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Resumo:

A seringueira planta nativa da regido Amazonica, ¢ a maior fonte
de borracha natural. Entretanto, um dos principais problemas
fitossanitarios que acomete esta cultura ¢ o mal-das-folhas,
causado pelo fungo Microcyclus ulei, que reduz
significativamente a producdo de latex. Actinobactérias sao
micro-organismos que apresentam grande potencial como agentes
de biocontrole de doencas em plantas, em virtude da produgao de
antibidticos e enzimas que atuam inibindo a acao de fitopatégenos.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
metabolitos produzidos por isolados de actinobactérias em inibir
o crescimento micelial e a germinagdo de conidios do fungo M.
ulei in vitro, bem como em reduzir a severidade do mal-das-folhas
em mudas de seringueira. Metabolitos produzidos pelos isolados
de actinobactérias (ISO-AC 2, ISO-AC 3 e ISO-AC 5) reduziram
em até 43,4% e 77,1% a germinagdo de conidios e o crescimento
micelial in vitro, respectivamente do fungo M. ulei. Todos
isolados quando aplicados via pulveriza¢ao foliar, reduziram a
severidade da doenga em mudas de seringueira em comparagao ao
tratamento testemunha (sem aplicagdo dos metabdlitos). Os
isolados de actinobactérias testados demonstraram potencial no
controle in vitro do fungo M. ulei e do mal-das-folhas em mudas
de seringueira.

Palavras-chave: Biocontrole, Microcyclus ulei, Hevea spp.
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Abstract:

The rubber tree plant native to the Amazon region, is the largest
source of natural rubber. However, one of the main phytosanitary
problems that affects this crop is the leaf mal, caused by the fungus
Microcyclus ulei, which significantly reduces latex production.
Actinobacteria are microorganisms that have great potential as
biocontrol agents of diseases in plants, due to the production of
antibiotics and enzymes that act inhibiting the action of
phytopathogens. This study aimed to evaluate the efficiency of
metabolites produced by actinobacteria isolates in inhibiting
mycelial growth and conidion germination of the fungus M. ulei in
vitro, as well as in reducing the severity of leaf disease in rubber tree
seedlings. Metabolites produced by actinobacteria isolates (ISO-AC
2,ISO-AC 3 e ISO-AC 5) reduced conidia germination and mycelial
growth in vitro by up to 43.4% and 77.1%. All isolates when applied
via foliar spray reduced the severity of the disease in rubber tree
seedlings compared to the control treatment (without application of
metabolites). The isolates of actinobacteria tested showed potential
in the in vitro control of the fungus M. ulei and leaf disease in rubber
tree seedlings.
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Introducao

A cultura da seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg.] ¢ explorada mundialmente
por ser fonte natural de borracha, trazendo beneficios socioecondémicos, como geracao de empregos e
renda. Além disso, representa uma alternativa a utilizacdo de fontes ndo renovaveis na fabrica¢io da
borracha sintética, como o petréleo (CORNISH, 2001).

Entretanto, o insucesso da heveicultura nas areas tradicionais de cultivo no Brasil surgiu
principalmente em virtude do aparecimento do mal-das-folhas, doenca causada pelo M. #/ei Henn. Von
(Arx) (anamorfo: Pseudocercospora ulei Kuyper), fungo originario da Amazonia, e que se encontra presente
em todas as regides heveicolas do pais (MATTOS e al, 2003; MORAES; MORAES, 2008;
GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Em plantas novas, o mal-das-folhas provoca desfolhamento e afeta
o crescimento, enquanto que, nas arvores adultas, ocorre menor producio de latex e mortalidade
(GONCALVES; MONTEIRO, 2007).

