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RESUMO

De amostras de solo, coletadas em diferentes locais, procedeu-se ao isolamento, em
meio extrato de solo-agar, de 321 culturas de actinomicetos. Todos foram individualmente
testados para verificar a atividade de antibiose “in vitro” contra Agrobacterium tumefaciens ¢
a eficiéneia em proteger folhas destacadas de Kalanchoe tubiflora contra ¢ patdgeno.
Combmando-se os resultados destes dois testes, fo1 possivel selecionar 33 actinomicetos como
potencials antagonistas. A repeticio dos testes "in vitro” e "m vivo" permitiu estreitar o
namero de isolamentos de antagonistas promissores para 14, e esses estio sendo testados, em
casa de vegetacio, para o controle biologico da galha bacteriana da roseira (A. fumefaciens).
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ABSTRACT

ISOLATION AND SELECTION OF ANTAGONIC ACTINOMYCETES
TO Agrobacterium tumefaciens

A population of 321 actinomycete isolates was obtained from soil samples taken
from different places, by using soil extract-agar medium for isolation. Every isolate was
tested for its ability to inhibit Agrobacterium tumefaciens growth “in vitro” and for their
efficiency to protect detached leaves of Kalanchoe tubiflora against the pathogen. Based on
these trials, 33 actinomycete isolates were pre-selected as potentials antagonists. The
repetition of both tests allowed to narrow down to 14 the number of selected isolates, that

are being tested for the experimental biological control of rose crown gall (4. tumefaciens)
under greenhouse conditions.

Key words: biological control, actinomycete selection, Kalanchoe tubiflora.
INTRODUCAO

O controle biologico de A. rumefaciens pelo uso do isolamento K-84
de A. radiobacter tem sido usado em escala comercial ha mais de 20 anos
(4, 7, 22). A fundamentacdo desse controle recai sobre a bacteriocina
denominada Agrocina 84, que ¢ produzida pela bactéria antagonista, que
inibe o crescimento de A. tumefaciens (16).

Recentemente tem surgido relatos da falha deste tipo de controle em
alguns paises. Os estudos revelaram que dois fatores estavam contribuindo
para tal fato: 1) alguns isolados de A. rumefaciens, estranhamente, mostraram-
se msensivels a Agrocina 84; e 2) estaria havendo recombinagio entre o
antagonista e o patogeno, pela proximidade taxonomica, gerando individuos
com capacidade de produzir a agrocina, ser insensiveis a esta e ainda ser
tumorogénicos (/, 7). Assim, é mister encontrar altemativas para o controle
biologico desta bactéria.

Actinomicetos s3o microrganismos habitantes naturais do solo e
muito promissores como potenciais antagonistas a fitopatogenos, por sua
conhecida capacidade de producdo de substancias antimicrobianas,
principalmente antibicticos, e grande adaptabilidade aos mais diferentes
tipos de solo e condigoes de ambiente (2/). A literatura é farta em se
tratando de trabalhos de controle de fungos e bactérias por actinomicetos.

Este trabalho teve como objetivo isolar actinomicetos de solos de
diferentes locais, montando-se uma pequena colegdo, e testa-los quanto ao
antagonismo a A. tumefaciens, selecionando os mais promissores.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento dos actinomicetos

Amostras de solo de diferentes locais sofreram um pré-tratamento
térmico de 70 °C/72 horas (23), para inativar a maioria dos
microrganismos nio-actinomicetos. A seguir, 10 g de solo foram agitados
em 100 ml de solugao salina (0,85% NaCl), por 1 hora, e a partir da
suspensio obtida fez-se uma série de diluigoes (1:10). De cada diluigdo,
100 pl foram semeados em placa de Petri, contendo meio de cultura
extrato de solo-agar (/J3), e espalhados com o auxilio de al¢a de Drigalsky.
A composigio do referido meio é: glicose (1 g), K;HPO, (0,5 g), KNO;
(0,1 g) e extrato 100 ml, para 900 ml de agua destilada.

Para obtengdo do extrato, adiciona-se, a um recipiente com 300 g de
solo comum, um volume de agua de tomeira, de modo a cobrir todo o solo
e ter uma lamina de agua de 2 ou 3 cm. O conjunto é levado ao
aquecimento por 8 minutos, quando atinge a pré-fervura. Decorrido este
intervalo de tempo, espera-se a decantagio das particulas solidas e recolhe-
se O extrato.

