, raramente ocorre na natureza
existindo somente dois relatos na literatura sobre a presenca de pseudotécios
em tecido vegetais de trigo na Zambia (Javaid e Ashraf, 1977; Raemaekers,
apud Maraite, 1998), onde a cultura se desenvolve sob condi¢cBes de estactes
chuvosas e umidas.

O fungo B. sorokiniana (fase assexuada, imperfeita ou anamorfica)
pertence a divisdo Deuteromycota, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, e
a familia Dematiacea descrito pelo micologista Robert A. Shoemaker em
1959. A fase sexuada, perfeita ou teleomorfica, C. sativus, pertence a divisao
Ascomycota, classe Loculoascomycetes, ordem Pleosporales, e a familia
Pleosporaceae. Cochliobolus sativus (Ito e Kurib.) Drechsl. ex Dastur € um
ascomiceto heterotdlico cujos isolados normalmente s&o bissexuais,
autoestéril e pertencem a um dos dois grupos de compatibilidade sexuais ou
tipos de acasalamento (Noyd, 2000).

O antigo género Helminthosporium foi dividido em trés outros géneros

qgue foram, assim, definidos: Bipolaris, Drechslera e Exserohilum. A partir dessa
divisdo, Helminthosporium sativum passou a ser denominado de Bipolaris

sorokiniana (Alcorn, 1982).



3.2.2 Formas de controle da doenca

Os principais métodos de controle recomendado para doengas causadas
por B. sorokiniana séo a rotacao de cultura, eliminacéo de restos culturais, uso
de cultivares resistente e aplicacdo de fungicidas (Mehta, 1978; Reis e Casa,
2005). Inicialmente, o uso de cultivares resistente apresentou-se como 0
método mais barato, mais facil e mais seguro de controle de doencas,
apresentando inclusive aumento de produtividade. No entanto, com o passar
dos anos, novas racas e variedades do fungo surgiram induzindo a resisténcia
e reduzindo a produtividade (Cunha, 1999).

Ha tempos, os agrotoxicos tém sido usados na agricultura, entretanto
seus efeitos colaterais tem estimulado a reducdo de seu uso e a adocdo de
métodos menos agressivos (Gricoletti Junior et al., 2000). Dentre as
alternativas mais discutidas para a redugcdo dos produtos quimicos na
agricultura esta o controle bioldgico.

3.3 Controle Biolégico

A utilizacdo de microrganismos benéficos com o objetivo de aumentar a
produtividade e controlar doencas de plantas é registrada desde o inicio do
século XX. A partir desta data até o periodo atual, inUmeras pesquisas estdo
sendo desenvolvidas com o objetivo de controlar doencas causadas por
fitobactérias, fungos patogénicos, nematodides e virus em diferentes culturas
(Khan et al., 1971; Paulitz, 1990; Zago 2000; Vieira Junior, 2005; Romeiro,
2007; Harthmann, 2009; Palazzini et al., 2016).

O controle biologico € uma efetiva e sustentavel alternativa para controle
de doencas em plantas. Diferentes espécies microbianas tais como Bacillus
sp., Pseudomonas sp., Trichoderma sp., Streptomyces sp. e Fusarium sp. hao
patogénicos tem sido efetivamente usados para controle de fitopatégenos 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 utilizac&o
no controle biologico de fitopatdbgenos destacam-se as bactérias, e em

especial, o grupo das actinobactérias.



3.4 Controle Bioldgico e Actinobactérias

As actinobactérias sdo procariotos Gram-positivos com elevada
propor¢cdo de guanina e citosina em seu DNA. Sua distribuicdo ocorre
principalmente no solo podendo também ser encontradas na agua e em outros
ambientes. Podem ser aerObias, anaerdbias facultativas ou anaerdbias
apresentando colbnias pulvurulentas, micélio aéreo de diferentes tonalidades
(Goodfellow e Cross, 1984; Araujo, 1998). Geralmente sdo isoladas de
humanos, animais, plantas, aguas residuais, produtos alimenticios, pedras e
construcdes, porém seu habitat principal € o solo (Groth et al., 1999). Elas séo
ativas na decomposi¢do de materiais organicos no solo incluindo lignina e
outros polimeros recalcitrantes e podem degradar residuos agricolas e urbanos
(Heuer et al., 1997). As actinobactérias sdo reconhecidas como 0s principais
produtores de indmeros metabdlitos secundéarios, principalmente, os
antibiéticos, com atividade contra bactérias, fungos, protozodrios, virus e
células tumorais (Araujo, 1998).

As actinobactérias filamentosas produzem cerca de 45% de todos os
metabolitos secundérios bioativos microbianos, sendo que aproximadamente
80% dos 7600 compostos sdo produzidos por estreptomicetos (Bérdy, 2005).
Essas bactérias possuem grande potencial como agente de controle biolégico
de fitopatégenos, pois ao se associarem a planta hospedeira produzem
antibioticos, sideréforos e enzimas com acdo antimicrobiana (Hoster et al.,
2005) além de favorecerem o crescimento da planta devido a producédo de
fitorm6nios conhecidas como PGPR (rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas) (Merzaeva e Shirokikh, 2006).

O controle de fungos fitopatogénicos por actinobactérias da-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 doencas é a resisténcia induzida, que significa o controle de
parasitas e pragas por ativacao prévia do proprio sistema de defesa da planta.