Diversos estudos foram realizados visando o controle da doenga e expansiao da heveicultura,
contudo, sem a obten¢ao de resultados satisfatérios. Foi realizado o melhoramento genético para a
obtencao de clones de seringueira resistentes e produtivos, entretanto, este método foi ineficiente em
virtude do fungo M. wulei possuir elevada capacidade de mutagdo, resultando em quebra de resisténcia
(SOUSA; MORAES, 2001; MATTOS, 2003). Foram também realizados alguns trabalhos avaliando a
substituicdo de copas susceptiveis por clones de copas resistentes, contudo, houve problemas com
adogao da técnica de enxertia tais como: baixo indice de pegamento, reducao da produtividade de
borracha e aumento do custo de producaio (MORAES; MORAES, 2008).

Trabalhos desenvolvidos, utilizando o fungo Dicyma pulvinata no controle bioldgico,
apresentaram-se como uma alternativa viavel no controle do mal-das-folhas na cultura da seringueira
(MELO et al., 2008, DELMADI e7 al., 2009). O controle biolégico por micro-organismos no controle de
fitopatégenos resulta na redugao ou eliminacao do uso de agroquimicos (LANA FILHO ez 4., 2010).
Estudos demonstraram o potencial das actinobactérias como agentes de controle biolégico de
fitopatégenos em culturas de interesse econémico (SOLTANZADEH e7 al., 2016; GOMES e/ al., 2018,
HAO et al., 2020). As actinobactérias, particularmente o género Streptomyces, sao reconhecidas pelo seu
potencial em produzir uma vasta quantidade de metabdlitos secundarios, dentre os quais se destacam as
substancias antibioticas (ANZAI ez al., 2008; BARRETO et al., 2008; DURAIPANDIYAN ez al., 2010;
MIYAUCHI, 2012). No solo, estas bactérias realizam fun¢bes importantes no processo de ciclagem de
nutrientes, degradando compostos complexos de dificil decomposicao como lignocelulose, lignina,
celulose e outros materiais recalcitrantes, devido a sua capacidade em produzir diversas enzimas

hidroliticas e lipoliticas (OLIVEIRA e al., 2017).

SOUSA, C. S. et al., | Revista Macambira, v. 4, n.1, jan/jun 2020, e041007 | ISSN 2594-4754

3



O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de isolados de actinobactérias no controle do
mal-das-folhas em mudas de seringueira. A seringueira é uma espécie arborea cultivada em sistemas
agroflorestais, pois além da importancia econdmica na extracio do latex, fornece madeira e
sombreamento para animais e cultivos agricolas, sendo, portanto, uma alternativa interessante em
sistemas agroecoldgicos de produgio agricola. O controle biolégico com o uso de actinobactérias ¢ uma
importante ferramenta a ser utilizada no manejo de doengas em sistemas agroecolégicos de produgio,
uma vez que, esta tecnologia reduz a contaminacao de alimentos, os custos de produgao e os impactos

negativos no ambiente em comparagiao aos agrotoxicos.

Material e métodos

Obtencao de metabolitos de actinobactérias

Foram avaliados isolados de actinobactérias ISO-AC 2, ISO-AC 3 e ISO-AC 5) obtidos de solo
rizostérico de plantas de seringueira sadias. Inicialmente, os isolados de actinobactérias foram cultivados
em meio de cultura amido caseina por 8 dias. Apos este periodo, discos de 7 mm foram retirados das
bordas das colonias e transferidos para Erlenmeyers contendo 200 ml de meio de cultura caldo TSB, e
incubados a temperatura ambiente, durante 14 dias. Em seguida, o meio foi centrifugado a 3500 rpm por
30 minutos e o sobrenadante contendo metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias coletado

e armazenado em freezer a -4°C.

Obtencao de suspensao de conidios

Para obtengao de inoculo, o fungo M. ulei foi multiplicado em meio de cultura sélido com agua
de coco verde (MATTOS, 1999), e as placas de Petri contendo o meio de cultura incubadas em
temperatura ambiente durante 5 dias. Apods este periodo, foram adicionados 20 ml de 4gua destilada nas
placas, e em seguida, realizada a raspagem de colonias crescidas, com auxilio de um pincel. Em seguida,

a suspensao obtida foi filtrada em gaze esterilizada.

