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RESUMO

O género Eucalyptus se destaca pela sua importdncia econbmica na
producao florestal de madeira para os mais diversos fins. Na produgdo de mudas de
Eucalyptus sp., uma das principais doengas ocorrentes em viveiros € o mofo-
cinzento, causado pelo fungo Botrytis cinerea. O uso de fungicidas no controle de
doencgas causadas por fungos fitopatogénicos, além de ter um alto custo, ocasiona
problemas ao meio ambiente e ao homem, determinando graves danos a biota
natural do solo, além de contribuir através de selecdo genética para o
desenvolvimento da resisténcia microbiana. Uma das alternativas para o controle
dessa doengca é o controle biolégico por actinobactérias ou utilizando seus
metabdlitos secundarios. O objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade antagbnica de
isolados de actinobactérias no controle do fungo B. cinerea isolado de Eucalyptus
dunni. Os testes foram realizados em duas etapas: in vitro e in vivo. Na primeira
etapa o experimento foi realizado por meio do teste de inibicdo. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 20 tratamentos e 5
repeticbes. O isolado AS G34 3B 18 — Streptomyces variabilis destacou-se
significativamente inibindo o crescimento micelial de B. cinerea. Posteriormente,
foram realizados testes de folha destacada, que confirmaram a presenca de S.
variabilis em folha de eucalipto até 28 dias apds pulverizagbes seguidas do
fitopatdbgeno. Também foram realizaram testes nos quais constatatou-se auséncia de
actinobactéria em microbiota de Eucalyptus dunni. Os testes in vivo apontaram que
S. variabilis apresentou melhores condicbes de controle da doenca, quando em
maiores quantidades de pulverizagdes. As avaliagbes de biomassa seca
demonstraram que as mudas submetidas aos tratamentos com pulverizacdes de S.
variabilis exibiram valores significativamente maiores de biomasssa seca do que as
tratadas com iprodione.

Palavras-chave: Eucalipto. mofo-cinzento. Controle Biolégico. Streptomyces
variabilis.



ABSTRACT

The Eucalyptus stands out for its economic importance in forest production of
wood for various purposes. In the production of seedlings of Eucalyptus sp., one of
the main diseases occurring in nurseries is gray mold, caused by the fungus Botrytis
cinerea. The use of fungicides to control diseases caused by phytopathogenic fungi,
besides having a high cost, causes problems to the environment and to humans,
causing serious damage to the natural soil biota and contribute by genetic selection
for the development of microbial resistance. One of the alternatives for the control of
this disease is the biological control by actinomycetes or using their secondary
metabolites. The objective of the research was to evaluate the antagonistic activity of
actinomycetes isolates in the control of the fungus B. cinerea isolated Eucalyptus
dunni. The tests were performed in two stages: in vitro and in vivo. In the first stage
the experiment was carried out through the inhibition test. The experimental design
was completely randomized, with 20 treatments and 5 repetitions. The Isolated AS
G34 3B 18 - Streptomyces variabilis stood out significantly inhibiting the mycelial
growth of B. cinerea. Later, detached leaf tests were performed, which confirmed the
presence of S. variabilis in eucalyptus leaf up to 28 days after spraying. Also were
conducted tests that found no actinobacterias in microbiota of Eucalyptus dunni. In
vivo tests showed that S. variabilis showed better disease control conditions, when in
larger amounts of spray. The dry biomass assessments showed that the seedlings
submitted to treatments with S. variabilis sprays exhibited significantly higher values
of dry biomass than those treated with iprodione.

Keywords: Eucalyptus. gray mold. Biological Control. Streptomyces variabilis.
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1 INTRODUGAO

O Brasil se destaca no cenario mundial por possuir um excelente
desempenho no setor florestal e ser um dos lideres no ranking de exportadores do
mercado internacional de produtos florestais. A area de arvores plantadas para fins
industriais no Brasil totalizou 7,8 milhoes de hectares em 2015, deste, 5,6 milhdes
de hectaries s&o plantios de Eucalyptus. Em 2014, o Produto Interno Bruto (PIB) do
setor brasileiro de arvores plantadas foi de R$ 69,1 bilhdes reais, gerando cerca de
640 mil empregos de forma direta. Numeros que tornam incontestavel a importancia
econdmica e socioambiental do setor de florestas plantadas para o pais (IBA —
Industria Brasileira de Arvores, 2016).

As espécies de eucalipto comercialmente cultivadas estdo sujeitas a uma
série de doencgas fungicas. Em viveiros florestais, em fungdo da umidade,
juvenilidade e proximidade das mudas, existem condicbes favoraveis ao
desenvolvimento de varias doencas, como tombamento de mudas, mofo-cinzento,
oidio, podriddo de estacas, ferrugem e manchas foliares (GRIGOLETTI JUNIOR;
FIGUEIREDO; AUER 2001).

Dentre as doengas que afetam o eucalipto, especialmente na fase juvenil de
viveiros, destaca-se o mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea. Essa doencga
caracteriza-se pela morte das mudas em reboleiras ou distribuida aleatoriamente
nos canteiros, com abundante esporulacdo de coloragao cinza sobre as estacas e
miniestacas mortas, folhas e brotagbes. Os esporos produzidos sobre as lesdes
constituem importante fonte de in6culo em epidemias, os quais sao facilmente
disseminados pelo vento e pela agua de irrigacdo (KRUGNER; AUER, 2005).

O controle das doencas de mudas de eucaliptos em viveiros é feito
basicamente pelo uso de controle quimico, manejo cultural e utilizacdo de gendtipos
resistentes. Inumeras sdo as desvantagens no uso de agrotéxicos, dentre elas: o
alto custo, o impacto ambiental na fauna e na flora, a destruicdo dos lengdis
freaticos, a selegcao de microrganismos resistentes, a baixa eficiéncia e o impacto na
saude humana. Dentro deste cenario, o investimento no controle biolégico é
ferramenta promissora na resolugéo desses problemas (PAZ, 2009).

As actinobactérias sdo microrganismos amplamente utilizados no controle

biolégico contra os mais diversos tipos de patdgenos, nos mais variados
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hospedeiros. A agao antagdnica de alguns desses microrganismos, capazes de inibir
o crescimento de fungos fitopatogénicos, indica-os como uma alternativa a ser
pesquisada para a obtengdo de produtos agricolas isentos de doengas. As
actinobactérias sao responsaveis pela producdo de aproximadamente 4.600
antibiéticos, sendo as do grupo Streptomyces € o maior produtor de antibi6ticos
(LIMA et al., 2001). Entre as substancias produzidas por Streptomyces com agao
inibidora contra fungos, destacam-se: streptomicina, clorotetraciclina e terramicina
(CHARTER, 2006).

Desta forma neste estudo, a investigacdo do potencial inibitério de
actinobactérias isoladas da regido entre-marés da llha do Mel, PR sobre Bofrytis
cinerea agente etiolégico do mofo-cinzento em Eucalyptus dunni pode contribuir com

o controle deste importante fitopatogeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o potencial de controle biolégico de actinobactérias, isoladas da regiao

entre-marés de Paranagua, PR; contra Botrytis cinerea in vitro e in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o potencial de actinobactérias no controle do crescimento micelial de
Botrytis cinerea in vitro;
- Avaliar a progressao e inibicdo da doenga causada por Botrytis cinerea frente a

actinobactéria em mudas de Eucalyptus dunni.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eucalyptus sp.

O eucalipto pertence a familia das Mirtaceas, nativa da Australia, do Timor,
da Indonésia, das Filipinas e de Nova Guiné, considerada umas das arvores mais
plantadas do mundo (PAINE; STEINBAUER; LAWSON, 2011). Existem mais de 600
espécies pertencentes ao género Eucalyptus (L'Herit), e, entre as principais
espécies plantadas para fins comerciais, estdo o Eucalyptus grandis, E. saligna, E.
urophylla, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E. viminalis, E. deglupta, E.
citriodora, E. exserta, E. paniculata e E. robusta. (DEL QUIQUI; MARTINS;
SHIMIZU, 2001).

O cultivo do eucalipto fora da Australia iniciou-se ha mais de 200 anos.
Atualmente tem sido cultivado em varios paises em razao da grande diversidade de
espécies e de usos, elevada taxa de crescimento, capacidade de regenerar-se por
brotacdo e ser manejado em varias rotagdes. A sua adaptabilidade em varias
regides bioclimaticas e geracdo de mateéria-prima, atende a varios setores da cadeia
produtiva da madeira (SCHULTZ, 2012).

A demanda por madeira e a competicado de mercados estimulam a busca de
alternativas para o aumento da produtividade dos plantios de Eucalyptus sp.
(CUNHA et al., 2006). Sendo utilizada para fins de produgdo de papel e celulose,
energia, madeira para serraria, tecido sintético, 6leo essencial usado em produtos de
limpeza, alimenticios, perfumes e remédios (BERTOLA, 2004).

O Brasil € um dos lideres na exportagdo do mercado internacional de
produtos florestais, conquistando posicdo e ganhando competividade de paises
tradicionais no ramo da celulose, como Finlandia e Suécia (VALVERDE et al., 2004).
A produtividade do eucalipto no Brasil cresceu por volta de 0,3% ao ano, entre 2008
e 2014. Mantendo a lideranca frente & paises como: Estados Unidos, Africa do Sul,
Chile, Australia e China (IBA, 2015).

Apesar do rapido crescimento e da alta produtividade de varias espécies de
eucaliptos, existem custos ecologicos que devem ser considerados. Algumas
espécies de eucaliptos sdo vulneraveis ao surgimento rapido de pragas, ocorrendo

nos mais variados locais e épocas do ano. Ocasionados por diversos patdégenos,
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principalmente fungos, desde a fase de viveiro até os plantios adultos.
(GRIGOLETTI JUNIOR; AUER; SANTQOS, 2001).

3.2 MOFO- CINZENTO OU Botrytis cinerea

Os fungos de género Botrytis sao pleomorficos, caracterizados por
apresentar fase teleomorfica denominada Botryotinia fuckeliana e anamorfica
Botrytis cinerea (ACERO et al., 2006). Como regra geral, a taxonomia recomenda o
uso do nome correspondente ao estado sexual como nome cientifico. Neste caso o
agente etiolégico do mofo-cinzento deveria ser Botryotinia fuckeliana. No entanto,
em 1992, no “X International Botrytis Symposium” realizado na Grécia, devido a
designacgao B. cinerea ser amplamente reconhecida e por raras vezes ser possivel
encontrar o estagio telemorfo na natureza, os cientistas decidiram manter o uso do
nome do estagio anamorfo, Botrytis cinerea (VALLEJO et al., 2002).

Botrytis cinerea, portanto € um ascomiceto e sua posi¢cdo taxondmica de
acordo com o Interative Agricultural Ecological Atlas of Russia and Neighboring
Countries (2014) pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina,
classe Leotiomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae, género Botryotinia,
especie Botrytis cinerea.