Streptomyces € o maior género da familia Actinobactéria (Hong et al.,

2009), com mais de 3.000 espécies descritas (Barka et al., 2016). As colbnias



sdo de crescimento lento (Juttner and Watson, 2007) e possuem uma
caracteristica de superficie lisa de inicio, mas tornam-se granulares, em po ou
aveludado, devido a uma trama de micélio aéreo (Ambarwati et al., 2012). Esta
diferenciacdo morfolégica de Streptomyces envolve a formacdo de uma
camada de hifas que podem diferenciar-se em uma cadeia de esporos. Este
processo € unico entre as Gram-positivas que requer um metabolismo
especializado e coordenado (Procopio et al., 2012). O género Streptomyces é
capaz de formar associacfes com algumas plantas e colonizar o cortex, raizes
ou folhas, isso se deve principalmente a sua capacidade de metabolizar
diversas fontes de carbono organico (Suzuki et al., 2000; Sahli e Abdulkhair,
2012; Gopalakrishnan et al., 2014). Outras caracteristicas importantes deste
género inclui em excretar metabolitos antifingicos na rizosfera, promover o
crescimento da planta além de possuir a capacidade de produzir sideréforos e
fixar nitrogénio (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 germinacdo 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 patégeno. Shen et al. (2016) isolaram da
rizosfera de uma planta de morango saudavel uma estirpe identificada como
Streptomyces hygroscopicus que foi capaz de inibir o crescimento de fungos
patogénicos 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
concluiram que os isolados encontrados tem capacidade para atividade
antagbnica contra esses fitopatbgenos. Toumatia et al. (2016) testaram uma
estirpe de Streptomyces mutabilis contra Fusarium culmorum que causa uma
doenca em plantulas de trigo e observaram que houve reducdo da ocorréncia

da doenca (64,7%) e diminuicdo da gravidade da doenca (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 algoddo contra patégenos (Yin et al., 1965). Nos
Estados Unidos um inoculante a base de Streptomyces lydicus WYEC 108 é
comercializado para controle de podriddo radicular em plantas ornamentais,
hortalicas e espécies florestais (Embrapa, 2012). Outro produto comercializado
nos EUA, Finlandia, Alemanha e Canada também contendo Streptomyces é
recomendado para evitar podriddes, tombamentos e murchas em culturas
agricolas e ornamentais (Embrapa, 2012). No Brasil ainda ndo é
comercializado inoculante a base de Streptomyces incentivando assim
pesquisadores a buscarem microrganismos com efetivas atividades benéficas
(biocontrole de fitopatégenos e/ou incremente do crescimento) em culturas de

interesse.

3.5 Promocéo de Crescimento Vegetal e Actinobactérias

Actinobactérias representam uma alta proporcdo da biomassa
microbiana do solo e tem a capacidade de produzir ampla variedade de
antibiéticos e enzimas extracelulares (Doumbou et al., 2001). Interacdes diretas
e indiretas entre actinobactérias e outros microrganismos ndo patogénicos no
solo também influenciam o crescimento da planta, por exemplo, Abdel-Fattah e
Mohamedin (2000) reportaram que actinobactérias estimularam a intensidade
de formacgé&o 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 promocao indireta do crescimento das plantas
ocorre quando PGPR diminui ou evita os efeitos deletérios de um ou mais
organismos fitopatogénicos (Glick, 1995). A promocao direta do crescimento
das plantas, na maioria das vezes, ocorre pela producédo de reguladores de
crescimento de plantas (Patten and Glick, 2002), como a disponibilidade de
ferro pela producdo de sideréforos (Carrillo-Castafieda et al., 2002), a fixacao
de nitrogénio (Madhaiyan et al., 2009), producdo de horménios (Patten and
Glick, 2002) e solubilizagéo de fosfatos (Hamdali et al., 2008 b).
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A producdo de sideréforos confere vantagens competitivas para as
PGPR que podem colonizar raizes e excluir outros microrganismos daquele
nicho ecolégico (Haas and Défago, 2005). PGPR também sao capazes de
produzir reguladores do crescimento vegetal como auxinas, giberelinas e
etileno (Harikrishnan et al., 2014). O Acido indol-3-acético é o principal membro
das auxinas, 0s microrganismos que colonizam a rizosfera e utilizam os
exsudatos das raizes sintetizam e liberam auxinas como metabdlitos
secundarios (Strzelczyk and Pokojska-Burdziej, 1984). O AIA é produzido
naturalmente nas plantas e controla varios processos fisiologicos como
alargamento e diferenciacdo de tecidos, resposta a luz e gravidade,
similarmente estimula a germinacdo de esporos e elongacdo do micélio em
Streptomyces sp. (Matsukawa et al., 2007).

A deficiéncia de fosfato é um dos fatores limitantes na producédo
agricola. Microrganismos que sdo capazes de solubilizar fosfatos insoluveis
transformam em complexos metalicos ou em hidroxiapatita e liberam fosfatos
livres (Rodriguez 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 METODOS

4.1 Origem dos microrganismos

Todo material biolégico utilizado no presente trabalho encontra-se
depositado na colecdo de isolados do Laboratério de Microbiologia
Ambiental/DMPI/ICBS/UFRGS.

Os isolados fungicos 98004 (Cruz Alta - RS), 98012 (Lagoa Vermelha —
RS), 98032 (Engenheiro Beltrdo — PR) foram selecionados baseados em
resultados obtidos em testes de patogenicidade em trabalho anterior em nosso
laboratério (Minotto et al., 2014b). Os trés apresentaram sintomas da doenca
na germinacao, nas folhas e colmos. Estes isolados foram recuperados, a partir
de tubos com meio de cultura agar batata dextrose (BDA) inclinado cobertos
com um filme de 6leo mineral. Os isolados fungicos 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 raizes 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 agar amido caseina — ACA
(10g amido, 0,3g caseina, 2,0g KNO3, 2,0g NaCl, 2g K2HPO4, 0,05g,
MgS047H20, 0,02g, CaCO3, 0,01g, FeSO47H20, 159 agar, 1000 mL de agua

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

4.2 Producéo do in6culo fangico

Os isolados de B. sorokiniana foram multiplicados em meio de cultura
SNA (1g KH,PO4, 1g KNOg3, 0,59 MgS0,4.7H,0, 0,2g KCI, 0,2g glicose, 0,29
sacarose, 20g agar, 1000mL de &gua destilada) ou agar cenoura (200 g
cenoura cozida, triturada e coada, 200 mL de agua destilada, 4g agar),
especificos para a esporulacdo de fungo e incubados em estufa, tipo B.O.D por
10-15 dias a 28°C com fotoperiodo de 12h (12h luz/12h escuro). Para a
padronizacdo do inoculo fungico adicionou-se sobre as colbnias 5 mL de
solucéo salina estéril (0,9%) contendo surfactante Tween 20 (monoleato de

polioxietileno sorbitan) e friccionou-se levemente a superficie da colénia com
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uma alca de Drigalski. Os esporos foram removidos e a suspensao transferida
para tubos conicos estéreis. A concentracdo final de esporos foi ajustada para

10* esporos/mL, por meio da contagem de conidios em camara de Neubauer.

