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RESUMO

Bipolaris sorokiniana ¢ um fungo fitopatogénico do trigo e outras monocotiledoneas,
que ocasiona moléstias como mancha marrom das folhas, podridao radicular e ponta preta
dos graos. Este fungo € capaz de sobreviver no solo ou em restos vegetais infectados sendo
dificil elimind-lo completamente das regides agricolas afetadas, assim, um sistema de
controle do mesmo se faz necessario. Como o controle constante com fungicidas apresenta
problemas ambientais e resisténcia do fitopatdgeno, a utilizacdo do controle bioldgico
representa uma estratégia alternativa e com potencial. Bactérias do grupo dos actinomicetos
sdo conhecidas por produzirem metabdlitos secundéarios com grande potencial antibacteriano
e antifingico, assim, esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifungica de 25
isolados de Streptomyces sp. frente a 10 isolados do fungo Bipolaris sorokiniana. O
Streptomyces sp. com maior potencial antifungico foi selecionado através do ensaio de dupla-
camada. O ensaio de producdo e otimizagdo do composto antifiingico foi realizado utilizando
os meios de cultura AC (amido caseina), ISP2 (4g extrato de levedura, 10g extrato de malte,
4g dextrose, agua destilada para 1L), TSB (tripticaseina de soja) e Czapek-Dox. O isolado 1S
inibiu 100% dos fungos no ensaio de dupla-camada, porém nas culturas liquidas ndo
demonstrou a atividade fungicida esperada, possivelmente por estar presente em baixa
concentracdo. Mais estudos devem ser realizados para encontrar as condigdes ideais para a

producao do composto antifiingico do Streptomyces 18S.
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ABSTRACT

Antifungal activity of actinomycetes against Bipolaris sorokininana isolates.

Bipolaris sorokiniana is a phytopathogenic fungus of wheat and other winter cereals. This
phytopathogen is responsible for different diseases like spot blotch, common root rot, and
black point of the grain. This fungus can survive in the soil or on infected plant debris, so that
it is difficult to eliminate them completely from affected regions. For this reason it is
necessary to improve the control system of the pathogen. So far the control is done using
fungicides, but it presents environmental problems caused by chemical control and the
phytopathogen acquires resistance to the products. Taking in account these considerations,
the use of biological control represents a useful strategy. It is well known that bacteria from
the actinomycetes group produces secondary metabolites such as antibacterial and antifungal
potential; thereby this study aims to evaluate the antifungal activity of 25 strains of
Streptomyces sp. against 10 isolates of the fungus Bipolaris sorokiniana. The Streptomyces
with greater antifungal activity was selected by means of the double-layer method.
Afterwards the optimization of production was done using submerse culture. For this
purpose, AC (starch and casein broth), ISP2, TSB (trypticasein soya broth) and Czapek-Dox..
Isolate 1S inhibited 100% of the fungus in the double-layer assay; however, it didn’t show
any fungicidal activity growing in submerse cultures. Further studies should be conducted to

find the ideal conditions for producing the antifungal compound of strain Strepfomyces 18.
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INTRODUCAO

Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok) Shoemaker, teleomorfo: Cochliobolus sativus
(Tto & Kuribayashi) Dredchs. ex Dastur. ¢ um fungo fitopatogénico encontrado em todo o
mundo, reponsdvel por diferentes moléstias no trigo e outras monocotiledoneas (Bakonyi et
al. 1997). Plantas com helmintosporiose apresentam sintomas como mancha marrom das
folhas, podriddo radicular e ponta preta dos grdaos, mudas infectadas desenvolvem lesdes
necrdtica marrom escuro nas raizes, coroas € bainhas. As infecgdes nas raizes e coroa podem
ser tdo graves que as plantas infectadas secam sem produzir sementes (Kumar et al. 2002,
Asad et al. 2009). O trigo (Triticum aestivum) ¢ uma das culturas mais afetadas pelo B.
sorokiniana, sendo que os danos na produ¢do podem variar de 20 a 80% (Duveiller &
Gilchrist 1994, Kumar et al. 2007).