Os fitopatdgenos do género Botrytis sdo os causadores da doenga
conhecida como “mofo-cinzento”. Provavelmente € a doenga mais comum e mais
amplamente distribuida em culturas agricolas, ornamentais e frutiferas pelo mundo,
além de ser a doenga mais importante em cultivos protegidos por estufas (AGRIOS,
1988). E um patdgeno facultativo que vive saprofiticamente no solo e sobrevive na
forma de esclerdcios ou micélio dormente. Sua disseminagdo da-se principalmente
pelo transporte dos conidios pelo vento e por insetos (KRUGNER; AUER, 2005;
FURTADO et al., 2009). Epidemias de mofo-cinzento sdo esporadicas, no sudoeste
da China, em 1992, B. cinerea causou a morte de cerca de um milhdo de
propagulos, incluindo plantulas, estacas e explantes, em viveiros de eucalipto
(BROWN; FERREIRA, 2000).

B. cinerea apresenta crescimento e esporulagdo abundantes em
temperaturas moderadas (15°C até 25°C) e elevada umidade, sendo ativo desde
0°C, tornando-se um patégeno importante durante o armazenamento de produtos e

um desafio para o manejo da doenga. (ELAD; STEWART, 2007). Esse fungo produz
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abundante crescimento acinzentado sobre os tecidos afetados, composto por hifas e
conidiéforos ramificados que possuem no apice conidios unicelulares, ovoides,
incolores ou acinzentados. Também produz esclerédios negros, duros e irregulares
em tecidos infectados ou mortos pela doenga. Os esclerodios podem produzir
conidios e hifas infectivas que podem penetrar diretamente no hospedeiro (TOFOLI
etal., 2011).

O ciclo de vida inicia-se com a germinacao de esclerodios ou dos conidios
depositados diretamente na superficie da planta hospedeira, inicialmente
desenvolve-se um micélio saprofitico superficial, mas em seguida, pode invadir os
tecidos suscetiveis (CIAMPI; GONZALEZ; SCHNETTELER, 1993). Apé6s a
penetracdo, o patdgeno coloniza rapidamente os tecidos e apresenta ampla
esporulagdo dando origem a outros ciclos da doenga. Normalmente B. cinerea
coloniza primeiramente tecidos mortos, senescentes ou enfraquecidos, que servem
como uma fonte exdgena de energia para que o patégeno possa se estabelecer,
reproduzir e assim iniciar a colonizagéo de tecidos sadios (TOFOLI et al., 2011).

Seu crescimento é rapido, ocorre nos mais diversos tipos solos e possui a
flexibilidade de crescer em diferentes fontes de nutrientes (MOORMAN, 2014).
Botrytis cinerea pode infectar mais de 235 espécies diferentes de plantas, dentre
elas, uma enorme variedade de plantas ornamentais, culturas de frutas e legumes e
vegetais. As estruturas danificadas séo variadas, e dependem do hospedeiro e do
orgao afetado, podendo ser folhas, peciolos, caule, botdes florais e pétalas. Apesar
dos sintomas do mofo-cinzento variar em funcdo do hospedeiro e do érgao afetado,
estes sdo quase sempre caracterizados pela descoloracdo dos tecidos, aspecto
umido e necroético das lesbes e presenga de um crescimento cotonoso acinzentado
(conidios e conidiéforos) sobre as areas afetadas. O mofo-cinzento causa prejuizos
estéticos, qualitativos e quantitativos, tornando o controle dificil em condi¢cdes onde
se observa falta de rigor técnico na conducdo do cultivo e em condicoes
meteoroldgicas favoraveis a doenca (TOFOLI et al., 2011).

O mofo-cinzento € uma das principais doencas em viveiros florestais e casas
de vegetagao de eucalipto na regido Sul do Brasil (SANTOS; AUER; GRIGOLETTI
JUNIOR, 2001), causa o tombamento de plantulas e mudas (ALFENAS et al., 2009),
e também pode atacar arvores jovens (FURTADO et al., 2009). A doencga tem sido

mais frequente em viveiros localizados nos Estados de Sdo Paulo, Parana e Rio
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Grande do Sul, principalmente no inverno, ocasionando perdas que podem chegar
de 8 a 17% (SANFUENTES; FERREIRA, 1997).

O tombamento de mudas é uma doencga de importancia limitada a viveiros
de eucalipto e outras esséncias florestais. Em sementeiras para produgdo de mudas,
que serao repicadas para recipientes, a ocorréncia de ataques severos é maior que
em mudas formadas pela semeadura direta em recipientes. Como a doenga,
invariavelmente resulta na morte das mudas, os prejuizos se traduzem na redugao
do ‘stand’ de mudas plantaveis, podendo causar atrasos no programa de plantio pela
falta de mudas e exigir mobilizacdo de maior area de canteiros para atender as
necessidades de plantio (FERREIRA, 1989).

Os ataques mais severos ocorrem em canteiros com alta densidade de
mudas em condi¢cdes de alta umidade do ar e temperaturas amenas. A doenca
afeta tecidos jovens da parte aérea das mudas, causando a morte do apice ou até
mesmo da muda toda, especialmente de mudas jovens. Os sintomas iniciam-se por
um enrolamento das folhas seguido de seca e queda das mesmas. Comumente,
cobrindo as partes afetadas da planta aparece um crescimento acinzentado formado
por micélio, conidiéforos e massa de conidios do fungo (KRUGNER; AUER, 2005)
(FIGURA 1). O fungo sobrevive nas folhas secas e nos restos da cultura infectados
deixados no solo. Igualmente, pode sobreviver em qualquer residuo vegetal das
diferentes plantas hospedeiras do patoégeno (AGROFIT, 2015).

FIGURA 1 - MUDAS DE Eucalypto dunni COM MOFO-CINZENTO

. - 1
NOTA: A) estagio avancado da doencga. B) detalhe da esporulagcéo
de B. cinerea. FONTE: O autor (2015).
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As perdas na produgdo de mudas de Eucalyptus sp. causadas por
patégenos giram em torno de 1% ao més, quando n&o ocorrem surtos epidémicos
que podem levar a perdas de até 100% do material propagativo (ALFENAS et al.,
2009).

Em 1992, no sul da China na provincia de Guangxi, B. cinerea causou a
perda de aproximadamente um milhdo de mudas de eucaliptos em viveiro. No
inverno de 1990 e 1991, a doenga causou severas perdas na provincia de Yaunnan
(KEANE et al., 2000 apud ZHOU DEQUN; SUTHERLAND, 1991). Segundo
Gongalves e Poggiani (1996), a producao de mudas florestais deve preconizar a
quantidade e qualidade, ja que é uma das fases mais importantes para o
estabelecimento de povoamentos florestais, com grande repercussdo sobre a

produtividade.

3.3 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico foi definido por Baker e Cook (1974) como:

A reducdo da densidade de inéculo ou das atividades determinantes da
doenga provocado por um patégeno ou parasita, nos seus estados de
atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizado naturalmente
ou através da manipulagcado do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela
introdugcdo em massa de um ou mais antagonistas (BAKER; COOK, 1974,
p. 43).

Basicamente, o controle biolégico pode ser definido como a regulagao de
uma espécie dentro de certos limites e por um periodo de tempo, por qualquer
combinacdo de fatores naturais bidticos ou abidticos (DIEHL; FERLA; JOHANN
2012).

O controle de Botrytis sp. ndo é facil por varias razdes, dentre elas: ser
capaz de infectar culturas vegetais em qualquer estagio de desenvolvimento,
incluindo a pdés-colheita; capacidade de infectar qualquer 6rgao da planta; crescer
em temperaturas muito baixas e; € genéticamente e morfolégicamente heterogéneo
(PERRYMAN; FITT; HAROLD, 2002). O controle é feito através do manejo, como
redugdo da densidade das mudas no viveiro, dosagem correta de adubos
nitrogenados e a retirada das folhas infectadas das plantas e as caidas no solo.

Além do manejo, o controle quimico pode ser feito com pulverizagbes com
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fungicidas protetores, como thiram, maneb, captan, acetato de trifenil estanho,
iprodione ou vinclozilin (AGROFIT, 2015).

Um dos grandes problemas do uso de defensivos em casas de vegetagao é
0 manuseio diario dos viveristas para producado de mudas de eucalipto. Com isso, ha
uma grande preocupacgao e uma demanda do setor florestal por produtos que sejam
menos toxicos aos trabalhadores, ambiente e ao mesmo tempo eficiente no controle
dos fitopatogenos (SILVA et al, 2016).0 uso de produtos quimicos no combate as
doencgas causadas por fungos fitopatégenos como Boftrytis, além de ter um alto
custo, ocasiona problemas ao meio ambiente e ao homem, determinando graves
danos a biota natural do solo, atingindo e contaminando aguas superficiais e
subterraneas, além de contribuir para o desenvolvimento da resisténcia microbiana.
Segundo Guerra (1997), a contaminagao das aguas superficiais por fertilizantes e
agrotdxicos que sao usados para gerenciar as plantagdes de eucaliptos € em média
de 200 kg/hectare.

O uso exacerbado de agrotéxicos além de prejudicar o ambiente, favorece o
aparecimento de linhagens de patdégenos resistentes aos elementos ativos destes
produtos (CAPIEAU; STENLIND; STENSTROM, 2004). No Brasil, muitos
pesquisadores observaram a resisténcia de B. cinerea em estudos feitos com
morango, eucalipto, rosa, berinjela, crisantemo, batata, violeta, begbnia, pimenta,
macéa e uva (PINOTTI; SANTOS, 2013 apud GHINI; KIMATI, 2002). Silva e Coelho
(2003) constataram a resisténcia desse patdgeno aos fungicidas sistémicos benomil,
procimidone e thiabendazole. Também foi comprovada a resisténcia de B. cinerea
frente aos fungicidas a base de Piraclostrobina, Tiofanato-metilico, Fenehexamida e
Boscalide (AMIRI et al., 2014).

A presséao da sociedade por produtos livres de agroquimicos tem exigido dos
pesquisadores e da industria, maior empenho em programas de controle bioldgico.
Praticas de manejo que favoregcam o desenvolvimento de antagonistas nativos, bem
como a introdugédo de microrganismos selecionados, sao estratégias que podem ser
utilizadas no controle bioldgico de fitopatégenos (CHOUDHURY, 2001).

Neste contexto, o manejo de doencas de plantas por meio do controle
biolégico é uma alternativa agroecoldgica que contribuiram para a substituicdo do
uso de fungicidas quimicos tradicionalmente utilizados (GUIMARAES; DAL SOGLIO,
2007). O controle biolégico, por meio do uso de microrganismos antagonistas, vem

sendo amplamente investigado visando melhorar a eficiéncia de controle do mofo-
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cinzento, causado por B. cinerea em frutas, vegetais e plantas ornamentais
(YOHALEM, 2004; SUTTON et al., 1997), além de ser uma forma de controle que
evita os riscos ocupacionais associados a exposigdo dos trabalhadores aos
fungicidas e de residuos destes nos produtos colhidos e no ambiente (SUTTON et
al., 1997).