4.3 Avaliacdo do potencial antifungico dos isolados de actinobactéria

frente aos isolados de B. sorokiniana

A atividade antifungica 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 trés isolados de B. sorokiniana (98004,98012 e 98032). Sob condicdes
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 auséncia de luz. Decorrido esse periodo
verteu-se sobre as colonias dos isolados uma camada de meio de cultura BDA
inoculado com a suspenséo fungica, previamente preparada na proporcédo 1:9,
utilizando-se a técnica “pour plate”. As placas foram incubadas por quatro dias
a uma temperatura de 28°C na auséncia de luz.

A avaliacdo da atividade antifiungica dos isolados de actinobactéria foi
realizada por meio da mensuragéao dos halos de inibicéo e colbnias, utilizando
um paquimetro, em duas direcbes para cada uma das trés repeticbes. Os
dados obtidos foram expressos em centimetros (cm). O indice de antibiose
(IA) foi determinado pela relagdo halo/colénia, obtida pela relacdo da média
do didmetro do halo pela média do diametro da coldnia (Rosato et al., 1981).

IA = média didmetro do halo (cm)/ média do diametro da colénia (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 diametro
da cultura do fungo, cultivada previamente em meio BDA a 28°C durante 10
dias, foi transferido para uma nova placa contendo meio BDA a uma distancia
de 1 cm da borda da placa. Do lado oposto ao fungo foi inoculado por estrias a
cultura de actinobactéria com distancia de 1 cm da borda da placa. As placas

foram incubadas a 28°C. A inibicdo do crescimento fungico (%) foi calculada



14

utilizando a formula (R1-R2/R1) x 100, onde R1 é o crescimento radial do fungo
inoculado sem exposicdo a 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 distancia de 1 cm da borda da
placa e observado o crescimento do fungo até que o mesmo atingisse toda a

superficie da placa. O experimento foi realizado em triplicata.

4.4 Teste de sanidade e germinacédo das sementes de trigo

Sementes de trigo das cultivares Thio Mestre e Marfim (consideradas
moderadamente suscetiveis & mancha marrom de acordo com as indicacdes
técnicas de Trigo e Triticale, ambas indicadas para o cultivo na regido sul do
pais) (Embrapa Trigo, 2016), foram gentilmente cedidas pela Fepagro Nordeste
— Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria, Vacaria/RS, Brasil. Estas
sementes foram submetidas aos testes de germinacdo 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 repeticbes de 50
sementes sobre um papel de filtro umedecido, enrolados e colocados dentro de
sacos plasticos. Foram incubados em estufa tipo B.O.D, com fotoperiodo de 12
horas por sete dias a 25°C para germinacdo das mesmas. ApoOs esse periodo,
as sementes foram examinadas individualmente quanto a porcentagem de
germinacao e com auxilio de um estereomicroscopio avaliou-se a ocorréncia de

frutificacOes tipicas do crescimento flungico.

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

Amostras de 100 sementes de trigo das cultivares Thio Mestre e Marfim
foram submetidas & desinfestacdo superficial em &lcool 70% (2 min.),
hipoclorito 2,5% (2 min.) e trés lavagens com &gua destilada estéril. As
mesmas foram acondicionadas em frascos Erlenmeyers contendo uma
suspensdao de esporos do isolado 98004, previamente ajustada para
concentracdo de 10* - 10° esporos/mL. As sementes de trigo nesta suspensao
foram mantidas a temperatura ambiente por 24 horas apos esse periodo, as

sementes foram distribuidas em quatro repeticdes de 25 sementes, sobre papel
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filtro previamente umedecidos com agua destilada estéril. Os mesmos foram
enrolados, colocados em sacos plasticos individualmente e incubados em
estufa tipo B.O.D a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas para germinacéo. Ao
sétimo dia apés a infestacdo avaliou-se o nimero de sementes germinadas,
presenca de lesdes nas folhas e no colmo e podriddo da semente. O controle

consistiu de sementes sem infestagdo do fungo.

4.6 Caracterizacao fenotipica dos isolados R18(6) e 6(4)
4.6.1 Solubilizacdo de Fosfato
Os isolados foram crescidos em meio NBRIP (10g de glicose, 5g de
Caz(POy)2, 0,19 (NH4),S0O4, 5g MgCl,.6H,0, 0,25g MgS0,4.7H,0, 0,2g KCI, 159
agar e 1000mL de agua 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 avaliagédo foi determinada pela presenca

ou auséncia de halos sob o crescimento da col6nia.