O controle desse fitopatdogeno ¢ dificil e caro, por ele infectar folhas, coroa, rizomas e
raizes de espécies sensiveis e poder estar ativo em uma ou mais plantas em todo o periodo de
crescimento (Salehpour et al. 2005), além de mostrar variabilidade morfoldgica, fisiologica e
genética (Weikert-Oliveira et al. 2002, Miiller et al. 2005, Poloni ef al. 2009). As estratégias
para o controle de B. sorokiniana incluem o tratamento de sementes, uso de fungicida nas
folhas, praticas de manejo do solo e resisténcia do hospedeiro (Matusinsky ef al. 2010). No
entanto, na agricultura sdo utilizados principalmente fungicidas quimicos (Zhang & Yuen
1999, Khamna et al. 2009) que causam severos efeitos negativos como o desenvolvimento de
resisténcia dos patdgenos aos agentes aplicados e seus impactos ambientais ndo-alvo
(Gerhardson 2002, Compant et al. 2005), além de estarem associados a custos elevados
(Zhang & Yuen 1999, Kumar ef al. 2007). Desta forma, o controle bioldgico com

microrganismos estd sendo considerado como uma alternativa ou uma forma complementar



de reducdo do uso de produtos quimicos na agricultura (Gerhardson 2002, Compant et al.
2005, Khamna et al. 2009).

Sabe-se que os actinomicetos sdo um grupo promissor de microrganismos capazes de
produzir metabdlitos bioativos (Bachiega et al. 2005). Os actinomicetos estdo, naturalmente
presentes no solo e, quando testados in vitro, cepas do género Streptomyces tém mostrado um
grande potencial para produzir antibioticos que reduzem ou inibem o crescimento e
desenvolvimento de patégenos de plantas comuns no solo (Bressan & Figueiredo 2008).
Viarias espécies da familia Streptomycetaceae tém sido amplamente estudadas devido a
capacidade de produzir metabdlitos secundarios, como antibidticos, enzimas extracelulares
entre outros (Soares et al. 2009).

Deste modo, esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifungica de 25
isolados de Streptomyces sp. isolados de processo de compostagem frente a dez isolados do

fungo Bipolaris sorokiniana.

MATERIAIS E METODOS

Isolados

Para esse estudo, foram utilizados dez isolados do fungo Bipolaris sorokiniana, sendo
sete isolados oriundos de regides do Brasil e trés de outras regides do mundo (Tab. 1). Os 25
isolados de Streptomyces utilizados tiveram origem em composto de processo de
compostagem. Todos os microrganismos utilizados pertenciam a cole¢do de microrganismos
do laboratério de bacteriologia e micologia ambiental da UFRGS.

Os isolados fingicos foram mantidos em agar batata dextrose (BDA) e estocados a

4°C e os isolados de Streptomyces foram estocados em meio dgar amido caseina (ACA - 10g



amido, 0,3g caseina, 2g KNOs, 2g NaCl, 2g K,HPO,, 0,05g MgS0., 0,02g CaCO;, 0,01g

FeSO,, 15g agar, 4gua destilada para completar 1L) e mantidos a 4°C.

Avaliacio de patogenicidade

Os isolados de B. sorokiniana foram inoculados em placas de Petri contendo meio
agar cenoura (20g cenoura, 20g agar, agua destilada para completar 1L) e incubados a 28° C
por 10 dias. Em seguida, adicionou-se 4mL de solucdo salina estéril (0,85%) e tween 80
(0,01%) e com auxilio de uma al¢a de Drigalski removeu-se os esporos da cultura. A
suspensao foi acondicionada em tubo de ensaio e dilui¢des foram realizadas para a obtencao
de uma suspensdo com 1 x 10" esporos/mL. A concentragdo foi ajustada através da contagem
de conidios em camara de Neubauer.

Sementes de trigo foram submetidas a desinfestag¢do utilizando-se alcool 70% (1min),
hipoclorito 2,5% (1min) e trés lavagens em &gua destilada estéril. Posteriormente, 100
sementes foram colocadas em cada tubo contendo a suspensdo de esporos previamente
ajustada, por 24 horas. Apos esse periodo, as sementes foram distribuidas em quatro
repeti¢des de 25 sementes sobre papel filtro, previamente umedecido com 4gua destilada
estéril. Os mesmos foram enrolados e incubados em BOD a 28°C, com fotoperiodo de 12
horas (12h luz/12h escuro). No décimo dia, apos a infestagdo, foi avaliado o numero de
sementes germinadas e ndo germinadas, com lesdo de colmo, lesdo da folha e podridao da

semente.