As placas foram, entdo, incubadas a 30 °C, por até 14 dias. As
colonias que apresentavam caracteristicas morfologicas, de crescimento e
de cor tipicas de colonias de actinomicetos, surgidas neste intervalo de
tempo, foram entio repicadas para 0 mesmo meio de cultura em tubos de
ensaio. Ao todo foram isolados 321 actinomicetos.

Bioensaio “in vitro”

Para detecgio de atividade de antibiose dos actinomicetos contra A.
tumefaciens, for montado um bioensaio “in vitro” pelo método da
sobrecamada, adaptado de Stonier (20).

Em placas de Petri de 9 mm de diametro, contendo meio solido de
extrato de solo, foram depositadas, eqiiidistantemente, gotas de 5 pl de
suspensao de propagulos do potencial antagonista em teste (6
actinomicetos por placa), seguindo-se incubagdo a 30 °C/72 horas.
Decorrido este tempo, as colonias foram mortas por exposi¢ao a luz UV
(254 nm), por 15 minutos. Uma camada de meio MG (6) semi-sélido
fundente (48 °C), ao qual células de A. tumefaciens foram incorporadas, foi
vertida de modo a formar uma sobrecamada de 1 mm de espessura. As

placas foram vedadas com filme plastico ROLOPAC® e incubadas a 28 °C,
tendo inspegoes diarias sido feitas para detecgao de halos de inibicio.
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Bioensaio com folhas de Kalanchoe tubiflora

A potencialidade de cada um dos actinomicetos como agente de
biocontrole foi investigada pelo uso de um bioensaio com folhas
destacadas de Kalanchoe tubiflora (2, 12, 13,17, 19).

Para cada actinomiceto, quatro folhas destacadas de K tubiflora
tiveram suas bases imersas, por 30 minutos, em suspensdo de propagulos,
sendo em seguida transferidas para tubos de ensaio que continham
vermiculita previamente infestada com suspensao de células (ODs4 = 0,2)
de A. tumefaciens. |

As folhas de K. tubiflora imersas em salina estéril e, em seguida,
postas na vermiculita infestada foram as testemunhas positivas. Ja as
folhas que passaram pelo mesmo tratamento e foram postas em vermiculita
ndo-infestada serviram como controles negativos. Os tubos permaneceram
sem vedagdo, em ambiente de laboratério, e apos 16 dias, por inspecdo
visual, avaliaram-se as bases das folhas para detectar a presenga e, ou,
‘auséncia de tumores.

Selecdo

A selecao foi realizada em duas fases, com base nos resultados
obtidos nos dois testes feitos e descritos anteriormente. Actinomicetos que
evidenciaram atividade de antibiose “in vitro” contra A. tumefaciens e, ou,
proporcionaram 100% de controle no teste com folhas de K. tubiflora, ou
seja, as quatro folhas nao apresentavam galhas ao fim dos 16 dias, foram
os critenos usados para selegido de individuos tidos como bons
antagonistas.

Assim, uma primeira triagem foi feita e reduziu-se o numero de
actinomicetos, tendo os antagonistas selecionados se enquadrado nos pré-
requisitos citados. |

Na segunda fase, os dois testes foram repetidos com os
actimomicetos selecionados no primeiro “screening”, porém com duas
repetigoes no tempo no bioensaio “in vitro” e 11 repetigoes no espaco (11
folhas) no bioensaio com folhas de K. tubiflora, de maneira que esse
segundo “screening” fosse mais rigoroso.

O mesmo critério para selecio dos melhores antagonistas foi usado
nesta etapa, limitando ainda mais o numero de actinomicetos selecionados
e tidos como os mais promissores para 0 uso no controle bioldgico de A.
tumefaciens.



VOL XLVII,N°277.2001 | 289

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro “screening”’, o numero de actinomicetos foi limitado a
33, tidos como bons antagonistas para o controle da A. tumefaciens. Foram
eles os actinomicetos de numeros 002, 022, 063, 114, 125, 154, 217, 223,
377, 526, 528, 533, 539, 540, 545, 555, 560, 571, 584, 606, 618, 624, 638,
665, 677, 685, 699, 860, 861, 905, 934, 941 ¢ 944.

Dos 33 actinomicetos destacados na primeira fase e submetidos a
novo “‘screening”, utilizando-se o mesmo critério de sele¢do, 14 repetiram
o desempenho, sendo entio selecionados como antagonistas mais
promissores para o controle biologico de A. fumefaciens. Foram eles os de
numeros 526, 528, 539, 545, 555, 606, 665, 699, 860, 861, 905, 934, 941 ¢
944. Permanecem obscuras as razdes pelas quais, numa segunda triagem,
apenas cinco actinomicetos mostraram-se com atividade “in vitro” contra a
bacteéria.