4.6.2 Producéo de Sideroforos

A producédo de siderdéforos 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 KoHPO4, 0,075 g MgSQO,, 0,75 g glicerol, 250 mL
de agua 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 ap6s 500 uL
foram transferidos para novos tubos para reagir com 500 pL do corante
Cromoazurol-S (CAS) (Anexo ). A reacdo positiva foi indicada pela mudanca

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

4.6.3 Producédo de Auxinas
Esta avaliacdo foi realizada segundo método de Gordon e Weber (1951).
Os isolados foram crescidos previamente em meio TSB (caldo de soja triptico)
10% (3g.L™) suplementado com 5 mM de triptofano e incubadas em 28°C sob
agitacdo de 115 rpm. A cada 48 h pelo periodo de 264 h, 2 mL do in6culo
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foram transferidos para tubos de microcentrifuga e centrifugados a 13000 rpm
por 5 min. A produgédo de auxina foi determinada transferindo-se 500 pL do
sobrenadante para tubos contendo 500 pL do reagente Salkowski (2,4 g FeCls,
84,2 mL H,SO,4). Os tubos foram armazenados no escuro por 30 min. a
temperatura ambiente. A intensidade de cor foi determinada por
espectrofotometria a 520 nm.

Para a determinacdo da concentracdo de auxinas foi preparada uma
curva de calibracdo com diferentes concentracdes do composto Acido 3-
indolilacético da marca Dinamica (0,2; 5,625; 11,25; 22,55 e 45 pg/mL).

4.6.4 Fixacao de Nitrogénio

Os dois isolados de actinobactérias foram cultivadas em tubos de
penicilina com tampa de algoddo contendo 10 mL de meio NFb ( 5 g acido
malico, 5 g KoHPOy,, 0,2 g MgS0O,4.7H,0, 0,1 g NacCl, 0,01 g CaCl,2H,0, 4 mL
Fe.EDTA (solucédo 1,64%), 2 mL azul de bromotimol (0,5%), 1,75 g/L &gar, 1 L
de agua destilada, pH 6,8 e 2 mL de uma solucdo de micronutrientes (Anexo
I), incubadas a 25, 28 e 30°C e avaliadas ap6s 14 dias. A capacidade em
crescer neste meio de cultura livre de nitrogénio associada a alcalinizacao
deste, verificada pela mudanca da cor do meio de verde para azul, e em alguns
casos também formar pelicula, € considerado positivo (Boddey et al, 1995;
Kuklinsky-Sobral, 2004).

4.7 Avaliacdo da atividade antifingica e promotora de crescimento, in
vivo, dos microrganismos endofiticos
4.7.1 Infestacdo 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
a desinfestacdo como descrito anteriormente. As mesmas foram secas em
papel de filtro estéril e imersas em uma suspensdo contendo propagulos dos
isolados de actinobactéria. Para a suspensdo de propagulos estes
microrganismos foram multiplicados em caldo amido caseina em temperatura

de 28°C, sob agitacdo de 115 rpm por 72 h. ApGs este periodo, transferiu-se 5
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mL desta suspenséo para novos fracos contendo 50 mL do mesmo meio de
cultura incubados nas mesmas condi¢bes anteriores por 72 h. Apds esse
periodo a concentracdo de propéagulos encontrava-se em 10%® UFC/mL. A
infestacdo das sementes foi realizada depositando-as nesta suspensao e

mantida sob agitacéo por 4 horas a 25°C.

4.7.2 Colonizacdo in vitro de raizes de plantulas de trigo
pelos isolados Streptomyces

Para avaliar a capacidade dos isolados em colonizar o sistema radicular

de plantulas de trigo foi utilizado o protocolo descrito por Queiroz et al. (2006)
com modificacdes. As sementes de trigo cv. Thio Mestre e Marfim foram
desinfestadas, secas em papel filtro estéril e infestadas como descrito no item
4.7.1. Apos, cada semente foi transferida, com auxilio de uma pingca estéril,
para tubos de ensaio contendo meio de cultura agar-agua (0,6%). Os tubos
foram incubados em estufa tipo B.O.D sob fotoperiodo de 12 horas a 25°C por
sete dias para germinacdo. A avaliacdo foi realizada por meio de observacéo
dos tubos a olho nu, contra luz, verificando-se a turvacdo ou ndo do meio em
torno do sistema radicular, indicativo da presenca da suspensao bacteriana.
Para confirmar a presenca destes microrganismos colonizando a superficie
el/ou tecidos internos as raizes 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 solugéo salina.

4.7.3 Ensaio em casa de vegetacao

O ensaio em area experimental foi realizado com a finalidade de avaliar
a capacidade dos isolados R18(6) e 6(4) em controlar a mancha marrom,
podriddo da raiz e promover o crescimento das plantas de trigo. A éarea
experimental estd localizada no Departamento de Fitossanidade - Faculdade
de Agronomia da UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. Este espaco € destinado a
implementagdo de ensaios in vivo e é caracterizada por ser uma area coberta
com plastico transparente, com mesas que recebem a luz do dia, e a entrada e

saida 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 plastico descartavel (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 agua na altura de dois dedos que era reposta sempre que necessario.
Apos a germinacdo das sementes, realizou-se o desbaste deixando-se duas
plantulas por vaso. O experimento foi mantido por nove semanas.

A suspensdo de B. sorokiniana (isolado 98004) foi aplicada de duas
maneiras:
1) inoculacdo no substrato utilizando uma suspensdo fungica de 10*
esporos/mL do isolado;
2) aspersao da parte aérea com atomizador (compressor de ar modelo AS 176
40psi, pistola Steula BC64), a 40 cm distancia das folhas, visando
homogeneidade de dispersédo da suspensédo de esporos.

Para a realizacdo 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 aspersao na parte aérea,
- Tratamento 4: Sementes infestadas com 5 mL de suspensdo de
actinobactéria no momento do plantio e B.sorokiniana inoculado por asperséo
na parte aérea,;
- Tratamento 5 (Controle): Sementes sem infestacao;
- Tratamento 6 (Controle): Sementes infestadas com B.sorokiniana no
momento do plantio;
- Tratamento 7 (Controle): Sementes sem infestaacdo de actinobactéria mais

B.sorokiniana inoculado por aspersao na parte aérea.
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No tratamento 2 o substrato foi inoculado com uma suspensdo de 10*
esporos/mL de B. sorokiniana no estdgio GS 15, 35 (Zadoks et al., 1974). No
tratamento 4 uma suspensédo de 10® UFC/mL da actinobactéria foi adicionado
as sementes no sulco de semeadura. Nos tratamentos 3, 4 e 7 as plantas de
trigo no estagio GS 15, 35 foram aspergidas com uma suspensao de B.
sorokiniana previamente ajustada em 10* esporos/mL. As plantas foram
submetidas a camara umida por 24 h antes e 48 h depois da aspersdo. 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 Andlise estatistica
Este ensaio foi conduzido em cinco replicatas. A analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste Bonferroni, ambos com P<0,05 com o

programa SPSS verséo 18.