Avaliacio da atividade antifiingica
A atividade antifingica dos isolados de actinomicetos foi determinada através do
método de dupla-camada. Os isolados de Streptomyces foram inoculados por picada em

placas contendo meio de cultura ACA e incubados por dez dias a 30°C. Os isolados do fungo



foram inoculados em meio de cultura BDA e incubados por sete dias a 28°C. Sempre tendo
cuidado para que os periodos de incubagdo terminassem juntos. Os fungos crescidos foram
usados para preparar a suspensao de esporos, conforme Carissimi (2009). Foram colocados
3mL de solugdo salina (0,85%) estéril sobre as colonias e com o auxilio de uma alga de
Drigalski os esporos foram removidos e esta mistura transferida para tubos de vidro estéreis.
A concentragio final de esporos foi ajustada para 5 x 10* esporos/mL, através da contagem de
conidios em cdmara de Neubauer. Dessa suspensdo, 1mL foi homogeneizada com 9mL de
meio BDA liquefeito e essa mistura foi vertida sobre as placas contendo os Streptomyces
crescidos. As placas foram incubadas a uma temperatura de 28°C por cinco dias. Apods o

periodo de incubagdo, observou-se a presenca ou auséncia de halos de inibigao.

Producio de extratos

O microrganismo que demonstrou potencial antifungico frente aos isolados de B.
sorokiniana no ensaio de dupla-camada foi selecionado para produgdo e otimizagdo do
composto. Primeiramente, foram utilizados como substrato os caldos AC, ISP2 (4g extrato de
levedura, 10g extrato de malte, 4g dextrose, agua destilada para 1L), TSB (caldo tripticaseina
de soja) e Czapek-Dox (30g sacarose, 2g NaNOs, 1g K;HPO,, 0,5¢ MgSO,, 0,5g KCI, 0,01g
FeSO., agua destilada para 1L). O extrato foi produzido em duas etapas: o pré-indculo, no
qual o isolado de Streptomyces foi inoculado em 50mL de cada meio de cultura e incubado
por 48 horas a uma temperatura de 30°C com rotacao constante de 100rpm. Posteriormente,
uma aliquota de SmL do pré-inoculo foi transferida para frascos de 250mL contendo 50mL
de meio. As culturas foram crescidas por sete dias e a cada 24 horas foi retirada uma amostra,
0 mesmo experimento foi repetido para os meios AC e ISP2 e as amostras coletadas a cada
12h por 72h. As amostras de extratos foram esterilizadas através do sistema de filtragdo com

bomba de vacuo, utilizando membrana 0,22um.



Atividade antifiingica dos extratos

A atividade antifiingica dos extratos foi testada através do método de difusdo em pogo
em placas de Petri contendo 20mL de meio BDA, onde foi semeada a suspensao de esporos
(5 x 10* esporos/mL) dos isolados de B. sorokiniana.. Em seguida, foram feitos pogos de
9mm de didmetro no meio de cultura e em cada um deles foi colocado 100uL de cada extrato.
As placas foram colocadas sob refrigeragdo por 16 horas para ocorrer a difusao dos
metabolitos no meio de cultura. Apos esse periodo, as placas foram incubadas a 28° C por
cinco dias. A analise do resultado foi realizada através da observacao dos halos de inibi¢do a

partir do segundo dia de incubagao.

Ensaio de antagonismo direto

No ensaio de antagonismo, foi analisado o Streptomyces selecionado contra os
isolados de B. sorokiniana. Foram utilizadas placas contendo meio ACA e meio ISP2. O
isolado de Streptomyces selecionado anteriormente foi repicado em uma extremidade da
placa de Petri e o isolado fungico na extremidade oposta. As placas foram incubadas a 28° C
por um periodo de sete dias. Ao término desse periodo, foi avaliado o efeito antifingico do

isolado de Streptomyces.

RESULTADOS

Avaliacio de patogenicidade

Os dez isolados de Bipolaris sorokiniana utilizados neste estudo apresentaram-se
patogénicos. Todos promoveram os sintomas de helmintosporiose, tendo sido avaliados a
podridao das sementes, a mancha marrom das folhas e dos colmos, assim como a quantidade

de sementes que germinou ou ndo (Tab. 2).



Avaliacio da atividade antifliingica

A atividade antifiingica dos 25 isolados de Streptomyces foi testada em duplicata
através do método da dupla-camada. Neste ensaio foi possivel observar que o isolado
Streptomyces 18 foi 100% eficiente contra as amostras do fungo B. Sorokiniana testadas (Fig.
1). O isolado 6S mostrou atividade antifingica apenas contra um isolado fingico, o BS18M2,

os demais isolados de Streptomyces ndo apresentaram atividade contra os fitopatogenos (Tab.