Inibicao da germinacao de conideos e do crescimento micelial do fungo M. ulei
Bioensaio 1: Para avaliar a eficiéncia dos metabolitos de actinobactérias em inibir a germinagao
de conidios do fungo M. ulei, foram adicionados 40ul da suspensio de conidios na concentragio 2 x 10°
conidios/ml, juntamente com 40ul de metabélitos dos isolados de actinobactérias em liminas escavadas.
As laminas foram incubadas em camara imida formada por placas de Petri esterilizadas, contendo no

fungo papel de filtro esterilizado e umedecido, vedadas com parafilme em temperatura ambiente. O
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tratamento controle consistiu de agua destilada e conidios do fungo M. wki. Quando o tratamento
controle apresentou 50% de conideos germinados (aquele cujo tubo germinativo apresentou
comprimento superior a0 dobro do diametro do conidio), os tratamentos (ISO-AC 2, ISO-AC 3 e ISO-
AC 5) com metabdlitos das actinobactérias receberam 01 gota de lactofenol azul para paralisar a
germinag¢ao dos conidios. A contagem do nimero de conidios germinados foi realizada com auxilio de
um microscopio biolégico binocular com aumento de 40 X, através da contagem aleatoria de 100 esporos.
O bioensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo avaliados trés
isolados de actinobactérias, com trés repeticoes.

Bioensaio 2: Para avaliar a eficiéncia dos isolados de actinobactérias em inibir o crescimento
micelial do fungo M. ulei, foram adicionados dois discos de 7 mm (fungo e do isolado de actinobactérias)
em lados equidistantes de placa de Petri contendo meio de cultura BDA. O tratamento controle consistiu
de placas contendo somente disco do fungo sem os isolados de actinobactérias. Os discos foram retirados
da borda de uma cultura do fungo apds 8 dias de crescimento. O crescimento micelial do fungo foi
medido diariamente com auxilio de uma régua milimétrica. O bioensaio foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo avaliados trés isolados de actinobactérias, com trés

repeticoes.

Controle do mal-das-folhas em mudas de seringueira

Para avaliar o efeito de metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias no controle do
mal das folhas em mudas de seringueira, foi instalado um experimento em condi¢des de casa de
vegetacao, em delineamento experimental inteiramente casualizado, esquema fatorial, (3 x 2) + 1, sendo
trés isolados de actinobactérias (ISO-AC 2, ISO-AC 3 e ISO-AC 5), duas formas de inoculagio
(pulverizagao foliar e irrigacao do solo), e uma testemunha (sem adi¢ao dos isolados de actinobactérias,
plantas pulverizadas ou irrigadas com agua) com 15 repeti¢oes. Inicialmente, os isolados de
actinobactérias foram transferidos para Erlenmeyers contendo 200 ml meio de cultura caldo TSB, e em
seguida incubados a temperatura ambiente, durante 14 dias. Apds esse periodo, foi realizada a
centrifugacao do meio a 3500 rpm por 30 minutos e o sobrenadante contendo metabolitos produzidos
pelos isolados coletado e armazenado em freezer a -4°C. Mudas de seringueira sadias do clone FX 3864,
foram inoculadas com 100 ml dos metabélitos (via pulverizagao foliar e via irrigagao do solo) Figura 1.
Ap6s 5 dias, as mudas foram inoculadas com uma suspensio aquosa contendo 2 x 10° conidios/ml de

M. ulei, agente causador do mal-das-folhas.

SOUSA, C. S. et al., | Revista Macambira, v. 4, n.1, jan/jun 2020, e041007 | ISSN 2594-4754

5



Figura 1. Inoculagio das mudas de seringueira com metabdlitos produzidos pelos isolados de