4.7.5 Avaliagdo da severidade da mancha marrom nas folhas
de trigo

Apbs as 48 horas da aspersao, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo sem controle de temperatura e com luminosidade natural. Foi
escolhido aleatoriamente um vaso de cada tratamento que recebeu aspersao
da suspensado de B. sorokiniana. Destas plantas localizou-se a 42 ou 52 folha
que foram fixadas com fita adesiva em uma superficie plana e fotografadas
com camera digital (Sony alfa 35) com distancia de 20 cm de altura. O periodo
de observacédo foi a cada dois dias a partir da manifestacdo da doenca até
completar dez dias. Posteriormente fez-se avaliagdo da severidade da mancha
foliar com auxilio 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 necréticas pequenas e sem bordas
clordticas; (++) representa intermediaria severidade com manchas necroticas
com bordas cloréticas definidas e (+++) representa alta severidade, onde as

manchas necréticas sdo maiores e a clorose ndo tem bordas definidas
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tomando boa parte da area foliar, debilitando a planta.

Figura 2: Escala de classificagdo da severidade da mancha marrom baseada
na escala modelo de Fetch Steffenson (1999). A: (+) baixa severidade; B: (++)
intermediaria severidade; C: (+++) alta severidade.

4.7.6 Observacao da colonizagdo das raizes de trigo tratadas
com os isolados de Streptomyces por Microscopia
Eletrénica de Varredura

As amostras de raizes 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 Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
conforme Anexo lII.

As raizes foram fixadas, lavadas e desidratadas. Apos estas etapas foram
dessecadas no equipamento de Ponto Critico (Critical Point Dryer/ Balzers
CPD030). Em seguida foram coladas em “stubs” com fitas adesivas de
carbono. Na sequéncia foi realizada a metalizagdo das amostras com o
equipamento Sputter Coater/ Balzers SCD050. Por fim, foram visualizados em
MEV JSM 6060 em voltagem de 10 kV.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do potencial antifingico dos isolados de actinobactéria
frente aos isolados de B. sorokiniana

Foi utilizado o método da dupla camada para verificar a a¢éo antifingica
in vitro destes isolados contra o B. sorokiniana. Os resultados mostraram que
somente o isolado R18(6) foi capaz de inibir o crescimento dos trés isolados de
B. sorokiniana (98004, 98012 e 98032) testados como mostra a Figura 3. Foi
possivel observar que utilizando esta técnica o isolado 6(4) foi capaz de
crescer no meio de cultura, porém néo inibiu o crescimento dos isolados de B.
sorokiniana.

Os halos formados pelo isolado R18(6) foram mensurados e o célculo
do indicie de Antibiose (IA) foi determinado, o isolado de B. sorokiniana 98032

sofreu a maior inibicdo (Tabela 1).

Figura 3: Ensaio da dupla camada ilustrando os halos de inibicdo formados
pelo isolado R18(6) frente a trés isolados de B. sorokiniana apos sete dias
de incubagdo 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.
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Tabela 1: indice de antibiose do isolado Streptomyces R18(6) contra trés

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

Isolado de B. Média do Média do indice de

sorokiniana diametro da diametro do Antibiose
col6nia (cm) halo (cm)

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

98012 (Lagoa
Vermelha-RS)
98032 (Engenheiro
Beltrdo-PR)

0,57 1,58 2,75

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 inibicdo do crescimento fungico utilizando esta técnica.
A porcentagem de inibicdo 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.

Streptomyces 6(4)

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

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

5.2 Teste de sanidade e germinacdo de sementes de trigo

Foi avaliada a porcentagem de sementes germinadas das cultivares Thio
Mestre e Marfim. A cultivar Thio Mestre teve 96% de germinagéo e a cultivar
Marfim 80% de germinacdo. Também foram identificados por analise

microscopica o crescimento de fungos do género Alternaria sp. e Aspergilus

sp.
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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 0 maior
indice de antibiose quando comparado com o isolado 98012 (Tabela 1) foi
avaliado quanto a 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
germinacao. Observou-se que 98% das sementes da cultivar Marfim que foram
infestadas com o patégeno ndo germinaram (Tabela 2). As lesbes em folhas
(necrose e clorose) manifestaram-se nas duas cultivares, porém foram poucas
manchas desenvolvidas durante este periodo. A podriddo das sementes afetou
30% da cultivar Thio Mestre e 25% da cultivar Marfim, interferindo também na
germinacao das mesmas (Tabela 2).

Na parte aérea (folhas) os sintomas foram caracterizados pela formacao
de pequenas lesdes de coloracdo marrom-escura e halo amarelado, ou por
clorose em algumas regides da folha. O sintoma de podriddo da semente foi
caracterizado por intensa esporulagédo 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 infestacao do patégeno.

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

e plantulas de trigo.

, Germinag&o Podridéo da Les3o na
Cultivar (%) semente folha
(%) (%)
Thio Mestre 32 30 >
Controle 100 0 0
Marfim 2 o5 1
Controle 08 0 0
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5.4 Caracterizagao fenotipica dos isolados de actinobactéria
Os isolados 6(4) e R18(6) foram capazes de solubilizar fosfato, fixar

nitrogénio e o isolado 6(4) produziu sideréforos em 28°C (Tabela 3).