A diversidade de microrganismos, bem como suas relagbes antagodnicas,
surgem como ferramentas importantes para o controle biolégico (LANNA FILHO;
FERRO; PINHO, 2010). Entre os microrganismos com potencial de utilizagdo no
controle biolégico de fitopatdgenos, destacam-se o grupo das actinobactérias,
reconhecidos como os principais produtores de inumeros metabdlitos secundarios,
principalmente os antibiéticos, com seu amplo espectro de acdo em relacao a célula
alvo e atividade contra bactérias, fungos, protozoarios, virus e células tumorais
(ZAGO; DE-POLLI; RUMJANEK, 2000; MIYAUCHI, 2012; ROMEIRO, 2007). Muitos
estudos apontam o uso de microorganismos no controle biolégico para inibir o
desenvolvimento de B. cinerea, mas apenas alguns produtos biolégicos, tais como
Serenade (AgraQuest Inc., Davis, CA) e Trichodex 20P (Makhteshim Ltd., Be'er
Sheva, Israel) tem atingido o mercado, e nenhum deles baseiam-se em estirpes de
actinobactérias (PAULITZ; BELANGER, 2001). Bettiol e colaboradores (2012)
realizaram um levantamento e disponibilizaram a comunidade uma relagdo de
produtos biolégicos comercializados em algumas regides do mundo. Entre os
produtos biolégicos baseados em Actinobactérias, foram citados Actinovate (Natural
Industries, Texas, EUA) e Mycostop (Verdera Oy, Espoo, Finlandia), sendo o primeiro
recomendado para o uso no controle biolégico de mofo-cinzento causado por B.

cinerea.

3.4 ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias, também denominadas actinomicetos, eram classificadas
como fungo, por compartilharem algumas caracteristicas com esse grupo, tais como
formacao de hifas e esporos de disseminagdo. Contudo, a auséncia de nucleo, a
presenca de flagelo, a falta de esteréis na parede celular, a sensibilidade a
antibidticos antibacterianos, dentre outras caracteristicas, as reclassificaram como
pertencentes ao dominio Bacteria (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967).
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Actinobactérias sdo bactérias filamentosas gram-positivas pertencentes ao
filo Actinobacteria com 6 classes, 5 subclasses, 25 ordens, 14 subordens, 52
familias e 232 géneros. E um dos maiores grupos taxondémicos entre as 18
linhagens conhecidas dentro do dominio bacteriana (STACKEBRANST,;
SCHUMANN, 2000). Sua posigao taxonémica de acordo com o Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (2005), pertence ao Dominio Bactéria, filo Actinobacteria,
classe Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem Actinomycetales.

As actinobactérias estdo amplamente distribuidas em diferentes
ecossistemas e podem colonizar diversos substratos (ARAUJO, 1998). Sdo uma
classe heterogénea de bactérias, superficialmente sua morfologia assemelha-se a
dos fungos filamentosos, pois formam hifas multinucleadas que se ramificam
formando um micélio. Também sido capazes de produzir cadeias de esporos
semelhantes aos conidios. Possuem um alto teor de G+C no seu DNA, chegando
até 70% em algumas espécies (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Podem ser
aerdbios, microaerofilos ou anaerobios (LACAZ et.al., 2002).

De distribuicdo mundial, sdo encontradas nos mais variados ecossistemas,
principalmente no solo. Vivem em sua maioria como saprofitos, exercendo um
importante papel biolégico como o da reciclagem de biomateriais, enquanto outras
estdo em relacdo mutualistica ou parasita com plantas (GOODFELLOW,; WILLIANS,
1983).

Cerca de 70% a 80% dos antibidticos descobertos na chamada “Era de
ouro” nos anos 50 e 60, foram isolados de espécies pertencentes ao género
Streptomyces. Até o final de 2002 mais de 22.000 compostos bioativos foram
obtidos de microrganismos, destes 45% foram produzidos por actinobactérias
(BERDY, 2005). Esses metabdlitos secundarios séo de interesse biotecnoldgico,
dentre eles: amilases, celulases, lipases, pectinases, quitinases, xilanases,
peroxidases, vitaminas do complexo B, fitormdnios, agentes antitumorais e agentes
imunodepressivos (MIYAUCHI, 2012). Ainda, como produto do metabolismo
secundario destes procariotos, ocorre a producado de antibiéticos que podem atuar
no controle de fitopatégenos (ZAGO; DE-POLLI; RUMJANEK, 2000). A produgao
dessas substancias pelas actinobactérias tornam-as fortes candidatas a agentes no
biocontrole de fitopatdgenos em plantas. Existem varios produtos utilizados
comercialmente no controle de pragas, feitos a partir de actinobactérias (KIM; LEE;
YUN, 2015).
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A literatura apresenta uma vasta gama de agentes patogénicos controlados
por actinobactérias incluindo Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Plectosporium
tabacinum oxysporum, Pythium aphanidermatum e Colletotrichum orbiculare
(KRECHEL et al., 2002). Conn, Walker e Franco (2008) inocularam em sementes de
Arabidopsis thaliana, duas estirpes de Streptomyces, e observaram um aumento da
resisténcia nas folhas da planta contra os agentes patogénicos Erwinia carotovora e
Fusarium oxysporum.

Estudos promissores realizados por El-Tarabily e Nassar (2009),
demostraram que actinobactérias endofiticas foram capazes de colonizar raizes de
pepino por oito semanas e suprimir a atividade fitopatogénica de Pythium
aphanidermatum.  Legitimando como actinobactérias, podem apresentar um
eficiente controle sobre fitopatdgenos, podendo até substituir fungicidas quimicos.
Também em estudos realizados por Miyauchi (2012), actinobactérias foram eficazes
no biocontrole da atividade do fungo Fusarium sp., reduzindo a mortalidade de
plantulas de Pinus spp. em cerca de 25%. Porsani et al (2013) isolaram 116
actinobactérias do género Nocardia e Streptomyces da regido entre-marés da llha
do Mel, PR e destas 79 apresentaram a capacidade antimicrobiana contra as cepas
patogénicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Candida albicans. Chamberlian e Crawford (1999) atestaram a capacidade de dois
isolados do género Streptomyces, no antagonismo de varios agentes fitopatogénicos
de gramineas, dentre eles: Pythium ultimum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia homeocarpa, Gaecumannomyces graminis € Microdochium nivale.

Devido aos multiplos metabdlitos produzidos pelas actinobactérias e
variados mecanismos de controle, esses microrganismos podem inibir ou causar a
morte de patdgenos resistentes a defensivos quimicos, e ainda limitar a habilidade
dos patégenos desenvolverem resisténcia (ROBERTS; CRAWFORD, 2000). Com
base nesses pressupostos, neste trabalho, avaliou-se in vitro e in vivo a atividade
inibitéria de actinobactérias isoladas da regido entre-marés da llha do Mel, PR, sobre
o fungo Botritys cinerea isolado de mudas de Eucalyptus dunni, no intuito de atestar
a capacidade de biocontrole de actinobactérias frente ao agente causal do mofo-

cinzento.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de marco de 2014 a
novembro de 2015, no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro)
da Universidade Federal do Parana e em casa de vegetagcao da Embrapa Florestas,
localizados nas cidades de Curitiba e Colombo, PR, respectivamente.

O trabalho foi dividido em duas partes: in vitro e in vivo. Nos experimentos in
vitro, buscou-se selecionar a actinobactéria de melhor desempenho em relagao a
porcentagem de inibicdo do crecimento micelial de B. cinerea. Entao, elucidar se a
actinobacteria eleita seria capaz de se manter na microbiota da folha de eucalipto.
Ja nos experimentos in vivo, as avaliagdes seguiram conforme a escala de

severidade, avaliacdo da porcentagem de controle e biomassa seca.

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

O isolado do fitopatdégeno Botrytis cinerea (acesso Genbank: KU291996), foi
proveniente de mudas doentes de Eucalyptus dunni da empresa Golden Tree
Reflorestadora LTDA, localizada na cidade de Guarapuava - PR.

Os isolados de actinobactérias, obtidos anteriormente por Porsani et al.,
(2013), da regido entre-marés da llha do Mel - PR, sdo provenientes do banco
biolégico Colegao de Culturas do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
da UFPR (LabMicro), localizado na cidade de Curitiba-PR. Foram utilizados 20
isolados de actinobactérias selecionados, o0s quais apresentaram atividade
antimicrobiana ja relatada (PORSANI et al., 2013) (TABELA.1).

TABELA 1 — ACTINOBACERIAS ISOLADAS DA REGIAO ENTRE-MARES DA ILHA DO MEL, PR

(continua)

Isolado Identificagao molecular Acesso Genbank
AS G31 5A 43 Streptomyces bacillaris JX997140

AS G34 3B 18 Streptomyces variabilis JX997143

AS 3A 26 Streptomyces cavourensis JX997143

AD G27 12B 83 Streptomyces parvus JX997139

AD 11B 76 Streptomyces cavourensis X997147

AD G32 11A 60 Streptomyces seoulensis JX997141

AD 3B 17 Streptomyces longwoodensis JX997148

AD G34 12B 82 Streptomyces malachitospinus JX997142

AD G35 3B 14 Streptomyces puniceus KJ155505
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TABELA 1 — ACTINOBACERIAS ISOLADAS DA REGIAO ENTRE-MARES DA ILHA DO MEL, PR
(conclusao)

Isolado Identificagdo molecular Acesso Genbank
AD G35 3A 29 Streptomyces puniceus KJ155506
AD 3A 26 Streptomyces aureus KJ155507
AD G31 3A 69 Streptomyces globisporus globisporus KJ155508
AS G323A 74 nao identificadko -

AD G35 13A 15 nado identificadko e

AD G31 3A 19 nao identificado -

AD G32 4A 29 nao identificadko -

AD G33 2A 16 nao identificado -

AD G 353A 90 nao identificadko e

AD G35 3A 40 nao identificado -

AD G35 3A 41 nao identificado -

FONTE: O autor (2015).

4.2 TESTE DE INIBIGAO IN VITRO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE B. cinerea

Para avaliar a inibicao de B. cinerea pelas actinobactérias, foi realizado teste
de inibicdo, adaptado de Beux (2004). Foram utilizados 20 isolados de
actinobactérias, obtidos por Porsani et al. (2013), da regiao entre-marés da llha do
Mel, PR. Para cada isolado foi feito uma suspensdo salina contendo 3x108
células/mL-" de actinobactéria, padronizadas de acordo com a escala McFarland n°
1, cultivadas em meio Sabouraud (ANEXO 1.1) durante 5 dias a 27 °C, sem
fotoperiodo. Foram espalhadas em uma placa de Petri de 90 mm de diametro,
também em meio Sabouraud, com o auxilio de uma alga de Drigalski. Em seguida,
foi retirado um bloco de 6 mm de diametro do centro da placa, e inserido outro bloco
contendo uma cultura de Botrytis cinerea crescida por 5 dias em seu lugar. Apos
esse procedimento, a cultura foi incubada por 14 dias a 25 °C em BOD, fotoperiodo
de 12 horas.

