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RESUMO

Este estudo teve por objetivo selecionar e avaliar o potencial antag6nico de
isolados de actinomicetos obtidos de diferentes regides do Estado de S&o Paulo.
Foram obtidos 13 isolados, os quais foram submetidos a avaliacdo da atividade
antagbnica e a producdo de metabdlitos volateis, termoestaveis e livres de células que
pudessem interferir no desenvolvimento da colénia do fungo Phyllosticta citricarpa,
agente causal da mancha preta dos citros. No pareamento, fungo e cada um dos
isolados de actinomicetos foram cultivados simultaneamente, assim como para o teste
de producdo de compostos volateis, porém, utilizando placas de Petri bipartidas. Para
a producdo de compostos termoestaveis e livres de células, uma aliquota de meio
cultivado com a bactéria foi adicionada ao meio de cultura e submetido a
autoclavagem. Outra aliquota foi filtrada em membrana millipore e adicionada ao meio
fundente. Apds vertidos e solidificados os meios, discos do patégeno foram
transferidos para o centro das placas e, apds incubagéo realizou-se a medicdo das
colénias do fungo em dois sentidos perpendiculares. No pareamento, a maioria dos
isolados de actinomicetos testados inibiu, significativamente, a colénia de P. citricarpa.
Quanto a producdo de metabdlitos volateis, termoestaveis e livres de células, com
excecdo do isolado ACT-14, os demais produziram compostos que favoreceram o
desenvolvimento do fitopatbgeno em meio de cultura. Portanto, conclui-se que o
isolado ACT-14 apresenta-se como um forte candidato a um agente de controle
bioldgico contra P. citricarpa.
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ABSTRACT

This study aimed to select and evaluate the potential antagonistic actinomycete
isolates obtained from different regions of the state of S&o Paulo. 13 isolates were
obtained, which were evaluated for their antagonistic activity and production of volatile
metabolites, thermostable and free cells that could interfere with the development of
the colony of Phyllosticta citricarpa, causal agent of citrus black spot. In the dual cultive
the fungus and each actinomycete isolates were grown simultaneously as well as to
production of volatile compounds, however in this test was used Petri dishes bipartite.
For the production of thermostable compounds, and free of cells, an aliquot of the
cultured medium with the bacterium was added to the culture medium and it was
autoclaved. Another aliquot was filtered through a millipore membrane and added to
the medium. After the solidification, discs of pathogen were transferred to the center of
Petri dishes and, after incubation the measurement of fungal colonies were made in
two perpendicular directions. In dual cultive, most isolates of actinomycetes tested
inhibited significantly the colony of P. citricarpa. Regarding the production of volatile
metabolites, thermostable and cell-free, with exception of isolated ACT-14, all isolates
produced compounds that favored the development of the pathogen. Therefore, it is
concluded that the isolated ACT-14 presents itself as a strong candidate for a biological

control agent against P. citricarpa.

INTRODUCAO

Nao obstante a importancia que a atividade citricola tem para a economia
nacional, os pomares sdo acometidos por uma série de pragas e doengas que S&o
responsaveis por redugdes consideraveis na produtividade e na qualidade das frutas,
tornando-se, em muitos casos, fatores limitantes ao processo de producdo. Dentre as
doencas, pode-se destacar a mancha preta dos citros (MPC), causada por Phyllosticta

citricarpa Kiely, cuja forma perfeita (teleomorfa) corresponde a Guignardia citricarpa.

Atualmente, o uso de produtos quimicos € a principal medida de controle da
doenca. O controle baseia-se principalmente, na utilizacdo de fungicidas protetores ou
sistémicos, isoladamente ou combinados, associados ou nao a 6leo mineral (Goes,
1998). Considerando-se as caracteristicas biologicas do fitopatégeno, os custos
financeiros, ambientais e de saude publica das aplicagdes dos produtos quimicos para
o controle da MPC, faz-se necessério o estudo de novas alternativas para o controle
da doenca e, dentre essas, encontra-se o controle biolégico. Trabalhos encontrados

na literatura demonstram a potencialidade de actinomicetos para o biocontrole de
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varios fitopatégenos (Bressan & Figueiredo, 2003; Minuto et al., 2006; Carrer Filho et
al., 2008). Porém, poucos estudos utilizando esses antagonistas estdo sendo
realizados em citros.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar isolado de actinomicetos, de
diferentes regides do Estado de Sao Paulo, avaliando o potencial antagbnico destes
microrganismos pela técnica de cultivo pareado e pela producdo de compostos anti-

fungicos no crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa.

MATERIAL E METODOS
Selecao, isolamento e preservagdo de actinomicetos.