Tabela 3: Solubilizacdo de fosfato, fixagdo de nitrogénio e producdo de
sideréforo dos isolados de actinobactéria.

Solubilizacao de Fixacéo de Producéo de
Fosfato* Nitrogénio Sideréforo
Isolado ) )
(21 dias) (14 dias) (48 h)
28°C 28°C 28°C
6(4) ++ + +
R18(6) + + -

(-) auséncia de producéo; (+) producdo positiva; * (+) Isolado com atividade positiva com

relagdo H/C < 1; (++) Isolado com atividade positiva com relagdo H/C =1 < 3.

A producdo de sideroforos foi verificada pelo método colorimétrico
conforme descrito no item 4.6.2. Foi possivel observar qualitativamente que a
producéo de sideroforos ocorreu somente com o isolado 6(4) revelando a cor

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

Figura 5: Producéo de sideroforos pelos isolados de Streptomyces sp. Cor

alaranjada indica reacao positiva, cor escura indica reacao negativa.
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A producao de auxina foi avaliada durante 264 horas, sendo que as
aliguotas para mensuracao colorimétrica foram coletadas a cada 48 h. A partir
de uma curva padrdo com concentracfes de auxina conhecidas, gerou-se a
equacado y = 0,0159x + 0,088, onde y € a absorbancia adquirida pelos isolados
e X € a concentragcdo de auxina em pg/mL produzida por eles.

A figura 6 mostra a equivaléncia da concentracdo de auxina produzida
pelos isolados R18(6) e 6(4). O isolado R18(6) apresentou a maior producao de
auxina na ultima verificacdo (264 h) com 6,95 pg/mL, porém iniciou a producéo
deste composto antes do isolado 6(4) em 96 h de crescimento, o isolado 6(4)
alcangou sua méxima producéo em 192 h de incubagéo com 10,75 pg/mL.

16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,75
10,00 - 9,56
8,00 1 695| |e0s WRIS(6)

Concentracao de auxina em ua/mL

264

582 | =
6,00 1 5,16 4,91 8(4)
4,00 - 3,02 a
2,00 A 1,12
0,00 T -[ T T T
48 96 144 192 240

Tempo de incubacgéo (h)

Figura 6: Concentragbes de auxina em pg/mL produzido pelos isolados de

Streptomyces R18(6) e 6(4) durante 264 horas de incubag&o em 28°C.



26

5.5 Colonizacéao in vitro de raizes de plantulas 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 agar-agua 0,6%. Retirando-se a raiz dos
tubos e depositando-a em meio ACA foi possivel verificar o crescimento das
actinobactérias ao redor das mesmas depois de trés dias (Figura 7).

Figura 7: Colonizag&o das raizes de trigo por isolados de Streptomyces sp. (A)
colonizacdo com o isolado R18(6). (B) colonizagdo com o isolado 6(4). (C)

controle - sementes sem infestagéo.

5.6 Ensaio em casa de vegetacao
5.6.1 Avaliagdo da promocéo 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 periodo de abril-junho houve diferenga 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 parametros. J4 no segundo periodo de junho-agosto ndo foi observado

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

nos periodos de abril-junho e junho-agosto.

Abril-junho Junho-agosto
Massa seca Massa seca
Tratamento Altura (cm) parte aérea Altura (cm) parte aérea
(mg) (mg)
6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6) 6(4) R18(6)
1 49,12 452 540°? 480°% 49,4° 50,9 2 740° 6702
2 44,5 48,6* 330° *560°  48,3* 492® 670® 550°
3 42,8 " 430" 260° 260"  40,3° 369° 330" 440°
4 42,8 " 43,7 350° 310" 39,5° 40,4° 410" 390°
5 46,5 * 470 ° 48,9° 710°
6 41,3° 220" 44,0° 390°
7 37,5¢ 250 ° 37,7° 330°
(1) Sementes infestadas com R18(6) ou 6(4); (2) Sementes infestadas com

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

B.sorokiniana; (4) Semente

inoculada com suspensdo de antagonista/aspersdo de

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

B.sorokiniana (controle); (7) Sementes sem inoculacdo/aspersdo de B.sorokiniana nas folhas

(controle). *Diferenca estatistica significativa entre as bactérias pelo Teste Bonferroni (p<0,05).

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo 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 periodos de abril-junho e junho-agosto.

Abril-junho Junho-agosto

Massa secade Comprimento de Massa secade Comprimento de

Tratamento raiz raiz raiz raiz

(mg) (cm) (mg) (cm)

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

1 370® 320% 21,97 224% 120% 160® 27% 352°
2 100¢ *250° 19,2° 209" 90 *120® 30,8* 281°
3 90¢ 80°¢ 19,9 183" 60° 60° 27,7% 252°?
4 90° 100° 279% 204" 60° 70° 286°% 30,12
5 250 ° 25,52 140 2 25,92
6 110°° 16,17 © 90 ° 29,22
7 90 ° 21,1 50 ¢ 27,62

(1) Sementes infestadas com R18(6) ou 6(4); (2) Sementes infestadas com
antagonista/B.sorokiniana no substrato; (3) Sementes infestadas com antagonista/asperséao de
B.sorokiniana; (4) Semente inoculada com suspensdo de antagonista/aspersdao de
B.sorokiniana; (5) Sementes sem infestagdo (controle); (6) Sementes inoculadas com
B.sorokiniana (controle); (7) Sementes sem inoculagéo/asperséo de B.sorokiniana nas folhas
(controle). *Diferenca estatistica significativa entre as bactérias pelo Teste Bonferroni (p<0,05).
Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
Bonferroni (p<0,05).
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5.6.2 Avaliacdo da severidade da mancha marrom e

podriddo da raiz nas plantas de trigo
A avaliacdo da severidade da mancha marrom nas plantas de trigo foi
realizada por analise de imagens capturadas com camera digital no periodo de

junho-agosto (Figura 8).
A |

B T
e S
B
B

A

Figura 8: Respostas das plantas de trigo a infestacdo com os isolados de
Streptomyces R18(6) e 6(4) e aspersédo de B. sorokiniana 98004. A) (++)
semente infestada com o isolado R18(6); B) (++) semente infestada com o
isolado 6(4); C) (++) inoculacdo no sulco da semeadura com o isolado
R18(6); D) (+) inoculacdo no sulco da semeadura com o isolado 6(4); E) e

F) (+++) sementes sem infestacdo com os isolados de Streptomyces.
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A semente que recebeu a infestacdo pela inoculacdo do Streptomyces
6(4) no sulco da semeadura foi capaz de resistir por mais tempo a severidade
da doenca, pois até o ultimo dia analisado as manchas cloréticas nao

aumentaram.