O controle consistiu em um bloco de 6 mm de didmetro de B. cinerea no
centro da placa contendo meio Sabouraud. As placas foram mantidas em camara
BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagbes foram feitas com 7 e 14 dias
de incubagédo, determinando o didmetro do crescimento do patégeno, por meio de
uma régua milimetrada.

Para definir a porcentagem de inibigdo do crescimento do patégeno, mediu-
se o diametro das col6nias, subtraindo-se o diametro do disco de micélio inicial e

calculada de acordo com Edginton et al., (1971), pela férmula:
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(Dc-Dt)
Dc

(PI%) =

100, onde:

P1% = porcentagem de inibigéo;
Dc = didmetro médio da colbnia de controle de B. cinerea,;
Dt = didmetro médio da colénia de B. cinerea crescida na placa contendo

actinobactéria.

4.3 TESTE DE SOBREVIVENCIA DE ACTINOBACTERIA EM FOLHAS DE E. dunni

O objetivo desse experimento foi verificar a capacidade da actinobactéria em
sobreviver no tecido foliar de E. dunni, sem nenhuma fonte de nutriente adicional,
este teste foi adaptado de Ronseaux, Clément e Barka (2013). O teste foi realizado
em placas de Petri contendo um disco de papel filtro, ambos previamente
esterilizados. Sobre a folha de papel filtro, colocaram-se duas folhas jovens de E.
dunni, coletadas do apice de mudas produzidas em casa de vegetacdo, com trés
meses de idade. O peciolo foi envolto por algoddo umedecido com agua esterilizada.
As folhas ndo passaram por nenhum processo de desinfestacées ou desinfeccoes,
apenas foram lavadas superficialmente com agua destilada autoclavada. Foram
estabelecidas cinco repeticdes por tratamento.

A suspensao de actinobacteria foi pulverizada com 1 mL de solucédo 0,2 x
108 células/mL-"! por placa, ou seja, 1 mL para cada duas folhas em ambas as faces
das folhas de E. dunni. O controle consistiu na pulverizagdo de 1 mL de agua
destilada autoclavada. As folhas permaneceram em BOD na temperatura de 25°C
por até 28 dias, fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi dividido em trés grupos:

Grupo 1: Uma pulverizacado no primeiro dia. Avaliagdes realizadas com 3, 7,
14, 21 e 28 dias ap0s a primeira pulverizagao.

Grupo 2: Duas pulverizagbes, uma no primeiro e a segunda com 7 dias.
Avaliacdes realizadas com 14, 21 e 28 dias ap0s a primeira pulverizagao.

Grupo 3: Trés pulverizagdes, uma no primeiro, a segunda com 7 dias e a
terceira com 14 dias. As avaliagdes foram realizadas com 21 e 28 dias apés a
primeira pulverizagao.

Para todos os testes foram feitos grupos controles, os quais foram

pulverizados 1 mL de agua destilada por placa.
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As avaliacdes dos testes consistiam em retirada de dois discos foliares de
cada folha e inseridos em uma placa contendo meio Czapeck Dox (ANEXO 1.2).
Apos quatro dias fez-se a avaliacdo para a determinagdo do crescimento de
actinobacteria e caso o crescimento se apresentasse positivo, foi realizado o

isolamento e a identificagdo da actinobactéria por coloracdo de Gram (GRAM, 1884).

4.4 ISOLAMENTO DE ACTINOBACTERIAS EM FOLHAS DE MUDAS DE E. dunni

Foram coletadas aleatoriamente folhas e fragmentos do caule de 8 mudas
sadias de E. dunni, com trés meses de idade. A desisnfestacao foi feita
superficialmente com agua destilada autoclavada. Os fragmentos foram inoculados
em meio seletivos para actinobactérias, ACA e ISP-2 (ANEXOS 1.4 e 1.5). Para
evitar o crescimento de fungos no meio, foram adicionados 100 ug/ml de
cicloheximina e nistatina aos meios seletivos. As placas foram cultivadas a 28 °C por
até 30 dias. O plaqueamento foi realizado em ftriplicata. A medida que as colénias de
endofiticos e/ou epifiticos surgiram nos fragmentos das folhas, essas foram sendo
transferidas para novas placas contendo os mesmos meios e posteriormente

submetidas a coloracdo de Gram, a fim de visualizar a microestrutura.

4.5 TESTE DE PATOGECIDADE COM ACTINOBACTERIA EM MUDAS DE E. dunni

Para este ensaio foram utilizadas dez mudas sadias, com trés meses de
idade, vigorosas e uniformes em altura e numero de folhas, que foram distribuidas
em caixas plasticas (40 x 60 x 35 cm). Uma camada aproximada de 10 cm de
vermiculita expandida de granulometria fina (entre 1 e 2 mm) umedecida, foi
colocada no fundo das caixas para separar as dez mudas e manté-las em posigao
vertical, para assim facilitar a formagdo da cémara umida. Dez mudas foram
reservadas para o grupo controle, as quais foram pulverizadas com agua destilada
autoclavada.

Quatro folhas dos primeiros pares foliares de cada muda foram lesionadas
com quatro pequenos furos. Cada muda foi pulverizada com 1 mL de solucédo de
Streptomyces variabilis (acesso Genbank: JX997143) contendo 0,2 x 102 células/mL.
O grupo controle as mudas foram pulverizadas com 1 mL de agua destilada

autoclavada. As mudas foram acondicionadas na casa de vegetagao sem controle
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de temperatura. A avaliagao da patogenicidade foi feita 30 dias apds a inoculagao de
S. variabilis, verificando-se a presenca de sintomas e comparado as diferengas entre
O grupo que recebeu o tratamento com S.variabilis e o grupo que recebeu

pulverizagao de agua.

4.6 TESTE DE ANTAGONISMO /N VIVO DE ACTINOBACTERIA EM MUDAS DE E.
dunni

Para cada tratamento foram utilizadas dez mudas sadias de E. dunni, com
trés meses de idade, vigorosas e uniformes em altura e numero de folhas, que foram
distribuidas em caixa. A metodologia para formacado de cAmara umida seguiu como
descrito no item 4.5.

O ensaio foi delineado experimentalmente como fatorial 4 x 3, sendo de até
trés aplicagcdes preventivas de suspensdes de células de actinobactéria e uma
aplicacao de fungicida, em trés tempos de inoculacao diferentes (7 dias, 14 dias e 21
dias), com dois tratamentos adicionais servindo como testemunhas, como segue:

a) Testemunha agua: Aplicacdo de 1 mL de agua destilada autoclavada por
muda.

b) Testemunha Botrytis cinerea: Depdsito de dois discos de micélio-agar de
6 mm de didmetro, retirado de culturas com sete dias de crescimento de B. cinerea.
Os discos foram depositados nos primeiros pares foliares.

c) Actinobactéria (1): Uma aplicacao de 1 mL suspensao salina (8,5 g de
NaCl em 1 L de agua destilada) contendo 0,2 x10° células/mL" por muda, no
primeiro dia do experimento. No segundo dia foram depositados dois disco de
micélio-agar de 6 mm de didmetro, retirado de culturas com sete dias de crescimento
de B. cinerea. Sendo os discos depositados nos primeiros pares foliares.

d) Actinobactéria (2): Aplicagao de 1 mL suspenséo salina (8,5 g de NaCl em

1 L de agua destilada) contendo 0,2 x108 células/mL" por muda, no primeiro dia do
experimento e a segunda aplicagdo com sete dias. No oitavo dia foram depositados
dois disco de micélio-agar de 6 mm de diametro, retirado de culturas com sete dias
de crescimento de B. cinerea. Sendo os discos depositados nos primeiros pares
foliares.

e) Actinobactéria (3): Aplicacdo de 1 mL suspensao salina (8,5 g de NaCl em

1 L de agua destilada) contendo 0,2 x10° células/mL" por muda, no primeiro dia do
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experimento, segunda aplicagdo com sete dias e a terceira aplicagcdo com 14 dias.
No décimo quinto dia foram depositados dois discos de micélio-agar de 6 mm de
diametro, retirado de culturas com sete dias de crescimento de B. cinerea. Sendo os
discos depositados nos primeiros pares foliares.

f) Fungicida iprodione (1): Uma aplicagdo do fungicida Rovral 50 WP
(Rhone-Poulenc - Agrochimie) a uma dose de 2,4 mL para um litro de &agua,
conforme descrito em Alfenas et al. (2009), no primeiro dia. No segundo dia foram
depositados dois disco de micélio-agar de 6 mm de diametro, retirado de culturas
com sete dias de crescimento de B. cinerea. Sendo os discos depositados nos
primeiros pares foliares.

g) Fungicida iprodione (2): Uma aplicacdo do fungicida Rovral 50 WP
(Rhone-Poulenc - Agrochimie) a uma dose de 2,4 mL para um litro de agua, no
primeiro dia e a segunda aplicagdo com sete dias. No oitavo dia foram depositados
dois disco de micélio-agar de 6 mm de diametro, retirado de culturas com sete dias
de crescimento de B. cinerea. Sendo os discos depositados nos primeiros pares
foliares.

h) Fungicida iprodione (3): Uma aplicagdo do fungicida Rovral 50 WP
(Iprodiona - Rhone-Poulenc - Agrochimie) a uma dose de 2,4 mL para um litro de
agua, no primeiro dia, a segunda aplicacdo com sete dias e a terceira aplicagdo com
14 dias. No décimo quinto dia foram depositados dois discos de micélio-agar de 6
mm de diametro, retirado de culturas com sete dias de crescimento de B. cinerea.
Sendo os discos depositados nos primeiros pares foliares.

Portanto nesse trabalho, cada pulverizagdo representou um tratamento
diferente, assim foram testados seis tratamentos: S. variabilis (1)- uma pulverizagéao
de S. variabilis; S. variabilis (2) - duas pulverizagbes de S. variabilis com intervalo de
7 dias; S. variabilis (3) — trés pulverizagbes de S. variabilis com intervalos de 7 dias
entres as pulverizagdes; Iprodione (1) — uma pulverizagao de Iprodione; Iprodione
(2) — duas pulverizagbes de Iprodione com intervalo de 7 dias; Iprodione (3) — trés
pulverizagdes de Iprodione com intervalos de 7 dias entres as pulverizagdes.

Convém ressaltar que a escolha do fungicida iprodione deu-se por ser
intensivamente aplicado no controle B. cinerea, além de muitos estudos
evidenciarem a auséncia de resisténcia deste patdégeno frente ao iprodione (AMIRI
et al., 2014; CALDARI JUNIOR, 1998; GRIFFITHS; DANCER; HARWOOD , 1998).
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Todas as mudas receberam as aplicagdes de tratamento com o auxilio de
um microatomizador Sagyma SW776 (10 Ip.pol-'). Antes do depdsito dos discos de
micélio-agar, os quatro dos primeiros pares foliares de todas as mudas foram
lesionados com quatro pequenos furos.