Isolados de actinomicetos foram obtidos a partir de amostras de solo da rizosfera
e do rizoplano de plantas citricas de diferentes municipios do Estado de Sao Paulo. Os
isolamentos foram efetuados através de plagueamento de suspensdes de solo ou de
raizes diluidas em serie na razdo de 1:10 (10*, 10% 10 e 10™), a partir de uma
suspensao preparada, agitando-se manualmente 1 grama de solo ou de raiz em 9 ml
de solucéo salina (0,85%). 0,2 ml das diluicbes 102 e 10 obtidas da rizosfera e do
rizoplano foram plagueadas em meio seletivo Agar-glicerina-asparaginato (AGS) para
actinomicetos. Os isolados de actinomicetos obtidos foram purificados e conservados

em tubos de ensaio contendo o mesmo meio.

Efeito dos isolados de actinomicetos no crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa.

Para estudar o efeito antagdnico dos isolados de actinomicetos no crescimento
micelial de fitopatégeno, foi utilizada a técnica de cultivo pareado em placa de Petri,
contendo BDA (Dennis & Webster, 1971). Testemunhas foram preparadas sem 0s

antagonistas, apenas com o crescimento do fitopatégeno.

Producédo de compostos volateis pelos isolados de actinomicetos

Para este estudo placas de Petri com divisérias, contendo meio de cultura AGS
(para cultivo de actinomicetos) e BDA (para cultivo de P. citricarpa), foram utilizadas
para se verificar a produgéo de compostos volateis pelos antagonistas. Discos (5 mm)
de meio mais microrganismos retirados de colbnias ativas de cada isolado de

actinomicetos e de P. citricarpa foram repicados simultaneamente sobre os meios de
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cultura. O tratamento testemunha correspondeu ao cultivo do fungo na placa sem o

cultivo do isolado de actinomiceto.

Producao de compostos termoestaveis pelos isolados de actinomicetos

Para cada isolado de actinomiceto foi utilizado um Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio AGS. Trés discos de meio com crescimento ativo de cada um
dos isolados de actinomicetos foram adicionados aos frascos. Em seguida, as culturas
foram incubadas em condic6es ambiente de laboratério por 72 horas, sob agitacéo
constante, no escuro. Posteriormente, uma aliquota de 10 mL da suspensdo foi
transferida para frascos de Erlenmeyer contendo 90 mL de BDA, os quais foram
submetidos a autoclavagem por 20 minutos, a 120°C e 1 atm de pressdo. Os meios
foram vertidos para placas de Petri e discos (5 mm de didmetro), obtidos de col6nias
ativas de P. citricarpa (8 dias de idade) foram transferidos para os centros das
mesmas. As testemunhas foram constituidas de placas contendo o fitopatdgeno nos
meios de cultura, sem a presenca de metabdlitos.

Producédo de compostos livres de células pelos isolados de actinomicetos

Para cada isolado de actinomiceto, foi utilizado um Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio liquido a base de agar-glicerina-asparaginato (AGS). Trés
discos de meio com crescimento de actinomicetos foram colocados em cada frasco e
incubados em condi¢bes de laboratorio por 72 horas, sob agitacdo constante, no
escuro. Os caldos fermentados foram centrifugados e, em seguida, submetidos a
filtragem em membrana millipore (0,22 um). Amostras de 10 mL de cada filtrado foram
transferidas para frascos com 90 mL de BDA fundente. Os meios foram vertidos para
placas de Petri e, apés a solidificacdo, um disco (5 mm) do patdgeno transferido para
0 centro das placas. As testemunhas foram constituidas do cultivo do patégeno nos

meios de cultura, sem a presenca dos metabdlitos.

Para todos os ensaios, as culturas foram incubadas em estufa para B.O.D a
27°C durante 10 dias. A avaliacbes constaram de medicbes das colbnias do
fitopatdgeno em dois sentidos perpendiculares e de delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao e isolamento de actinomicetos.

Ao todo foram obtidos 13 isolados de actinomicetos a partir de amostras de
solo do rizoplano e da rizosfera de plantas citricas de diferentes procedéncias do
Estado de Sao Paulo (Tabela 1). A selecao de antagonistas baseia-se na evidéncia de
que o0s microrganismos selecionados possam interferir de alguma forma no
desenvolvimento do fitopatbgeno. Segundo Rubini et al. (2005), tal interferéncia
implica na destrui¢é@o ou inibicdo da colénia do patégeno. Apds o isolamento e sele¢céo
dos microrganismos candidatos o préximo caminho seria a utilizagdo como agente de
biocontrole por meio de pulverizacbes na parte aéra das plantas citricas visando o
biocontrole de P. citricarpa.