Na figura 9-A o isolado R18(6) se mostrou mais eficiente em proteger a
raiz do apodrecimento em relacdo 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 infestagdo dos isolados Streptomyces R18(6) e 6(4) na
protecéo de raizes 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 doencga. Periodo de abril-junho.
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5.6.3 Visualizagdo de amostras de raiz de trigo em MEV

Para a verificarmos a colonizagdo dos isolados R18(6) e 6(4) nas raizes
de trigo, as amostras foram visualizadas em Microscopia Eletrbnica de
Varredura (Figura 10).

o

Dol \

Figura 10: Microscopia Eletronica de Varredura: (A) células do isolado de
Streptomyces R18(6) em formacdo de cadeia de esporos, aderidas a raiz de
trigo (950, 10 kv, 20 um); (B) células do isolado de Streptomyces 6(4) em
formacao de cadeia de esporos, aderidas a raiz de trigo (750, 10 kV, 20 um).

As amostras visualizadas foram de (a) tratamento 4 onde as sementes
receberam a suspensdo de Streptomyces R18(6) no sulco da semeadura. Em
(b) tratamento 3 onde as sementes foram infestadas com Streptomyces 6(4)
sob agitagdo. Observou-se o inicio da formagéo de cadeia de esporos simples

em formato retinaculum-apertum (setas) caracteristico de Streptomyces sp.
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6. DISCUSSAO

Evidéncias indicam que as actinobactérias sdo quantitativa e
qualitativamente importantes na rizosfera, onde podem influenciar o
crescimento das plantas e proteger as raizes destas contra a invasao por
fungos patogénicos 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
caracteristicas sao importantes para o0 aumento da nutricdo e crescimento das
plantas e também garantem maior competitividade destes microrganismos,
conferindo pontos positivos para a acdo do biocontrole de doencas
(Palaniyandi et al., 2013).

Em nosso experimento foi possivel observar a atividade antifungica 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 fungico. Esta atividade pode ser decorrente da necessidade de
excretar substancias (enzimas e/ou metabdlitos) resultantes do estresse e da
competicdo e por estarem em um meio de cultura (BDA) que nédo 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 género Streptomyces. Taechowisan et al. (2003)
realizaram o pareamento de cultura para isolar actinomicetos endofiticos com
atividade antifingica e também verificaram que a maioria dos isolados com
esta capacidade eram do género Streptomyces sp. A producdo de enzimas
excretadas sozinhas ou em associacdo a outros compostos, como antibiéticos,
podem ser utilizados pelo microrganismo produtor para a competicdo com
outras espécies microbianas (Helisto et al., 2001).

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

guanto a sua capacidade de manifestar a doenca nas cultivares de trigo, Thio
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Mestre e Marfim. Neste ensaio observou-se que este isolado foi capaz de
manifestar sintomas da doengca em sementes e plantulas de trigo. A podridado
da semente que impede a germinacdo das mesmas foi o sintoma com maior
incidéncia dentro do periodo analisado nas condicfes do ensaio. Este resultado
esta de acordo com Minotto et al. (2014 a) no qual obteve alto indice de
podriddo 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 raizes de plantulas de trigo. A regido 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 raizes é uma caracteristica importante para uso de
agentes de biocontrole, além de ser um indicativo da capacidade destes
microrganismos em competir por este espa¢o no solo (Shneider, 1982; Bais et
al., 2004). A metodologia utilizada com meio agar-agua 0,6% nos possibilitou
verificar a colonizacdo das actinobactérias nas raizes de trigo, ao se desprezar
a parte de cima do meio de cultura e com pinc¢a estéril transferir as raizes para
meio especifico de crescimento de actinobactérias como ACA verificou-se o
crescimento das mesmas ao redor das raizes em poucos dias. Provavelmente,
0 que as mantinha nesta interagdo eram o exsudatos ricos em nutrientes
liberados pela raiz, pois 0 meio agar-agua ndo possui nutrientes suficientes
para manter a sobrevivéncia destas bactérias. Tokala et al. (2002) observaram
esta caracteristica para o género Streptomyces. Ao final do experimento em
casa de vegetacdo, coletaram-se amostras de raizes das sementes que
haviam sido infestadas com os isolados R18(6) e 6(4), e observou-se por
microscopia eletrdnica de varredura a presenca destes na superficie das raizes
em formacao de cadeia de esporos, confirmando que estas bactérias tiveram a
capacidade de colonizar e sobreviver nas raizes destas plantas de trigo.

A colonizacédo da raiz e producéo 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 relacéo ao controle, observado no periodo de
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abril-junho (Tabela 3). Varios 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 germinacéao,
elongacéo 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., sdo melhores para colonizar a rizosfera da planta, mostrando
potencialidade como agente de biocontrole contra uma gama de fungos
patogénicos radiculares.