A inoculagao via foliar foi realizada em camara umida com temperatura variando de 23 a 26° e
umidade superior a 95%, com o auxilio de um atomizador na face inferior dos foliolos jovens e de
coloragio violeta, correspondentes ao estagio B2, conforme descrito por Hallé & Martin (1968). Apos a
inoculagao (via pulverizagao foliar e irrigacio do solo), as mudas permaneceram 24 horas no escuro, e
posteriormente foram mantidas em regime de 12 horas no escuro e 12 horas no claro por 12 dias. Apos
este periodo, foi utilizada escala diagramatica modificada proposta por Gasparotto e al, (1989), para
avaliar o mal-das-folhas nas mudas da seringueira, sendo: (0) Sem sintoma; (1) Lesoes necréticas sem
esporos; (2) Lesdes nao necroticas sem esporos; (3) Esporulagio muito fraca sobre a face inferior da
lesdo; (4) Esporulacio forte cobrindo parcialmente a face inferior da lesdo; (5) Esporulagao muito forte
cobrindo toda a face da lesao; (6) Esporula¢ao muito forte cobrindo toda a face inferior da lesao e forte

na face superior.
Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias entre os

tratamentos comparadas com Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Resultados e discussao
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O tratamento testemunha apresentou maior percentagem de conidios germinados, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 1). Nos tratamentos utilizando metabélitos dos isolados
de actinobactérias (ISO-AC 2, ISO-AC 3 e ISO-AC 5) houve reducio de respectivamente, 56,6%, 52,5%
e 25,0% na germinagao de conidios do fungo M. #ley em comparagao ao tratamento testemunha.

Quando avaliada a percentagem de conidios nao germinados, observa-se que nao houve diferenga
estatistica entre os ISO-AC 2 (38,6%) e ISO-AC 5 (46,4%), que foram superiores ao tratamento controle,
onde foram registrados apenas 20,4% de conidios nao germinados (Tabela 1). Estudo realizado por
Soares et al., (2009) demonstrou que isolados de actinobactérias promoveram reducao de 94,1% e 94,4%,
respectivamente na germinag¢ao de esporos dos fungos Cladosporium fulvum Cooke e Fusarium oxysporum f.

sp. lyeopersici titopatdgenos que atacam a cultura do tomateiro.

Tabela 1. Efeito de metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias na germinacao de esporos
e no crescimento micelial do fungo Microcyclus nlei

Isolados de Numero de conidios Crescimento micelial
actinobactérias Germinados Nao germinados (%)
Controle 39,2a 20,4c 2,42a
ISO-AC 2 18,6b 35,8b 1,92b
ISO-AC 3 17,0b 38,6a 2,30a
ISO-AC 5 29,4b 46,4a 2,02b

Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade

O cultivo pareado com ISO-AC 5 e ISO-AC 2, promoveu redugiao no crescimento micelial do
fungo M. uley (Figura 1). Nao houve efeito significativo do ISO-AC 3 sobre crescimento micelial do
fungo. Alves et al, (2013) observaram que isolados de actinobactérias reduziram em até 66,9% o
crescimento micelial de Fusarium verticillioides causador de doencas em sementes de milho. Isolados de
actinobactérias promoveram reducdo do crescimento micelial e germinacio de esporos 7 witro de
Colletotrichum gloeosporioides € Curvularia eragrostides, ambos fitopatogénicos da cultura do inhame (Soares ez
al., 2000).

