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RESUMO

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, filamentosas e predominantemente
aerdbias. No ambiente, sdo encontradas principalmente no solo, onde compdem uma das
maiores comunidades microbianas. Dentre estes microrganismos, 0 género Streptomyces
destaca-se por produzir compostos de metabolismo secundario com potencial antimicrobiano.
Os fungos fitopatogénicos representam um grande desafio, principalmente para a agricultura,
uma vez que sdo dificeis de serem eliminados. E comum a utilizacdo de fungicidas para este
caso, 0 que gera grandes impactos ambientais, além do aumento da resisténcia do
fitopatdgeno. Sendo assim, faz-se necessério um sistema de controle alternativo, onde o
controle bioldgico representa uma estratégia com potencial. Portanto, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antifungica produzida pelo isolado Streptomyces sp. 8S frente a
diferentes isolados de fungos fitopatogénicos. A atividade antifingica do isolado de
Streptomyces sp. 8S foi avaliada através do método de dupla-camada. A partir do indice de
Antibiose (IA) calculado, foi possivel observar que o isolado de Streptomyces sp. 8S foi
eficiente contra os isolados dos fungos fitopatogénicos Bipolaris sorokiniana, Fusarium
graminearum e Drechslera tritici-repentis testados. O maior IA (3,10) foi observado para o
isolado 98034P(1) de B. sorokiniana. Segue a importancia de se realizar novos estudos com

outros microrganismos ainda ndo testados.

Palavras-chaves: Streptomyces sp., fungos fitopatogénicos, antifungico.



ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF Streptomyces sp. AGAINST DIFFERENT ISOLATES

OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI.

Actinobacteria are Gram-positive, filamentous and predominantly aerobic bacteria. In
the environment, they are found mainly in the soil, where they make up one of the largest
microbial communities. Among these microorganisms, the genus Streptomyces stands out for
producing secondary metabolism compounds with potential antimicrobial. Phytopathogenic
fungi present a major challenge, especially for agriculture, since they are difficult to
eliminate. In this case it is common the use of fungicides, which generates great
environmental impacts, besides the increase of phytopathogen resistance. Thus, an alternative
control system is necessary, where the biological control represents a strategy with great
potential. Therefore, this study aimed to evaluate the antifungal activity produced by the
isolate of Streptomyces sp. 8S against different isolates of phytopathogenic fungi. The
antifungal activity of the Streptomyces 8S isolate was tested by the double-layer method.
From the calculated Antibiose Index (Al), it was possible to observe that the Streptomyces 8S
isolate was efficient against the phytopathogenic fungi Bipolaris sorokiniana, Fusarium
graminearum and Drechslera tritici-repentis tested. The highest value of the Al (3,10) was
observed for isolate 98034P(1) of B. sorokiniana. It is important to carry out new studies with

other microorganisms that have not yet been tested.

Keywords: Streptomyces sp., phytopathogenic fungi, antifungal.



INTRODUCAO

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, filamentosas e predominantemente
aerdbias. Estes microrganismos podem ser acidofilos ou alcalofilos. A grande maioria cresce
em pH neutro. Alguns destes microrganismos sdo conhecidos por formar micélio no substrato
e micélio aéreo em meios solidos (Goodfellow, 2012). No ambiente, sdo encontrados
principalmente no solo, onde compéem uma das maiores comunidades microbianas,
participando da decomposi¢cdo da matéria organica e de moléculas recalcitrantes. Podem ser
encontrados também em ambientes aquaticos, incluindo habitats extremos. Alguns podem ser
simbiontes, comensais, patdgenos de plantas ou habitantes do trato gastrintestinal

(Goodfellow, 2012).

O filo Actinobacteria € composto por microrganismos de morfologia bastante
diversificada, variando desde cocos a micélios altamente diferenciados. A ordem
Actinomycetales é composta por 63 géneros e representa grande parte da populacéo
microbiana do solo. Estes microrganismos sdo geralmente divididos em dois grupos, o0s
“actinomicetos nocardioformes™, caracterizados por apresentarem um micélio rudimentar
seguido de fragmentacdo, e o outro grupo denominado “esporoactinomicetos”, 0S quais S&o
caracterizados por exibirem uma rede de micélio aéreo bem desenvolvido, além da presenca
de esporos. Este ultimo grupo engloba os géneros Streptomyces, Microbispora e Actinoplanes,
entre outros. Dentre estes microrganismos, 0 género Streptomyces se destaca por produzir um
grande numero de compostos de metabolismo secundario com potencial antimicrobiano.
Segundo Watve et al. (2001), cerca de cento e cinquenta mil compostos antimicrobianos séo
encontrados no género Streptomyces. Varios compostos oriundos das actinobactérias ja foram
isolados e caracterizados e uma boa parte transformada em produto comercial para o
tratamento de diversas doengas humanas, veterinarias e agricolas. Entretanto, ainda ha um

grande numero de novos compostos a serem descobertos.