No periodo de abril-junho o isolado R18(6) influenciou no aumento da
massa seca da parte aérea das plantas de trigo mesmo na presenca do
fitopatégeno (Tabela 3). De acordo com trabalhos de Jog et al., (2014),
Gopalakrishnan et al.,, (2013 and 2014) e Palaniyandi et al.,, (2014) a
inoculacdo 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 doengas também relatam o aumento da
biomassa da planta e aumento da producdo (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 biologico e crescimento vegetal, como a
capacidade de solubilizar fosfatos e produzir sideréforo (no caso do isolado
6(4)). A deficiéncia de fosfato € um fator limitante na producéo agricola, assim
a solubilizacdo e mineralizacdo do fésforo por bactérias solubilizadoras de
fosfato € uma caracteristica 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
producdo de sideroforos por bactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB) pode limitar a captacdo de ferro pelo patégeno diminuindo sua
capacidade de proliferacdo (Kloepper et al., 1980; Dowling et al., 1996).
Schippers et al. (1987) sugeriram que este mecanismo € eficaz porque PGPB

produzem sideréfors que tem afinidade muito maior pelo ferro disponivel do
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gue patdgenos fangicos.

Bactérias promotoras do crescimento de plantas podem desencadear
um fendmeno conhecido como resisténcia sistémica induzida (ISR) que é
similar a resisténcia sistémica adquirida e que ocorre quando as plantas ativam
seus mecanismos de defesa em resposta a infeccdo por um agente patogénico
(Pieterse et al., 2009). A inoculacdo do antagonista em um periodo anterior a
inoculacéo do fungo no solo pode ter induzido a resisténcia sistémica da planta,
resultando em uma maior tolerancia ao fitopatdégeno, 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 fitopatdégeno, melhorou a defesa da planta contra Ralstonia solanacearum.
Van Loon (2007) afirmou que as rizobactérias podem reduzir a atividade de
microrganismos patogénicos ndo apenas através do antagonismo, mas
também ativando a planta para melhor se defender.

A infestacdo do fungo na parte aérea das plantas e o teste de
patogenicidade mostrou a alta viruléncia deste isolado de B. sorokiniana. Este
resultado est4 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 concentracdes do fungo na parte aérea resultou em plantas que, apesar
de néo deixarem de ser afetadas pela mancha marrom, conteve o avanc¢o da
clorose nas folhas por mais tempo. Sugere-se que este comportamento tenha
sido resultado da resisténcia sistémica causada pelo antagonista. Pois no
tratamento controle (Fig. 8-E e F) a clorose ja havia tomado boa parte da area
foliar no sétimo dia.

Os isolados de actinobactérias utilizados nesse trabalho mostraram acéo
antagbnica contra B. sorokiniana, impedindo a podriddo radicular em
experimento em casa de vegetacado 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 doencas
causadas por B. sorokiniana. Ensaios utilizando uma mistura dos dois isolados
de actinobactéria e testes a campo para confirmacéo dos resultados obtidos

sao sugeridos para trabalhos futuros.
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7. CONCLUSAO

1. O isolado de Streptomyces R18(6) mostrou atividade antifungica contra B.
sorokiniana pelo método da dupla-camada e cultura pareada.

2. O isolado de Streptomyces 6(4) mostrou atividade antifungica contra B.
sorokiniana pelo método da cultura pareada.

3. O isolado 6(4) foi capaz de solubilizar fosfato, fixar nitrogénio, produzir &cido
indol-acético e sideroforos. O isolado R18(6) ndo produziu sideréforos.

4. Os dois isolados de actinobactéria foram capazes de colonizar as raizes de
trigo observadas tanto no ensaio em placa quanto no ensaio em casa de
vegetacao, visualizado por microscopia eletrénica de varredura.

5. Estes isolados de actinobactéria mostraram potencial na a¢éo do biocontrole
da mancha marrom e podridao 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 condicdes estudadas.
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9. ANEXOS

| — PREPARACAO DA SOLUCAO DO CORANTE COMPLEXO CROMO
AZUROL (CAS):

60,5 mg de CAS [CAS/ iron (ll)/ hexadeciltrimetil aménio brometo] em 50 mL
de agua destilada, adicionar a 10 mL de solucédo FeClz colocar a solucdo em
agitacdo e adicionar vagarosamente uma solugao de 72,9 mg de Brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) previamente dissolvido em 40 mL de &gua,

autoclavado por 15 min.
- SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES:
0,2 g NaMoO,2H,0, 0,235 g MnS0O.4H,O, 0,28 g H3BO; 0,008 g

CuS0O45H,0, 1 L de agua destilada.

lIl - PREPARACAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA MEV:

Fixacao:

Glutaraldeido 25% --------------- 1,2mL
Tampao Fosfato 0,2 M ---------- 5,0 mL
H,O destilada --2,8mL

- A fixacdo do material, por imersdo, deve ser feita imediatamente apos a
coleta. O periodo de fixacdo varia conforme a amostra. Sugere-se de no

minimo uma semana.

Lavagem:
Tampao Fosfato 0,2 M + H,O destilada proporcéo de 1:1
- O material deve passar por 3 lavagens (30 min/cada).

Desidratacgéo:
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.
Dessecacao:

- No aparelho de Ponto Critico, seguir exatamente o que diz o manual. Para se
obter principalmente uma boa imagem ao Microscopio, esta etapa € de suma
importancia. Caso ndo tenha experiéncia com o equipamento pec¢a auxilio ao
técnico responsavel. No CME utilizamos um CRITICAL POINT DRYER da
BALZERS CPDO030. Apo6s o Ponto Critico as pecas deverdo ser colocadas no
Stub, com o auxilio de uma lupa, para facilitar a visualizagdo do ponto ou area

de interesse, peca ajuda ao técnico para orientacdo na escolha do Stub.

Metalizacao:
- Esta etapa é feita na Metalizadora, tornamos o material condutivo por meio de
deposicdo 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 nao tenha experiéncia com 0 equipamento peca auxilio ao
técnico responsavel.
No CME utilizamos um SPUTTER COATER da BALZERS SCDO050.