3).

Atividade antifiingica dos extratos

Os diferentes extratos produzidos com o Streptomyces 1S quando cultivados em
cultura submersa nos meios de cultura AC, ISP2, TSB e Czapek-Dox, foram testados através
do método de difusao em pogo. Os extratos produzidos a partir do cultivo nos quatro meios
de cultura ndo apresentaram atividade inibitdria com nenhum dos isolados de B. sorokiniana
como foi observado no método de dupla-camada. Este resultado foi observado para todos os

extratos produzidos.

Ensaio de antagonismo direto

Quando realizado o ensaio de antagonismo entre o Streptomyces 1S e os dez isolados
de B. sorokiniana, os resultados foram promissores. Os ensaios realizados no meio ISP2
demonstraram um efeito fungistatico, onde o isolado 1S conseguiu inibir os isolados fingicos
por um curto periodo de tempo, e nas placas contendo meio ACA foi observada a atividade

fungicida do Streptomyces 1S (Fig. 2).

DISCUSSAO



A preservacao de fungos fitopatogénicos por longos periodos pode levar os isolados a
perderem as suas caracteristicas originais, como esporulacdo e patogenicidade (Bueno ef al.
2006). Com o ensaio de avaliagdo da patogenicidade dos isolados de B. sorokiniana foi
possivel validar as amostras analisadas neste estudo, pois todas se mostraram patogénicas
mesmo estando armazenadas em meios de cultura no laboratorio, ja por um longo periodo. Os
resultados observados permitem inferir que os isolados utilizados no estudo mantém as
caracteristicas de patogenicidade observadas em fungos recém isolados e/ou encontrados no
ambiente.

Os Streptomyces sdo microrganismos conhecidos por produzirem metabolitos
secundarios com atividade antimicrobiana. Diferentes trabalhos descrevem espécies de
Streptomyces com capacidade de inibir fungos fitopatogénicos (Harindran et al. 1999, Lee &
Hwang 2002, Taechowisan et al. 2005, Shi et al. 2010). Desta forma, o Streptomyces 1S é um
microrganismo com potencial para ser usado no controle biolégico do fitopatdogeno em
questdo, pois se mostrou eficiente no ensaio de antagonismo in vitro, produzindo halos de
inibicdo. Além disso, ja estdo disponiveis comercialmente produtos para biocontrole
(Mycostop, Actinovate e Actinolron) de fitopatdgenos como Fusarium sp, Alternaria sp,
Botritys sp e Phytophthora sp., que sao constituidos por esporos de Streptomyces, indicando a
aceitacdo deste género para o controle biologico (Hamdali ez al. 2008, Oliveira et al. 2010).

O estudo de Nascimento & Van Der Sand (2008) analisou o polimorfismo das regides
ITS1 e ITS2 do rDNA de 57 isolados de B. sorokiniana. Os dez isolados utilizados no
presente estudo estdo entre os avaliados por eles. Conforme resultados obtidos no trabalho de
polimorfismo, foi possivel observar que o isolado BS18M2 mostrou baixa similaridade com
os demais isolados utilizados no estudo. Sendo esta uma possivel explicacdo para que o

Streptomyces 6S tenha conseguido inibir apenas o isolado BS18M2.
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Apds a selecdo do isolado com potencial antiflingico, foram produzidos diferentes
extratos com o isolado Streptomyces 1S e estes foram testados através do método de difusao
em poco. Porém, nestes ensaios, ndo foi detectada a atividade antifingica observada no
ensaio de dupla-camada. Muitos estudos mostram que a producdao de antibioticos ocorre
melhor em meios solidos do que nas culturas liquidas, podendo a atividade diminuir ou
deixar de ser exibida. Thakur et al. (2007) em seu estudo viu que dos seus 65 isolados com
atividade em meio so6lido 15 nao exibiram atividade em meio liquido. Resultados semelhantes
foram descritos por outros autores. (Salamoni ef al. 2010, Oliveira et al. 2010, Badji et al.
2005, Anibou et al. 2008).

Existem algumas alternativas para explicar o resultado observado: o composto pode
estar se degradando rapidamente em meio liquido; o isolado 1S parou de produzir o possivel
composto antifungico; os extratos estdo muito diluidos e ndo se consegue obter a atividade
desejada. Primeiramente, foi realizado o ensaio de difusdo em poco utilizando os extratos
produzidos em intervalos a cada 24h, os quais tiveram resultados negativos. Em seguida,
foram feitos os extratos coletados a cada 12h de amostragem, com a intengdo de obter o
composto antifungico antes da possivel degradacdo deste. Mas, como os resultados também
se mostraram negativos, ndo se pode afirmar esta alternativa como uma explicacdo para os
dados obtidos neste estudo.