As actinobactérias representam ainda um importante grupo da comunidade microbiana
endofitica e rizosférica de diversas plantas. Sendo assim, este grupo de microrganismos é
muito estudado pela possibilidade de ser utilizado no controle microbioldgico, a partir da
producdo de compostos antimicrobianos entre outros metabdlitos secundarios, além da

capacidade de interagir com as plantas e outras popula¢Ges microbianas (Cao et al. 2004).

Os fungos fitopatogénicos representam um grande desafio para a agricultura, uma vez
que sdo dificeis de serem eliminados. E comum a utilizacio de fungicidas para este caso, 0
que gera grandes impactos ambientais, além do aumento da resisténcia do fitopatogeno.
Sendo assim, faz-se necessario um sistema de controle alternativo, onde o controle biol6gico
representa uma estratégia com potencial. Dentre alguns dos fungos que causam doencas em
plantas como o trigo, podemos citar Bipolaris sorokiniana, Fusarium graminearum e
Drechslera tritici-repentis. B. sorokiniana é conhecido por afetar o trigo, causando moléstias
como a mancha marrom ou helmintosporiose, ponta preta dos gréos, podriddo comum da raiz
e carvdo do no (Reis et al. 2001). Este fungo apresenta uma grande variabilidade fisiol6gica e
morfoldgica, desta forma, dificultando o seu controle e ocasionando perdas significativas na
producdo de trigo (Feltrin et al. 2011). F. graminearum € conhecido por causar a doenca
chamada giberela nas culturas de trigo. A reducédo no rendimento e a contaminagdo com as
micotoxinas de desoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV) séo alguns dos danos causados por
F. graminearum (Casa et al., 2004; Del Ponte et al. 2012). A mancha amarela do trigo,
causada por D. tritici-repentis, esta relacionada a uma reducdo na taxa de fotossintese da

planta (Tonin, 2012).

Segundo Luz (2001), sementes que foram tratadas com bactérias biocontroladoras e
infectadas com fungos fitopatogénicos como, B. sorokiniana, F. graminearum, D. tritici-

repentis e Stagonospora nodorum apresentaram baixa ou nenhuma incidéncia desses



patégenos, obtendo um resultando semelhante ao das sementes que sdo tratadas com

fungicidas.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifingica produzida
pelo isolado Streptomyces sp. 8S frente os diferentes isolados de fungos fitopatogénicos B.

sorokiniana, F. graminearum e D. tritici-repentis.

MATERIAL E METODOS

Isolados

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o isolado Streptomyces sp. 8S.
Este isolado é oriundo de processos de compostagem e pertence a bacterioteca do laboratdrio
de Microbiologia Aplicada do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia —
ICBS/UFRGS. O microrganismo foi identificado, juntamente com outros isolados, através de

provas morfologicas, bioquimicas e moleculares (Oliveira, 2003).

Os fungos fitopatogénicos utilizados neste trabalho foram B. sorokiniana, F.
graminearum e D. tritici-repentis, oriundos de diferentes origens (Tab. 1) e todos compdem
parte da micoteca do laboratério de Microbiologia Aplicada do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia — ICBS/UFRGS. O presente estudo utilizou cinco
isolados de B. sorokiniana, cinco isolados de F. graminearum e quatro isolados de D. tritici-

repentis.



Tabela 1. Origem dos isolados de Bipolaris sorokiniana, Fusarium graminearum e

Drechslera tritici-repentis utilizados no estudo.

Isolado Origem
B. sorokiniana 98034P(1) Vitdria, Parana
B. sorokiniana BS18M2P Poza Rica, México
B. sorokiniana Buri Cevada Buri, Séo Paulo
B. sorokiniana 903 Uberada, Minas Gerais
B. sorokiniana BS15M2P Delicias, México
F. graminearum Arapua Arapuéd/Coamo, RS
F. graminearum S&o Luiz Gonzaga S&o Luiz Gonzaga, RS
F. graminearum 09M134 Estoque do laboratério 323 - UFRGS
F. graminearum Passo Fundo Passo Fundo, RS
F. graminearum Arroz Pelotas, RS
D. tritici-repentis 27 Vacaria, RS
D. tritici-repentis 45 Trés de Maio, RS
D. tritici-repentis 5-C1/08 Ponta Pord, MS
D. tritici-repentis 11-C1/08 Maringa, Parana

Preparacéo da Suspensdo de Esporos

Os isolados de B. sorokiniana e F. graminearum foram inoculados em placas de Petri
contendo o meio de cultura agar cenoura (200g de cenoura cozida e triturada, 200 mL de agua
destilada, 4g de &gar), que é um meio de cultura para a esporulacdo destes fungos.