As avaliagdes foram realizadas a partir do momento da inoculagdo com o
disco de micélio-agar. Foram realizadas trés avaliagdes, a primeira, com sete dias
apos o deposito do disco de micélio-agar, a segunda aos 14 dias, e a ultima, aos 21
dias depois do depodsito do disco de micélio-agar. O método de avaliagéo, foi
baseado em uma escala de notas para avaliagao da severidade do mofo cinzento
em Eucalyptus sp., elaborada por Bizzi (2006) descrita a seguir (FIGURA 2):

0 = auséncia de sintomas;

1 = infecgédo leve (leséo restrita ao ferimento, sem coalescéncia de lesdes);

2

infeccdo média (lesbes coalescentes na folha, sem atingir o caule da

muda);

3 = infeccdo severa (lesdes coalescentes na folha, atingindo o caule da
muda);

4 = infecgdo muito severa (progressao da doenga até o ponteiro da muda).

FIGURA 2 — ESCALA DE AVALIAGCAO DE SEVERIDADE DE MOFO- CINZENTO EUCALIPTO

NOTA: (A) Auséncia de sintomas; (B) Infeccédo leve; (C) Infeccdo média; (D) Infecgdo severa; (E)
Infecgdo muito severa. FONTE: BIZZI (2006).
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A porcentagem de controle da doenca foi obtida por meio da formula descrita
por Bizi (2006):

Controle (%) = (Sev. Test. — Sev. Trat. / Sev. Test.) x 100

Onde, Sev. Test. representa a severidade da testemunha e Sev. Trat a
severidade do tratamento.

Ao final do experimento in vivo, todas as mudas foram cortadas rente ao
tubete e acondicionadas individualmente em sacolas de papelédo, para obtengao da
biomassa seca. Nao foi considerada a pesagem do sistema radicular, apenas a
parte aérea das mudas. Posteriormente, a massa vegetal umida foi colocada para
desidratar em estufa 4 60 °C, por 72 horas.

Determinou-se a biomassa seca de cada muda em balanga de precisao.
Apos o periodo de secagem, as sacolas de papeldao contendo as mudas foram
pesadas individualmente, e depois retirado o conteudo e pesado somente a sacola
de papeldo. O valor do peso da sacola de papelao foi descontado do valor da
primeira pesagem, para assim determinar com precisao o valor da biomassa seca de

cada muda.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos experimentos in vitro foram transformados para
log(x+2) e foram submetidos a uma Anadlise de Variancia (ANOVA) a 1% de
probabilidade. Quando necessario, foi empregado o teste de Scott- Knott 5% de
probabilidade para comparacdo de médias.

Os dados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados por estatistica
nao paramétrica, tendo em conta que esses nao apresentaram distribuicao
normal. Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Kruskal- Wallis.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
ASSISTAT 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE INIBICAO IN VITRO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE B. cinerea

O controle biologico parte de uma selegao in vitro de microrganismos com
potencial antagonista contra determinados patégenos (BAKER; COOK, 1974). Neste
trabalho, todas as vinte actinobactérias testadas contra o B. cinerea apresentaram
medidas de crescimento micelial do patdgeno inferiores em relagdo ao controle,
tanto nas avaliacbes de sete dias como nas avaliagcdes de 14 dias de crescimento
(FIGURA 3).

FIGURA 3 — TESTE DE INIBICAO IN VITRO DE ACTINOBACTERIAS X B. cinerea

e —

NOTA: O crescimento do patdgeno esta delimitado em vermelho. FONTE: O autor (2015).

Os diametros médios das colbnias de B. cinerea, quando pareados com
actinobactérias, diferiram estatisticamente da testemunha (p<0,05). Apenas
Streptomyces parvus nao apresentou diferenga em relagao ao controle, na avaliagao
de 14 dias (TABELA 2).

Dos 20 isolados de actinobactérias, selecionados e testados, Streptomyces

variabilis apresentou o melhor potencial de inibicdo frente ao B. cinerea.
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Evidenciando que ha diferenga entre o crescimento micelial de B. cinerea na
testesmunha e nos tratamentos. De acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, realizado com as avaliacbes de sete e 14 dias, o isolado
Streptomyces variabilis foi o que apresentou o menor valor crescimento micelial de
B.cinerea (FIGURA 4).

FIGURA 4 — INBIQODORSIMENTO MICELIAL DE B. cinerea POR S. variabilis

NOTA: Apos sete dias de incubagéo (A) verso e (B) reverso da placa, e apds 14 dias de incubacgao
(C) verso e (D) reverso da placa. O crescimento do fungo esta delimitado em vermelho. FONTE: O
autor (2015).

Comparando as porcentagens de inibigdo obtidas através do método de
formulado por Edginton et al., (1971), observou-se que o isolado Streptomyces
variabilis apresentou valores de inibicdo de 82,38% com sete dias e 77,62% com 14
dias (TABELA 2).
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TABELA 2 — DIAMETRO MEDIO DAS COLQNIAS (mm) DO CRESCIMENTO MICELIAL DE
Botrytis cinerea, APOS TESTE DE ANTAGONISMO COM ACTINOBACTERIAS

Crescimento micelial

Tratamentos (mm) % de inibicdo
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

B. cinerea x S. variabilis (AS G34 3B 18) 14,8 f 18,8 g 82,38 77,62
B. cinerea x AS G 35 3A 40 24.8d 26,9f 70,48 67,98
B. cinerea x S. cavourensis (AS 3A 26) 20 e 28,2 f 76,19 66,43
B. cinerea x AS G32 3A 74 224 ¢ 28,3 f 73,33 66,31
B. cinerea x AS G35 3A 41 213 e 285f 74,64 66,07
B. cinerea x S. cavourensis (AD 11B 76) 20,6 e 315e 75,48 62,50
B. cinerea x AD G 35 3A 90 248d 31,8e 70,48 62,14
B. cinerea x S. aureus (AD 3A 26) 259d 32e 70,36 61,90
B. cinerea x AD G33 2A 16 20e 326 e 76,19 61,19
B. cinerea x S. longwoodensis (AD 3B 17) 251d 356d 70,12 57,62
B. cinerea x AD G35 13A 15 299c¢ 36,5d 64,40 56,55
B. cinerea x S. seoulensis (AD G32 11A 60) 30,1c 37,5d 64,17 55,36
B. cinerea x AD G31 3A 19 335¢c 38d 60,12 54,76
B. cinerea x AD G32 4A 29 30,6 c 38,2d 63,57 54,52
B. cinerea x S. bacillaris (AS G31 5A 43) 319c¢ 38,5d 62,02 54,17
B. cinerea x S. globisporus globisporus
(AD G31 3A 69) 33,3c¢c 459 c 60,36 45,36
B. cinerea x S. puniceus (AD G35 3B 14) 346 c 479c 58,81 42,98
B. cinerea x S. puniceus (AD G35 3A 29) 472 b 63,1b 43,81 24,88
B. cinerea x S. malachitospinus
(AD G34 12B 82) 459b 69,7 b 45,36 17,02
B. cinerea x S. parvus (AD G27 12B 83) 489 b 824 a 41,79 1,90
B. cinerea 84 a 84 a 0,00 0,00

NOTA: Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Scott- Knott, ao nivel de 5%
de significAncia. FONTE: O autor (2015).

Todos os isolados de actinobactérias avaliados neste trabalho, previamente
obtidos por Porsani et al. (2013) haviam apresentado atividade inibitéria contra
organismos patogénicos. Os autores isolaram 116 actinobactérias da regido entre
marés da llha do Mel, Parana, Brasil. Dentre estas, 68% apresentaram atividade
contra organismos patogénicos como Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida
albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Actinobactérias do género Streptomyces sao conhecidas por seu potencial
antimicrobiano e seus metabdlitos secundarios. Varios estudos evidenciaram a
atividade inibitéria de actinobactérias em relacdo ao B. cinerea e a outros
microorganismos. Oliveira (2004) avaliou a atividade antagbnica de actinobactérias

frente a dois isolados B. cinerea isolados de videiras. Das 63 linhagens de
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actinobactérias testadas, 19 apresentaram atividade antifungica. Logman et al.
(2009), também trabalharam com videiras, esses autores isolaram 142
actinobactérias da rizosfera de Vitis vinifera L. no Marrocos e as testaram contra
cinco fitopatdégenos, dentres eles o B. cinerea. Nove isolados foram capazes de inibir
todos os patogenos, e também capazes de proteger mudas de videiras em testes in
vivo. Seis destes isolados pertenciam ao género Streptomyces e trés ao
género Micromonospora. Estes resultados indicaram o potencial de actinobactérias
para o controle biologico de Botrytis cinerea.

Em relagdo a fungos fitopatogénicos, Melo (2009) isolou 60 linhagens de
actinobactérias de plantas sadias de milho, cultivadas em diferentes regides do
Estado de Sdo Paulo. Dessas, 71% foram capazes de inibir o desenvolvimento de
fungos como Pythium aphanidermatum e Fusarium moliforme, 56% foram capazes
de inibir bactérias gram positivas como Bacillus megaterium e Sthaphylococcus
aureus e 49% foram capazes de inibir bactérias gram negativas como Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella.

Em tomateiros, Soares, Sousa e Garrido (2009), encontraram atividade
antifungica em isolados de Streptomyces sobre os fitopatdgenos Cladosporium
fulvum Cooke e Fusarium oxysporum, inibindo até 94,1% o crescimento desses
patdogenos. Carrer Filho et al. (2009), também avaliaram o potencial de
actinobactérias frente a patégenos do tomateiro. Os autores utilizaram um isolado
pertencente ao género Nocardia, que foi habil em reduzir a severidade de Alternaria
solani, Stemphylium solani, Corynespora cassiicola, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria e Pseudomonas syringae pv. tomato. Em condi¢cdes de campo, quando a
actinobactéria foi pulverizada semanalmente por atomizacido a severidade das
doencas foi reduzida em comparagao com o controle.

Esses e varios outros estudos comprovam a capacidade de actinobactérias
em inibir o crescimento de organismos patogénicos (SILVA et al., 2013; SOARES;
SOUSA; GARRIDO, 2009; EL-ABYAD et al., 1993). Dentre todas as actinobatérias
testadas nesse trabalho Streptomyces variabilis apresentou os maiores valores de
inibicdo do crescimento micelial de B. cinerea. Tendo em vista o seu desempenhono
teste de inibicdo in vitro, Streptomyces variabilis, foi selecionado para as etapas

subsequentes.
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5.2 TESTE DE SOBREVIVENCIA DE ACTINOBACTERIA EM FOLHAS DE E. dunni

Em todos os grupos que receberam pelo menos uma pulverizagdo com S.
variabilis foi possivel verificar o crescimento da mesma em todas as avaliagdes nos
discos foliares. Ja nos grupos controles, onde houve a pulverizagdo de agua
destilada autoclavada, ndo apresentaram crescimento de actinobactérias (TABELA
3).