O meio extrato de solo-agar foi bastante seletivo para o isolamento
de actinomicetos, com alta supressividade de fungos e bactérias, mesmo
quando se omitiam componentes geradores de seletividade, como fenol ¢
mistura de antibidticos (9, 23). Foi possivel isolar actinomicetos
formadores de colonias de diferentes aspectos, uma evidente indicacdo de
diversidade dos isolamentos obtidos, em face da multiplicidade de cores e
aspectos de colonias surgidas nas placas.

Todavia, uma identificacdo mais rigorosa, com métodos
bioquimicos ou por analise de acidos graxos, faz-se necessaria. Muitas
colonias de actinomicetos apresentaram aspecto bem semelhante, do ponto
de vista de morfologia e coloragdo. No caso de tais actinomicetos serem
usados em trabalhos mais complexos, essa identificacido toma-se
indispensavel, para minir izar o erro de se estarem utilizando, por
exemplo, dois individuos iguais como distintos. A procura por potenciais
antagonistas em ecossistemas onde o patdgeno existe em seu habitat
natural configura uma estratégia logica de agdo, ja postulada anteriormente
por Napoledo (//). Por essa razio, embora se tenha procurado por
actmomicetos nas mais diversas fontes (solo de cultivo de cebola (Allium
cepa), solo das proximidades de suinocultura, avicultura e estabulo), a
maloria dos isolamentos com os quais se trabalhou adveio de solo de
cultivo de roseira, de rizosfera e de rizoplano de roseiras sadias e exibindo
tumores, a partir de amostras coletadas em propriedades situadas na
microrregiao de Barbacena, MG, onde ha cultivos comerciais de roseira
nos quais a galha em coroa ocorre endemicamente (/8). Ainda que testes
de antibiose “in vitro” tenham sido conduzides ¢ seus resultados tenham
sido considerados como um dos fatores a serem examinados para a tomada
de decisdo sobre quais actinomicetos seriam selecionados de forma
definitiva para continuagio dos testes, ndo se pode assumir ou postular que
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a substancia ou substancias antibacterianas inibitorias do crescimento do
patogeno sejam, isoladamente, importantes mecanismos de antagonismo
(9). Tanto assim que Napoledo et al. (/4) demonstraram a inadequacdo de
testes “in vitro”, empregados isoladamente, para a selecdo de potenciais
antagonistas contra A. ftumefaciens.

Conseqiientemente, a selecio final dos antagonistas mais
promissores foi feita apos combinar resultados dos testes de antibiose "in
vitro" e os resultados do bioensaio em que foram utilizadas folhas
destacadas de K fubiflora como planta-teste (12, /9). Embora ainda se
revista de artificialismo, se comparado com os testes de campo, por
exemplo no bioensaio com K. fubiflora mais mecanismos de aptagonismo
sao testados, como competicio por nutrientes, competicao por nichos,
hiperparasitimo, dentre outros (3).

No teste de antibiose “in wvitro” ficou claro que alguns dos
antagonistas produziram substancias nao-volateis, soluveis em agua, que
se difundiam no gel de agar, inibindo o crescimento do patogeno, o que foi
facilmente visualizado pelos halos de inibi¢io nitidos e mensuraveis. Essa
atividade era esperada em face da reconhecida habilidade de actinomicetos
em produzir substancias com propriedades microbianas (8, /0).

Ainda é muito cedo para afirmar que nas folhas de K. rubiflora
houve indugdo de resisténcia sistémica, visto que até o momento pouco se
sabe sobre o0 desencadeamento deste processo em plantas inteiras e, menos
amda, em partes destas.

A selecao dos actinomicetos, utilizando o teste “in vitro”
compliementado com o bioensaio com folhas de K. rubiflora, atendeu bem
aos objetivos do trabalho e a proposta micial de selecionar os
actinomicetos com melhor desempenho no controle da A. rumefaciens. Os
resultados confirmam tal afirmag¢do, pois de 321 actinomicetos foram
obtidos, primeiro, 33 e, posteriormente, 14 antagonistas, com relativa
seguranga nos dados obtidos, pela boa representatividade verificada nos
ensaios com numero adequado de repetigoes.
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