Posteriormente, os inoculos foram incubados por 10 dias a 28° C. Apds o periodo de



esporulacgdo, utilizou-se solucdo salina estéril com 3 gotas/litro de Tween 80R para fazer a
raspagem das placas. Com a ajuda de uma alca de Drigalski retirou-se os esporos da cultura.
A suspensdo obtida foi transferida para tubos conicos estéreis e, quando necessario, foram
realizadas diluicbes para a obtencdo de uma suspensdo com aproximadamente 3 x 10°
esporos/mL. A concentracdo foi ajustada através da contagem de conidios na camara de

Neubauer.

A esporulacdo de D. tritici-repentis ocorre em meio de cultura V8-BDA (10g &gar,
10g BDA, 3g CaCOg, 150 mL suco V8, completar com agua destilada para 1 litro). Ap6s o
indculo em meio V8-BDA as placas foram incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D.
no escuro durante cinco dias a uma temperatura de 25° C. Apds cinco dias, as placas foram
retiradas do escuro e realizou-se o estresse de micélio, onde as colénias foram cobertas com
agua destilada estéril. Em seguida, utilizou-se a base de um tubo de ensaio esterilizado para
“amassar” 0 micélio. Posteriormente, a &4gua foi removida e as placas foram incubadas
novamente a 25° C, porém, em luz constante durante 24 horas, com o objetivo de estimular a
producdo dos conidioforos. Decorridas 24 horas nessas condicOes, a temperatura foi reduzida
para 16° C e retornou-se para a condicdo de escuro por mais 24 horas. Neste periodo os
conidios foram produzidos. Ap6s o periodo de esporulacdo, com o auxilio de um pincel chato
de cabo n° 20, utilizou-se solugdo salina estéril com 3 gotas/litro de Tween 80R para fazer a
raspagem das placas. Com a ajuda de uma peneira, a solugdo obtida foi escoada para dentro
de um béquer. Para a contagem dos esporos utilizou-se 0 método da gota com volume
conhecido, onde foram pipetadas 3 gotas de 5 uL cada em uma ladmina de vidro. Em seguida,
realizou-se a contagem dos esporos por gota em microscopio (aumento de 100x). Apos a
contagem dos esporos das 3 gotas, foi realizada a media, que posteriormente foi multiplicada

por 200, para obter o resultado em esporos/mL, uma vez que, 200 gotas de 5 pL cada



completa 1 mL da solucdo. Sendo assim, quando necessario, a suspensdo foi diluida até

atingir uma concentracdo de 3 x 10° esporos/mL.

Avaliacdo da Atividade Antifungica

A avaliacdo da atividade antifingica foi realizada utilizando o método de dupla-
camada. O isolado de Streptomyces sp. 8S foi inoculado por picada em placas contendo o
meio de cultura agar amido caseina — ACA (10,0g amido, 0,3g caseina, 2,0g NaCl, 2,0g
KNO; 2,09 K;HPQO,, 0,059 MgSO,, 0,01g FeSO,, 0,02g CaCOs3) e posteriormente incubado
por cinco dias a 28°C. Foram realizadas trés picadas por placa, sendo que cada isolado de

fungo possuia 2 placas, portanto, no total foram 6 repeticdes.

Para a realizacdo do método de dupla-camada, 1 mL da suspensdo com 0s esporos de
B. sorokiniana, F. graminearum e D. tritici-repentis, foi homogeneizado com 9 mL de meio
BDA liquefeito e a mistura obtida foi vertida sobre as placas contendo o isolado de
Streptomyces sp. 8S crescido. Entéo, as placas foram incubadas durante quatro dias a uma
temperatura de 28° C. Ao final do periodo de incubacédo, observou-se a presenca ou auséncia
de halos de inibi¢do. O diametro dos halos e das coldnias de Streptomyces sp. 8S foi medido
com o auxilio de um paquimetro. Para cada isolado foi feito o calculo do Indice de Antibiose

(1A) utilizando a formula (Rosato et al. 1981):

IA = Média do Diametro do Halo

" Média do Didzmetro da Colonia




RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Streptomyces é amplamente conhecido por produzir metabolitos secundarios
gue atuam como antimicrobianos. Diferentes estudos descrevem espécies de Streptomyces
com atividade antiflngica (Shi et al. 2010; Spadari, 2010; Oliveira et al. 2010; Antunes et al.
2014). Sendo assim, o0 Streptomyces sp. 8S representa um microrganismo em potencial para
ser utilizado no controle microbioldgico dos fitopatdgenos testados no presente estudo, uma
vez que, 0 mesmo se mostrou eficiente no ensaio de dupla-camada, produzindo halos de
inibicdo. A formacdo dos halos de inibicdo depende do nivel de difusdo do composto no meio

de cultura sélido.