TABELA 3 — AVALIAGAO DA PRESENGA/ AUSENCIA DE ACTINOBACTERIAS EM DISCOS
FOLIARES DE E. dunni

Tempo (dias)

Tratamento

0 3 7 14 21 28
Streptomyces variabilis - 1 pulverizagao +

Streptomyces variabilis - 2 pulverizagbes / %
Streptomyces variabilis - 3 puIverizagées / // +

Legenda

-
Testemunha - 1 pulverizagao % Pulverizagédo dos tratamentos

Testemunha - 3 pulverizagbes - | - + | Presenca de S. variabilis

Testemunha - 2 pulverizagdes %-% % - | - - | Auséncia de S. variabilis

NOTA: Streptomyces variabilis: folhas receberam pulverizagdo com S. variabilis. Grupo testemunha:
folhas receberam pulverizagdo de agua destilada autoclavada. 1 pulverizagdo: pulverizagdo no
primeiro dia. 2 pulverizagbes: pulverizagdo no primeiro dia e com 7 dias. 3 pulverizagdes:
pulverizagdes no primeiro dia, 7 e 14 dias. Em 3 dias ndo houve pulverizagbes e avaliagbes. FONTE:
O autor (2015).

Ao redor dos discos foliares houve crescimento de fungos e leveduras
endofiticos e/ou epifiticos, mas, devido a macromorfologia da actinobactéria ser
distinta, houve facilidade na identificacdo para isolamento e purificacdo. Foram
selecionadas apenas colbnias de coloracdo branca e que se desenvolviam
morfologicamente em forma de giz (em pd) (PORSANI et al., 2013). Esses isolados
foram transferidos para uma nova placa de Petri, contendo meio Czapeck Dox, e
mantidos a temperatura de 28 °C em BOD, fotoperiodo de 12 horas por até 7 dias.
Em todos os grupos controle, ndo houve crescimento de actinobactérias, somente

crescimento de fungos e leveduras endofiticos e/ou epifiticos (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — CRESCIMENTO DE MICRORGANISMO EM DISCOS FOLIARES DE E. dunni

NOTA: Crescimento de microrganismos em placas de 1 pulverizagéo e avaliagcdo de 21 dias. A) Placa
com tratamento de actinobactéria e B) detalhe do crescimento da actinobactéria, coldnias brancas e
opacas. FONTE: O autor (2015).

Os resultados na avaliagdo com 28 dias apdés uma pulverizagéao
evidenciaram a presenga do crescimento de S. variabilis nos discos foliares,
indicando a capacidade S. variabilis em sobreviver em folhas de E. dunni. O isolado
foi capaz de se manter na microbiota da folha mesmo apds o periodo de 28 dias
sem nenhuma outra fonte de nutriente. Ortega Morales (2010) ressaltou em seu
trabalho, as particularidades de actinobactérias que estido presentes em regides
entre-marés. As condicoes da regido entre-marés sao extremas, devido aos ciclos
de maré, resultando em diferentes gradientes de umidade, temperatura, a acao das
ondas, a radiacdo UV, nutrientes e salinidade. Tais condigbes favorecem o
desenvolvimento e a disseminagédo de determinados microrganismos com processos
fisiol6gicos e metabdlitos particulares.

No grupo controle ndo houve crescimento de actinobactérias em nenhum
dos testes de pulverizacdo e em nenhuma das avaliacées (FIGURA 5). Houve
apenas crescimento de microrganismos presentes previamente nas folhas, o que
sugere que as actinobactérias presentes nos testes com pulverizagdes, provieram do
proprio tratamento.

Muitos autores trabalharam com isolamento de bactérias em Eucalyptus sp..
Paz (2009) isolou bactérias endofiticas, sendo que nenhuma delas pertenciam ao
grupo de actinobactérias. As espécies obtidas da microbiota do eucalipto nesse

trabalho foram Bacillus subtillis, Bacillus pumilus, Bacillus sp., Bacillus licheniformis e
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Pseudomonas sp.. Procopio et al. (2009), isolaram varias bactérias endofiticas do
caule de Eucalypus sp. de trés anos de idade e nao verificaram a presenca de
actinobactérias. Trabalhando com rizoplano, Kaewkla e Franco (2010), isolaram
nove actinobacterias Eucalyptus microcarpa, sendo um que umas das cepas
isoladas foi proposta como sendo uma nova espécie denominada de Flindersiella
endophytica sp., e evidenciando a caracteristica desses microrganismos em habitar
naturalmente o solo (WILLIAMS; SHARPLES, 1973). Em 2008, Ferreira et al.,
prospectaram bactérias endofiticas de mudas e sementes de varias espécies de
Eucalyptus. Os autores nao reportaram presenca de actinobactérias em mudas,
apenas em sementes a presenga do género Frankiaceae.

Esses estudos indicam a presenca de actinobacterias em diferentes tecidos
e estagios de desenvolvimento de Eucalyptus sp., mas ainda ndo ha relatos de
presenca de actinobactérias em folhas de mudas. Neste trabalho ficou evidente que
a actinobactéria isolada dos discos foliares de eucalipto, foi proveniente do
tratamento em que as mudas foram submetidas.

A fim de comprovar que as actinobactérias isoladas dos discos foliares
provieram do tratamento, essas foram submetidas a coloragao de Gram (FIGURA 7).
Foi possivel observar na micromorfologia a formacgao de longas cadeias de esporos,
que se fragmentam em formas bacilares e esféricas, formando um emaranhado de
finos filamentos ramificados com aspecto granular, caracteristicas do género
Streptomyces, o qual o isolado foi incialmente identificado. Essas descrigdes,
segundo o Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2004), estdo de acordo

com aquelas descritas para este género.
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FIGURA 7 — COLORAGAO DE GRAM DAS ACTINOBACTERIAS ISOLADAS DO TESTE DE FOLHA
DESTACADA DE E. dunni
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NOTA: Micromorfologia visualizada no aumento de 1000x. As setas indicam longas hifas ramificadas.
A) Actinobactéria controle pertencente ao Banco biolégico Labmicro. B, C, D, E e F, Actinobactérias
isoladas do grupo de uma pulverizagao. Sendo respectivamente, os discos foliares retirados com: B)
3,C)7,D)14, E) 21 e F) 28 dias. G, H e |, Actinobactérias isoladas do grupo de duas pulverizagdes.
Sendo respectivamente, os discos foliares retirados com G)14, H) 21 e 1) 28 dias. J e K,
Actinobactéria isoladas do grupo de trés pulverizagdes. Sendo respectivamente, os discos foliares
retirados com J) 21 e K) 28 dias.
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Para evidenciar que as actinobactérias isoladas dos discos foliares
provinham do tratamento, foi realizado um teste com mudas sem contato com S.
variabilis, em meio seletivo para actinobactérias. Durante avaliagcdes diarias por até

30 dias, nenhum fragmento de muda demostrou a presenga actinobactérias.

5.3 TESTE DE PATOGENICIDADE COM S. variabilis EM MUDAS DE E. dunni

A partir dos resultados obtidos por S. variabilis nos testes in vitro, esse foi
selecionado para o ensaio de patogenicidade. O teste teve como objetivo, detectar
se S. variabilis poderia causar alteracbes que levassem a perdas no vigor de
desenvolvimento da planta.

A ativacdo do mecanismo de defesa da planta ocorre por meio de
sucessivos eventos e sinais que se iniciam no reconhecimento pela planta do agente
agressor e culmina com a ativagado das barreiras fisicas e quimicas envolvidas no
processo. Dentre esses sintomas estédo, colapso do tecido vegetal ao redor do sitio
de infeccdo, produgdo de proteinas soluveis, deposicdo de lignina e etc
(FERNANDES et al, 2009). Nesse sentido buscou- se verificar alteragdes nas mudas
que receberam tramento com S. variabilis.

Em comparacgao ao grupo controle as mudas tratadas com S. variabilis, nao
apresentaram alteragcdes morfoldgicas visiveis. Constatou-se a auséncia de lesdes
foliares, demonstrando que este isolado nao foi patogénico em Eucalyptus dunni na

avaliacao feita 30 dias apos a inoculagao de S. variabilis (FIGURA 8).

FIGURA 8 — TESTE DE PATOGENICIDAI_DE EM MUDAS DE E. dunni, APOS 30 DIAS DE
INOCULACAO DE S. variabilis

-

NOTA: A) muda submetida ao tratamento de S. variabilis. B) Muda controle, pulverizada com agua.
Fonte: O autor (2015).
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Segundo Agrios (1988), doenca € o estado ou condi¢cdo resultante de
processos fisiolégicos anormais, que se manifesta visualmente através do
aparecimento de sintomas, levando em consideragcdo uma série de acontecimentos
que propiciam seu desenvolvimento. Assim ficou comprovado que, as mudas
tratadas com S. variabilis, nao apresentaram alteragdes como: clorose, necrose ou
queda foliar, sintomas responsaveis pela redugdo da fotossintese que
consequentemente causam desvantagem a planta (MAIA; MARTOS; BARRELLA,
2001).

Nao foram encontrados relatos de testes de patogenicidade com
actinobactérias em mudas de eucalipto na literatura consultada. Em um estudo
realizado em culturas de alface por Patekoski e Pires-Zottarelli (2010), constataram
que um produto para biocontrole de Pythium aphanidermatum, elaborado a partir de
Trichoderma, foi patogénico as plantas quando aplicado na auséncia do patégeno. A
aplicacao do produto nos tratamentos controle ocasionou reducéo significativa do
comprimento das radiculas. Porém, quando aplicado na presenga do patdgeno, o
produto promoveu aumento significativo do comprimento das radiculas das

variedades.

5.4 AVALIACAO DO CONTROLE - S. variabilis x B. cinerea

Verificou-se que todos os tratamentos testados apresentaram valores de
severidade inferiores ao controle positivo (TABELA 3). Nas avaliagcdes de sete dias
os melhores resultados foram os tratamentos submetidos a pulverizagdes de
iprodione. O melhor resultado foi tratamento de uma pulverizagdo de iprodione,
apresentando o valor médio de severidade de 0,8, representando controle de
76,47% da doenca. Ainda comparando os resultados de sete dias, o tratamento com
trés pulverizagbes de S. variabilis, foi 0 que mais se aproximou significativamente
dos resultados obtidos com os tratamentos do fungicida. O valor médio de
severidade foi de 2, representando controle de 41,17% da doenca.

Nas avaliagbes feitas aos quatorzes dias, todos os tratamentos
demonstraram evolugdo da doenca. O fungicida se manteve com melhores
resultados. Este foi obtido pelo tratamento de duas pulverizacbes de iprodione,
apresentando o valor médio de severidade de 1,5, representando controle de 62,5%
da doenga. Nessa avaliagdo percebe-se uma mudanga, ja que na avaliagdo de sete
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dias o melhor tratamento foi o0 com uma pulverizagédo de iprodione. O tratamento de
trés pulverizacbes de S. variabilis, se manteve sendo o tratamento que mais se
aproximou significativamente dos tratamentos de iprodione. O valor médio de
severidade foi de 2,3, representando controle de 42,5% da doenca.