Diversos mecanismos siao utilizados pelos isolados de actinobactérias que podem inibir a
germinacao de esporos e/ou o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos. Dentre estes mecanismos,
pode-se citar, por exemplo, a producdo de enzimas como quitinases e 1,3 § glucanases (SILVA e7 al,
2012). Estas enzimas atuam na degradacdo da parede celular de fungos que na maioria das vezes ¢é
composta principalmente de quitina e glucana, impedindo o crescimento fungico, coloniza¢ao do tecido
vegetal e progresso da doenga. Além de enzimas, estes micro-organismos também sao produtores de
substancias antimicrobianas como os antibioticos (DURAIPANDIYAN ez a/., 2010), que impedem que

o fitopatégeno colonize o tecido vegetal e ocasione o surgimento da doenca.
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Comparando cada método de inoculacio entre os isolados (colunas de cores iguais), verifica-se
que, independente do isolado, as mudas de seringueira inoculadas via pulverizacao foliar, apresentaram
menor severidade do mal-das-folhas em comparagao as mudas do tratamento controle. Mudas inoculadas
via irrigagao do solo com metabdlitos do isolado ISO-AC 5 nao diferiram estatisticamente das mudas do
tratamento controle, entretanto, mudas inoculadas com metabdlitos dos isolados ISO-AC 2 e ISO-AC 3,

apresentaram redugdo da severidade do mal-das-folhas (Figura 1).

Figura 1. Severidade do mal-das-folhas em mudas de seringueira inoculadas com metabélitos produzidos
pelos isolados de actinobactérias. Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam colunas de cores diferentes e letras minusculas
comparam colunas de cores iguais.
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Tratamentos

M Inoculagdo pulverizagdo foliar M Inoculagdo irrigagdo do solo

O controle bioldgico tem se demonstrado uma alternativa promissora no controle do mal-das-
folhas na cultura da seringueira. Estudos realizados com o fungo D. pulvinata demonstraram resultados
satisfatorios (Melo e al., 2008, Delmadi ez al., 2009). As actinobactérias sao micro-organismos do solo
com grande potencial para atuarem no controle de fitopatégenos que atacam culturas de interesse
econémico. Estes micro-organismos podem, através da producao de enzimas e antibiéticos, inibir os
fitopatdgenos, e consequentemente o estabelecimento destes nos tecidos vegetais e o desenvolvimento
da doenca. Além disso, quando em contato com as plantas, actinobactérias podem ativar a resisténcia
sistémica induzida, ou seja, os proprios mecanismos de defesa vegetal contra o ataque de agentes

fitopatogénicos.
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Comparando os métodos de inoculagao entre cada isolado (colunas de cores diferentes), verifica-
se que, com exce¢ao do ISO-AC 2, mudas inoculadas via pulverizagao foliar apresentaram menor
severidade da doenca, em comparacdo as mudas inoculadas via irrigacio do solo. Possivelmente, quando
aplicados nas folhas, dependendo das condi¢bes climaticas, da textura do tecido foliar e da microbiota
presente no filoplano, os metabdlitos podem ser perdidos para o ambiente, ndo permanecendo tempo
suficiente para desenvolver a¢do contra o fungo M. #lei que foi aplicado posteriormente. No entanto, a
aplicagao via irriga¢ao do solo, possibilita maior superficie de contato e maior tempo de interagao entre
os metabolitos e as rafzes das plantas. Além disso, os metabolitos aplicados no solo sao moléculas
organicas que servem de substrato alimentar para outros organismos que atuam no biocontrole de

doencas.

Conclusoes

1. Metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias testados reduziram 77 vifro a germinagao
de conidios e o crescimento micelial do fungo Microcyclus ule,

2. Metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias reduziram a severidade do mal-das-
folhas em mudas de seringueira;

3. A inoculagdo dos metabdlitos de actinobactérias via irrigagdo do solo ¢ mais efetiva que a
inoculagao dos metabélitos via pulverizagao foliar; e

4. Estudos futuros devem ser realizados avaliando épocas de aplicagio dos metabdlitos,
concentracao dos metabélitos, diferentes isolados de actinobactérias e idade das mudas de
seringueira;

5. A realizagdo de praticas agroecoldgicas em sistemas de cultivo como a rota¢ao de culturas,
policultivo e adubagdo organica estimulam micro-organismos benéficos presentes no solo a

exemplo das actinobactérias.
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