Diferente da maioria das bactérias, os Streptomyces possuem DNA linear. Eles, assim
como outros actinomicetos, apresentam uma forma caracteristica de instabilidade genética.
Virias caracteristicas, como a producdo de antibidticos, sao irreversivelmente perdidas em
uma freqiiéncia de 0,1 a 1% na progénie de colonias em meio de cultura. A perda de funcdo
¢ resultado de delegdes de grandes regides do DNA (Lancini & Lorenzetti 1993, Inoue 2006).
Desta forma, o isolado 1S poderia ter perdido a regido de seu cromossomo responsavel pela

atividade antifungica. Esta alternativa foi refugada pelo ensaio de antagonismo direto, o qual
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mostrou que o Streptomyces 1S ainda tem atividade antifungica frente aos isolados de B.
sorokiniana.

A ocorréncia dos halos de inibi¢ao nos ensaios in vitro depende do nivel de difusdao do
composto, o que ocorre melhor em meio sélido. No crescimento em meio liquido, essa
difusdo ¢ mais dificil e a detecgao dos compostos requer uma concentracdo muito maior. Este
fato fortalece a ultima hipdtese para explicar os resultados obtidos com o isolado 1S,
sugerindo que o composto pode estar muito diluido na cultura liquida e por isso ndo estaria
demonstrando a atividade antifingica.

Mais estudos devem ser realizados para encontrar o meio de cultura, a temperatura e o
pH ideais para a producdo do composto antifiingico do isolado 1S antes de descartar a
possibilidade de que este isolado Streptomyces possa realmente ser eficiente contra o

fitopatogeno Bipolaris sorokiniana.
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LEGENDAS

Figura 1 — Presenga de halos de inibicdo produzidos pelo Streptomyces 1S no
ensaio da dupla camada. (A) isolado 98007, (B) isolado 1965.

Figura 2 — Atividade fungicida observada no ensaio de antagonismo direto em meio
ACA. (A) isolado 98010, (B) isolado CF02-01.

Tabela 1. Origem dos isolados de B. sorokiniana utilizados no estudo.

Tabela 2. Resultados obtidos no ensaio de avaliagdo da patogenicidade dos

isolados de B. sorokiniana.

Tabela 3. Resultados da avaliagdo da atividade antifungica através do método de

dupla-camada.
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FIGURAS E TABELAS

Figura 1 — Presencga de halos de inibigéd-produzidos pelo S‘tlrtomyces 1S no
ensaio da dupla camada. (A) isolado 98007, (B) isolado 1965.

Figura 2 — Atividade fungicida observada no ensaio de antagonismo direto em meio
ACA. (A) isolado 98010, (B) isolado CF02-01.
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Tabela 1. Origem dos isolados de B. sorokiniana utilizados no estudo.

Isolado Origem

98003 Pelotas-RS

98007 Cruz Alta-RS

98010 Santa Rosa-RS

98011 Lagoa Vermelha-RS

98012 Lagoa Vermelha-RS

98025 Piratini-RS

98028 Pelotas-RS
BS18M2 Veracruz - México
CF02-01 Africa do Sul

1965 Copenhague-Dinamarca

Tabela 2. Resultados obtidos no ensaio de avaliacdo da patogenicidade dos
isolados de B. sorokiniana.

Isolados | Sementes ndo | Sementes Lesao na Lesao no Podridao da
germinadas | germinadas folha colmo semente
Controle 30 % 70 % 0,75 % 3,25 % 11,50 %
98003 78 % 22 % 77 % 73 % 100 %
98007 72 % 28 % 100 % 100 % 100 %
98010 65 % 35 % 63 % 80 % 99 %
98011 44 % 56 % 38 % 64 % 65 %
98012 56 % 44 % 54 % 86 % 100 %
98025 48 % 52 % 58 % 56 % 94 %
98028 82 % 18 % 72 % 100 % 100 %
BS18M2 72 % 28 % 75 % 100 % 100 %
CF02-01 64 % 36 % 44 % 89 % 100 %
1965 57 % 43 % 79 % 98 % 91 %
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Tabela 3. Resultados da avaliagédo da atividade antifungica através do método de
dupla-camada.
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