Na ultima avaliagéo, feita aos 21 dias, novamente houve progresso da
doenca em relacdo a avaliacao de 14 dias. Do mesmo modo, os tratamentos com
fungicida exibiram os melhores resultados de controle. O tratamento de duas
pulverizagdes de iprodione apresentou o valor médio de severidade de 1,8,
representando controle de 55% da doenca. O tratamento de trés pulverizagdes de S.
variabilis, novamente foi o que mais se aproximou significativamente dos
tratamentos de iprodione. Tendo como valor médio de severidade de 2,4, com a
porcentagem de controle da doenga na casa dos 40%.

Os resultados demonstram que o numero maior de pulverizagbes com S.
variabilis, resultou em um controle mais eficiente, dentre os tratamentos submetidos
a actinobactéria. Tratamentos com uma e duas pulverizacdes de S. variabilis, nao
apresentaram valores expressivos no controle da doenca. Observou-se que ha um
aumento gradativo no controle do B. cinerea conforme a quantidade de
pulverizagdes de S. variabilis. O que nao aconteceu com os tratamentos submetidos
ao fungicida, ja que em relagao ao progresso da doenca o que apresentou o melhor

controle, foi o tratamento com duas pulveriza¢des de iprodione (TABELA 3).

TABELA 3 — SEVERIDADE MEDIA E CONTROLE (%) DE MOFO-CINZENTO EM MUDAS DE E.
dunni TRATADAS PREVENTIVAMENTE COM S. variabilis.

Avaliacdes (Dias apés a inoculacio de S. variabilis)

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias
Se\loleg(lﬁ:de % Controle Se\'(neg‘lﬂ:de % Controle Se\l(neg(lﬁ:de % Controle
B. cinerea 34d - 4c - 4c -
S. variabilis (1) * 2,4 cd 29,41 3,4 bc 15 3,7 bc 7,5
S. variabilis (2)** 2,3 bed 32,35 2,8 abc 30 3,3 abc 17,5
S. variabilis (3)*** 2 abcd 41,17 2,3ab 42,5 2,4 ab 40
Iprodione (1)* 0,8a 76,47 1,9a 52,5 21a 47,5
Iprodione (2)** 1,1 ab 67,65 1,5a 62,5 1,8a 55
Iprodione (3)*** 1,5 abc 55,88 1,7 a 57,5 2a 50

NOTA: Severidade baseada em escala diagramatica (BIZZI et al., 2006); * Tratamentos com uma
pulverizacdo; ** Tratamentos com duas pulverizagdes; *** Tratamentos com trés pulverizagdes. Teste
nao parameétrico de Kruskal-Wallis para severidade; Analise com 7 dias: H= 46,26 - p valor < 0,01;
Anadlise com 14 dias: H= 49,91 - p valor < 0,01; Analise com 21 dias: H= 39,66 - p valor < 0,01; Os
valores mais proximos de zero correspondem a uma maior eficiéncia de controle do patdégeno.
FONTE: O autor (2015).



42

De forma geral, esses resultados corroboram com relatos na literatura, que
evidenciam o uso actinobactérias no controle de B. cinerea in vivo. Em um estudo
recente, Kim, Lee e Yun (2015) identificaram Streptomyces hygroscopicus como um
potente na atividade antifungica de B. cinerea em morangos, com uma eficacia de
58% de controle da doenca. Em culturas de tomate, Streptomyces hygroscopicus foi
eficaz no controle de B. cinerea. Apos cinco dias, plantas sob tratamento preventivo
com a actinobactéria apresentaram uma redugao acentuada na biomassa fungica e
auséncia de sintomas, enquanto as plantas que n&o receberam tratamento
apresentaram sintomas graves da doenca (GE et al.,2015).

Trabalhando com controle biolégico em cultura de pepino, Parck et al.
(2008), purificaram um metabdlito secundario a partir de uma estirpe de
Streptomyces, que se mostrou eficiente no controle do mofo-cinzento em testes
realizados in vitro e em in vivo. Também utilizando metabdlitos secundarios,
extraidos de Streptomyces araujoniae, Silva et al. (2014) atestaram a capacidade
deste em controlar o crescimento de B. cinerea.

O biocontrole de actinobactérias, principalmente do género Streptomyces, no
controle de B. cinerea, tem sido relatado em diferentes culturas vegetais (WHITE;
LINFIELD; LAHDENPERA, 1990; KIM; YANG; KIM, 2003; NING et al., 2012). No
entanto, na bibliografia consultada ndo foram encontrados trabalhos relatando a
utilizacdo do género Streptomyces no controle de Boftrytis cinerea em Eucalyptus
dunni.

Analisando os valores de porcentagem de controle de iprodione, ao final do
periodo de 21 dias, o tratamento com duas pulverizagdes obteve o melhor resultado,
controlando 55% da doenga. Seguido pelo tratamento de trés pulverizagbes,
controlando 50% da doenca. E finalmente, o tratamento de uma pulverizacdo de
iprodione, controlando 47,5% da doenca. Em relacdo a perda da porcentagem de
controle do B. cinerea, verificaou-se que o tratamento de trés pulverizacbes de
iprodione, apresentou a menor variagdao. Exibindo o valor de 7,5% na perda do
controle da primeira até a ultima avaliagdo. O tratamento de duas pulverizagdes
apresentou uma perda controle de 12, 65%, ao final das avaliagbes. Por fim, o
tratamento de uma pulverizacdo de iprodione, apresentou a maior perda na
porcentagem de controle ao final do periodo, de 28,97% (GRAFICO 1).

Iprodione € um fungicida de contato com agao protetora e curativa. Pertence

ao grupo quimico das dicarboximidas, estes fungicidas interferem com respiragcéo
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bloqueando a atividade da enzima NADH citocromo-c-redutase no processo
respiratorio. As dicarboximidas também apresentam alguma interagdo com o nucleo
celular. A citocromo-c-redutase e mais algumas enzimas sao inibidas, provocando
uma peroxidagdo de lipidios. As membranas internas da mitocondria sao
especialmente sensiveis, prova velmente devido a seu alto conteudo de acidos
graxos insaturados. As dicarboximidas inibem a germinagao de conidios. Se houver
essa germinagao, os tubos germinativos ficam pequenos e entumecidos, podendo
se romper. Nas hifas os compostos sdo rapidamente ligados a parede celular, bem
como alteram a fragdo de triglicéridos. Podem provocar extravasamento do
citoplasma. O micélio tem seu crescimento interrompido. Nas hifas ja desenvolvidas
a membrana sO € alterada no apice, onde aindaha crescimento (EHR; KEMMIT,
2002).

GRAFICO 1 — CONTROLE (%) DE MOFO-CIZENTO EM MUDAS E. dunni TRATADAS COM
S.variabilis

100% - s, veriabilis (1) = ss——=S. variabils {2/ =S, variabilis | 3=
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]
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FONTE: O autor (2015).
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Ao final do periodo de 21 dias, o tratamento de trés pulverizagdes de S.
variabilis controlou a doenga em 40%. O tratamento de duas pulverizagdes
apresentou um valor de 17,5% e o de uma pulverizacdo 7,5% no controle. Em
relagdo aos valores de perda porcentagem de controle, as mudas submetidas a trés
pulveriza¢des, exibiram uma perda de controle de apenas 2,5% ao final do periodo
de avaliagdes. O tratamento de duas pulverizagdes apresentou uma perda no
controle de 14,85%. Por fim, o tratamento de uma pulverizacdo apresentou a maior
perda de controle, no valor de 21,91%. (GRAFICO 1).

A maior perda de controle da doencga, ao final das avaliagbes, ocorreu nos
tratamentos submetido a uma pulverizagao, seguido por duas pulverizagbes e trés
pulverizagdes. Esse padrio verifica-se tanto com os tratados com iprodione, quando
os tratados com S. variabilis. Demonstrando a carateristica do patogeno de ser de
dificil controle. Pois este possui uma variedade de modos de ataque no hospedeiro,
conseguindo utilizar diferentes fontes de nutrientes, podendo sobreviver através de
micélio dormente, conidios ou por periodos prolongados através de esclerddios em
restos de culturas (WILLIANSON et al.,2007). Esses resultados demonstram a
importancia da realizagdo de pulverizagdes periddicas de tratamento, para que se
sustente o controle da doenga.

E necessario ressaltar que o método de inoculagdo do patégeno, utilizando o
disco de micélio é considerado agressivo. Na literatura em geral, a inoculagédo do
patdogeno se faz por meio de pulverizagdes de solugdo de esporos, e nao pela
utilizacdo de discos de micélio (BlZZI, 2006; LISBOA et al., 2007; SBRAVATTI
JUNIOR et al., 2013; SALLA; ASTARITA; SANTAREM 2016). Verificaram-se nesses
estudos, valores altos de controle do mofo—cinzento nos tratamentos com o
fungicida. Contrariando resultados apresentados neste trabalho, os quais
demonstram que aos 21 dias, o melhor valor de controle do iprodione foi de apenas
55%.

Elad et al. (1993), utilizando o método de inoculagcdo da doencga através de
pulveriza¢des, encontrou valores de até 85% de controle utilizando iprodione em
plantas de pepino. Utilizando o mesmo método, Bizi (2006) testou iprodione no
controle do mofo-cinzento em mudas de Eucalyptus dunnii, encontrando valor de
severidade de 0,48 e o controle 77,25% do mofo cinzento. Resultados de até
95,83% de controle da doenga foram encontrados por Sbravatti Junior et al. (2013),

no controle de B. cinerea em Eucaliptus benthamii. Diferentemente, no estudo
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realizado por Ribeira, Cotoras e Zuniga (2008), foi utilizada a metodologia do disco
de micélio de B. cinerea em tomateiro. Esses autores verificaram um baixo
desempenho do iprodione frente ao patéogeno, mantendo um controle de apenas
40%.

Varios fatores podem interferir nesses diferentes métodos. A metodologia de
disco de micélio, por exemplo, garante uma grande carga de patdégeno sobre os
ferimentos previamente realizados. O micélio € ativo e ja esta apto para adentrar no
tecido foliar. Ja na metodologia de pulverizagcdo de esporos, muitos desses se
perdem no proprio procedimento, durante a pulverizacdo. Ha um tempo maior para
penetracao no tecido foliar, pois isso depende da germinacao dos esporos.

Devido a todos esses fatores considera-se esse experimento uma condigao
extrema. Além do estresse causado pela inser¢éo dos discos miceliais do patégeno,
a qualidade das mudas ¢é afetada, dentre outros fatores, pelo tempo de permanéncia
no viveiro. Isso porque, ao ultrapassarem o periodo ideal de rotagao no viveiro, as
mudas tendem a apresentar enovelamento do sistema radicular, imposto pela
restricido de espacgo exploravel de substrato, aliado a um baixovigor vegetativo,
reducao de area foliar, maior predisposi¢cao a determinadas doencgas etc. (ALFENAS
et al., 2009).