Efeito dos isolados de actinomicetos no crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa

Os resultados obtidos indicaram que a maioria dos isolados de actinomicetos
testados inibiu, significativamente, a col6nia de P. citricarpa. Dentre os 04 isolados que
apresentaram mais de 30% de inibicdo encontra-se o ACT-07 que causou a maior
inibicdo (35%) da colbnia do fungo (Tabela 2). Dados semelhantes foram obtidos por
outros autores. Cepas de actinomicetos, do género Streptomyces, quando testadas in
vitro, tém apresentado potencial para a produgdo de antibidticos que reduzem ou
inibem o crescimento de fitopatégenos (Bressan & Figueiredo, 2003; Kumari et al.,
2006).

3. Producédo de compostos anti-fungicas pelos isolados de actinobactérias
3.1. Producédo de compostos volateis

Todos os isolados de actinomicetos produziram metabdlitos volateis que favoreceram

o desenvolvimento da col6nia do fitopatégeno (Tabela 3).

3.2. Producao de compostos antifungicos termoestaveis

Com relacdao a producdo de compostos anti-fiungicos termoestaveis pelos
isolados de actinomicetos verificou-se que, todos produziram substancias que

favoreceram o crescimento da col6nia do fitopatégeno (Tabela 3).
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Tabela 1: Namero de isolados e procedéncia de isolados de actinomicetos obtidos de
diferentes municipios do Estado de S&o Paulo.

Numero do isolado Municipio

ACT-01 Tambau

ACT-02 Santa Rita do Passa Quatro
ACT-03 Santa Rita do Passa Quatro
ACT-04 Santa Rita do Passa Quatro
ACT-05 Santa Rita do Passa Quatro
ACT-06 Paranapanema

ACT-07 Catanduva

ACT-08 Cordeirépolis

ACT-10 Jaboticabal

ACT-11 Descalvado

ACT-14 Jaboticabal

ACT-15 Jaboticabal

ACT-16 Jaboticabal

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo da col6nia de Phyllosticta citricarpa apds cultivo
pareado com diferentes isolados de actinomicetos.

Tratamento Média da colbnia % de inibicdo da colbnia
Testemunha 6,68 a -
ACT-01 6,31 abc 5,53
ACT-02 4,86 ef 27,24
ACT-03 4,54 ef 32,03
ACT-04 5,14 bcedef 23,05
ACT-05 6,12 abcd 8,38
ACT-06 5,08 cdef 23,95
ACT-07 4,32 f 35,32
ACT-08 4,61 ef 30,98
ACT-10 5,67 abcde 15,11
ACT-11 5,14 bcdef 23,05
ACT-14 6,34 ab 5,08
ACT-15 5,06 def 24,25
ACT-16 4,54 ef 32,03

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 3. Influéncia de metabolitos volateis e termoestaveis produzidos pelos isolados

de actinomicetos, no desenvolvimento na colénia de Phyllosticta citricarpa.

Tratamento metabolitos volateis metabdlitos termoestaveis
Diametro médio da colbénia Diametro médio da coldnia
de P. citricarpa de P. citricarpa

Testemunha 518 ¢ 301 c

ACT-01 5,28 bc 3,65 ab

ACT-02 5,24 bc 3,89 ab

ACT-03 5,32 bc 3,68 ab

ACT-04 5,56 ab 3,72 ab

ACT-05 5,40 abc 357 b

ACT-06 5,48 abc 3,68 ab

ACT-07 5,38 abc 3,82 ab

ACT-08 5,56 ab 3,60 b

ACT-10 5,44 abc 3,85 ab

ACT-11 5,55 ab 3,62 ab

ACT-14 5,70 a 4,02 a

ACT-15 5,49 abc 3,61 ab

ACT-16 5,33 bc 3,77 ab

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3.3. Produgéo de compostos antifungicos livres de células do antagénico

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, observou-se que o isolado
ACT-14 foi o Unico que apresentou producdo de compostos anti-fungicos livres de
células e, em quantidades suficientes para afetar o crescimento de P. citricarpa, com

porcentagem de inibicdo da col6nia do patégeno em torno de 21%.

A produgéo de substancia anti-fungica pelo isolado ACT-14 a coloca como uma
forte candidata como um agente de controle biolégico para o controle de P. citricarpa e

para a produgdo de um bioproduto para controle da doenca.

Tabela 4. Influéncia de metabdlitos livres de células, produzidos pelos isolados de

actinomicetos, no desenvolvimento na colonia de Phyllosticta citricarpa.

Tratamento Média da colbnia
Testemunha 441 cd

ACT-01 7,00 a

ACT-02 6,16 abc
ACT-03 6,67 ab

ACT-04 5,89 abc
ACT-05 6,23 abc
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Continua...

ACT-06 6,23 abc
ACT-07 5,54 abc
ACT-08 6,25 abc
ACT-10 6,77 ab
ACT-11 5,36 abcd
ACT-14 3,48d
ACT-15 4,84 bcd
ACT-16 5,14 abcd

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

CONCLUSAO
Através dos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que o isolado
ACT-14 apresenta-se como um forte candidato a um agente de controle biol6gico

contra P. citricarpa.
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