A atividade antifungica do isolado de Streptomyces sp. 8S foi testada em seis
repeticdes através do método de dupla-camada. A partir do indice de Antibiose (IA)
calculado, foi possivel observar que o isolado de Streptomyces sp. 8S foi eficiente contra 0s
isolados dos fungos fitopatogénicos B. sorokiniana, F. graminearum e D. tritici-repentis

testados.

Os resultados do indice de antibiose para B. sorokiniana foram bem semelhantes entre
si, sendo que, este foi o isolado que obteve os valores mais altos de 1A, quando comparado
com os outros isolados. O maior valor de IA (3,10) foi observado para o isolado 98034P(1) de
B. sorokiniana, demonstrando a atividade antifungica mais eficiente de Streptomyces sp. 8S
neste estudo. Para F. graminearum, o valor mais alto de 1A (2,94), foi observado para o
isolado Arapud. Ja D. tritici-repentis apresentou os valores mais baixos, quando comparado
com os outros isolados. Os isolados 11-C1/08 e 5-C1/08, respectivamente 1A (1,68) e (1,57),

apresentaram os menores valores para o indice de antibiose do presente estudo (Figura 1).
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Figura 1. Valores dos Indices de Antibiose (1A) obtidos no ensaio de dupla-camada do isolado

Streptomyces sp. 8S frente os diferentes isolados de fungos fitopatogénicos.

D. tritici-repentis foram os isolados fungicos menos suscetiveis a acdo do composto
produzido pelo Streptomyces sp. 8S o que resultou nos menores valores do indice de antibiose
sugerindo diferentes formas de atuacdo do composto antifingico produzido pelo isolado

Streptomyces sp. 8S.

Embora alguns estudos demonstrem que a producdo de antibidticos ocorre melhor em
meios sélidos quando comparado com culturas liquidas, podendo a atividade diminuir ou até
mesmo deixar de ser exibida (Oliveira et al. 2010), considera-se interessante realizar novos
ensaios para avaliar a atividade antiflngica de culturas liquidas, como por exemplo, o teste
com método de difusdo em poco, utilizado em estudos anteriores (Spadari, 2010; Borba,
2013). O ensaio de cultura liquida é mais interessante para a produgdo comercial dos
compostos. Segundo Oliveira et al. (2010), comercialmente sdo encontrados produtos como,

Actinovate, Actinolron e Mycostop, que sdo constituidos por esporos de Streptomyces sp.,



atuando como biocontroladores contra os fitopatdégenos Alternaria sp., Botritys sp., Fusarium
sp. e Phytophthora sp. Desta forma, reforcando a importancia do género Streptomyces no

controle bioldgico.

CONCLUSAO

A partir dos resultados dos indices de Antibiose (IA) obtidos foi possivel concluir que
o0 isolado Streptomyces sp. 8S possui atividade antifungica contra os fitopatogenos testados B.
sorokiniana, F. graminearum e D. tritici-repentis. Contudo, o objetivo geral do presente
estudo, além de demonstrar que o isolado Streptomyces sp. 8S possui atividade antifungica
frente os diferentes isolados de fungos fitopatogénicos, foi acrescentar que o mesmo € capaz
de produzir compostos antimicrobianos e antifangicos contra diferentes microrganismos como
demonstrado em estudos anteriores (Antunes, 2010 e 2014; Spadari, 2010; Borba, 2013). Para
isso, segue a importancia de se realizar novos estudos com outros microrganismos ainda nédo
testados como, bactérias Gram negativas, além de fungos de importancia clinica, como 0s
dermatofitos. A pesquisa de novas substancias que possuam atividade antimicrobiana e
antifingica representa uma area muito importante e que vem crescendo cada vez mais. O
surgimento de patdgenos considerados multi-resistentes tanto na area clinica quanto na
agricultura aumenta a busca por novos métodos que sejam eficientes para realizar o controle

bioldgico.
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