5.5 BIOMASSA SECA

As plantas podem estar submetidas a estresses, caracterizados por
condicbes externas que adversamente afetam o crescimento, o desenvolvimento
e/ou a produtividade (BONATO, 2007). Assim, conduziu-se este trabalho para obter
um panorama geral e verificar o impacto e possivel estresse que cada tratamento
pode exercer sobre crescimento das mudas, utilizando a técnica que visa a pesagem
da biomassa seca.

Verificou-se que todos os tratamentos em comparagao ao controle, no qual
as mudas receberam somente pulverizagdo de agua, apresentaram uma diminuigao
na biomassa seca. Os tratamentos que mais se aproximaram dos valores do
tratamento agua, foram os tratamentos de duas pulverizagbes de S. variabilis e trés
pulverizagdes de S. variabilis. Ja o tratamento no qual as mudas receberam uma
pulverizagdo de S. variabilis se igualaram siginificativamente em relagdo aos
diferentes tratamentos de iprodione (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 - PESO MEDIO DA BIOMASSACA SECA DA PARTE AEREA DE MUDAS DE E. dunni
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NOTA: * Tratamentos com uma pulverizagéo; ** Tratamentos com duas pulverizagdes;
Tratamentos com trés pulverizagbes. Teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis para biomassa
seca: H= 61,81 - p valor < 0,01. Fonte: O autor (2015).

A biomassa menor nos tratamentos indica que as plantas n&o se devolveram
de maneira plena em relagdo as mudas controle, as quais ndo foram submetidas a
nenhum tratamento e por consequente nenhum estresse. Sendo esse um fator
externo, considerado uma reagao desfavoravel ao crescimento vegetal (ALFENAS et
al., 2009; TAIZ;, ZEIGER, 2012). Fatores bitticos e abidticos que se expressam
numa planta doente acarretam desequilibrio na auto-regulagdo ou, no minimo, um
disturbio fisioldgico. Esses fatores podem causar desde a alteracdo da expressao
génica e do metabolismo celular a alteragdo da taxa de crescimento e da
produtividade, dependendo da espécie, do gendtipo e da idade de desenvolvimento
da planta (BONATO, 2007).

A biomassa seca das mudas que receberam tratamento com fungicida
iprodione apresentaram pouca variagado, cerca de 0,04 g de variagdo média, em
relacdo a quantidade de pulverizacbes. Portanto ndo houve relagcdo entre a
quantidade de pulverizagdes de iprodione a um aumento ou diminui¢ao significativo
do peso das mudas entres os tratamentos. Também constatou-se que esses
tratamentos n&o diferenciaram significativamente do controle positivo, no qual as

mudas tiveram contato apenas com o patégeno. O Iprodione ndo opera como um
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promotor de crescimento vegetal, mas atua na inibigdo do crescimento micelial mais
do que a germinacgao de esporos do B. cinerea (PAPPAS; FISHER, 1979).

De maneira geral, os resultados sugerem um crescimento gradativo da
biomassa seca em relagcdo a quantidade de pulverizagdes de S. variabilis. Em
meédia, houve uma variagado de 0,23 g. Mesmo essas plantas em contato com dois
microorganismos diferentes, ndo naturais de sua biota (S. variabilis e posteriormente
B. cinerea), apresentaram valores maiores de biomassa seca da parte aérea. O que
sugere que S. variabilis pode estar fornecendo alguma vantagem as mudas, para
superar o estresse causado pelo patogeno.

Alguns microrganismos, além de controlar doengas de plantas, tém a
capacidade de atuar como agentes promotores de crescimento de plantas (SOUSA;
SOARES; GARRIDO, 2009). Os modos de atuagdo desses microrganismos como
promotores de crescimento vegetal e biocontroladores de fitopatdégenos ocorrem por
diferentes mecanismos que operam em acéo conjunta ou isoladamente (CORREA;
BETTIOL, 2009). Sé&o capazes de estimular o crescimento de plantas, aumentando
a producdo de biomassa, reduzindo os danos causados por fitopatdbgenos e
minimizando o estresse causado por fatores biéticos e abidticos (WELBAUM et al.,
2004). Esses microorganismos fazem parte da populagcdo residente das plantas
como epifiticas ou endofiticas e ndo sao fitopatogénicas. Podem também ser
utilizados para tratamento de sementes, explantes e mudas micropropagadas,
incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes,
pulverizagdes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pds-colheita
(MARIANO et al., 2004).

Recentemente, as actinobactérias tém atraido o interesse dos
pesquisadores por causa nao sO pelo seu significativo papel no biocontrole, mas
também na promogado de crescimento de plantas (VIJAYABHARATHI; SATHYA;
GOPALAKRISHNAN, 2016). O género Streptomyces além de ser conhecido pela
sua capacidade de controlar as doencas mostra-se eficiente na inducdo de
respostas de defesa nas plantas colonizadas (SCHREY; TARKKA, 2008). Produtos
ja registrados como Actinovate (Natural Industries, Texas, EUA), elaborado a partir
de Streptomyces lydicus WYEC 108, além aturem no biocontrole de fitopatdgenos
através da competicao, antibiose, producao de sideréforos e enzimas extracelulares
(quitinases), também atuam na promogéao do crescimento vegetal (BETTIOL, 2012).

Sadeghi et al. (2006), observaram que um isolado do género Streptomyces, produziu
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um composto com atividade fitormonal, elucidado como acido indol- 3-acético foi
capaz de promover incrementos significativos na altura e massa fresca de brotos,
massa fresca e seca de raizes de trigo, além de aumentar a absorgdo de N, Fe, P e
Mn. Salla, Astarita e Santarém (2016), utilizaram isolados rizobacterianos do género
Streptomyces em Eucalyptus grandis e E. globulus. Esses autores comprovaram
que Streptomyces sp. PM9 induziu a proliferagao de raizes adventicias, bem como
modulou o metabolismo secundario das plantas. Também observaram um atraso no
estabelecimento da doenga mofo-cinzento em E. grandis, sugerindo que as plantas
eliciadas com Streptomyces sp. foram sensibilizadas ao possivel ataque por
fitopatdégenos. Errakhi et al. (2007) trabalhando com Beta vulgaris L. (beterraba),
constaram que um isolado de Streptomyces, denominado de J-2, inibiu
significativamente o desenvolvimento do fitopatégenos Sclerotium rolfsii, causador
do tombamento de plantulas. Este mesmo isolado aumentou significativamente a
biomassa fresca das plantulas de beterraba quando comparado com plantas sem
qualquer tratamento.

Muitos estudos utilizam actinobactérias inoculadas e incubadas em
substratos organicos de producdo de plantas, e promovem um aumento na
disponibilizacdo de nutriente e maior crescimento vegetal (SOUZA; SOARES;
GARRIDO 2009). Santos (2013), constaram um aumento na produgao de biomassa
e no teor de fosfato em plantas de Dioscorea spp. (Inhame), utilizando isolados de
Streptomyces sp. em adubos organicos.

A interacao entre Streptomyces, plantas e outros microrganismos nao esta
completamente elucidada. Seu modo de acdo pode ser através de metabdlitos
secundarios, promovendo o suprimindo crescimento microbiano. Gerando defesas
induzidas na planta que incluem mudancas na composicdo da parede celular e
alteragbes nas expressdes de genes relacionados com a defesa (SCHEREY;
TARKKA, 2008).

Com base nesses resultados, pode-se sugerir que os trés tratamentos com
fungicida em relagcdo ao aspecto de biomassa, apresentaram menor eficacia do que
os tratamentos de duas pulverizagdes de S. variabilis e trés pulverizagdes de S.
variabilis. Ja que esses tratamentos obtiveram uma menor de perda de biomassa,
em relagdo ao controle negativo. Existe a perspectiva de que S. variabilis, além de
atuar no biocontrole de B. cinerea esteja atuando como uma bactéria promotora de

crescimento. Isso implica inferir que aumentando o numero de pulverizagoes,
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combinado com pulverizagdes prévias de S. variabilis, seja possivel uma perda
menor de biomassa seca, ja que S. variabilis teria um maior tempo para se

estabelecer na microbiota da planta.
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6 CONCLUSOES

- Streptomyces variabilis apresentou melhor potencial inibitério no controle do
crescimento micelial de Botrytis cinerea, dentre as 20 actinobactérias avaliadas in
vitro.

- Foi comprovada a presenga S. variabilis nos testes de folha destacada, até 28 dias
apods a pulverizagado da mesma.

- Mudas submetidas inoculadas com S. variabilis, ndo apresentaram sinais de
patogenicidade em relagao ao grupo controle.

- Dentre os tratamentos com S. variabilis, as mudas submetidas a maiores
quantidades de pulverizagbes apresentaram menor grau de severidade e
porcentagem da doenca.

- Mudas submetidas a maiores quantidades de pulverizagdes de S. variabilis,

apresentaram menor perda de biomassa seca.
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ANEXO 1 - MEIO DE CULTURA UTILIZADOS

1.1 Meio Sabouraud

GliCOSE...ccenieieeeiiieeeeeeee 40,09
Peptona..........coovvviiiiiiiinn. 10,0 g
Agar.......ccocovveeeeeeeeeen, 15,0 g
Agua destilada............c............ 1000 mL

pHa 25°C 5,6 +0,2

1.2 Meio Czapeck Dox

Sacarose.......cccceeevvvivviiiinnnn. 30,0g
Nitrato de Sddio..................... 3,09
Fosfato Dipotassio................. 109
Sulfato de Magnésio.............. 0,59
Cloreto de Potassio................ 0,5¢
Sulfato Ferroso........c..ccouu....... 0,01g
Agua destilada............c.......... 1.000 mL
Agar.......ccooeoeeeieeeeeenn, 15,0 g

pHa?25°C7,3+0,2

1.3 BDA- Batata-dextrose agar

Infusdo de batata...................... 409
Dextrose.....cocoovveieiiiiiiiaeee, 20,09
Agar.......cccovveeeieeeeeeeeen 20,0 g
Agua destilada..........c.coce....... 1.000 mL

pHa25°C4,0-45+0,2

1.4 Meio ISP-2 — Agar extrato de levedura — extrato malte

Extrato de levedura................... 49
Extrato de malte........................ 10g
GIliCOSE.. v 49
AMIdo.....ooviiiiii 5g
AQar......cciiiiiiiien 20g
Agua destilada.......................... 1000mL

pH & 25°C 7,2

1.5 Agar caseina amiga - ACA

PAY 0 1To [0 TSRS 10g
CaseiNa......ccoeeeveiiieeieieeeee 0,39
Nitrato de portassio................... 29
Cloreto de sédio... .....cc.vvveennneee. 29
Fosfato Hidrogenado dipotassio... 29
Sulfato de Magnésio................. 0,059
Carbonato de calcio.................. 0,02g
Sulfato ferroso..........cccceevvvennee. 0,01g
Agar.......coooveeeeeeeeeeeee, 209
Agua destilada............ccccoevnn.... 1000 mL

pH & 25°C 7,2
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