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Resumo

A utilizacdo excessiva de defensivos quimicos para controlar patégenos e
incrementar a produtividade agricola, vem cada vez mais impactando diretamente no
ambiente selecionando organismos patogénicos resistentes, favorecendo o desequilibrio
biolégico e reduzindo a biodiversidade. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi investigar
microrganismos com potencial para serem empregados como agentes de biocontrole na
busca pela mitigagdo no uso de fungicidas. Este estudo de bioprospecc¢éo foi realizado a
partir do isolamento de bactérias presentes no exoesqueleto de formigas cortadeiras através
de testes de antagonismo frente a fitopatdgenos de interesse agricola. As bactérias foram
isoladas de formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex subterraneus. Os isolados obtidos
foram utilizados para testes de antagonismo in vitro contra os patégenos Clavibacter
michiganensis e Curtobacterium flaccumfaciens. Para o antagonismo foram preparadas
suspensbes bacterianas dos patégenos com a densidade ajustada pela turbidez 0,5 da
escala de MacFarland. Da suspensdo, 1000 pL foram adicionados em meio Dygs ainda
fluido (37°C) e agitado em vértex para dissipar as células. No meio gelificado as bactérias
obtidas das formigas foram inoculadas pelo método spread-plate individualmente em placa
de petri com 4 repeti¢cdes por bactéria e crescidas em B.O.D a 27°C por 72 horas. As placas
foram avaliadas utilizando caracteristicas qualitativas para presenca ou ndo de halo de
inibicdo e medicdo do diametro dos halos obtidos. De 22 isolados obtidos, 6 apresentaram
presenca de halo. Os isolados 01, 11, e 20 foram 0s que apresentaram 0S maiores
tamanhos de halo, sendo apontados como candidatos com potencial para inibicdo dos
patdgenos até entdo avaliados.

Palavras-chave: Antagonismo; controle bioldgico; defensivos agricolas.
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Resumo

A utilizacdo excessiva de defensivos quimicos para controlar patégenos e
incrementar a produtividade agricola, vem cada vez mais impactando diretamente no
ambiente selecionando organismos patogénicos resistentes, favorecendo o desequilibrio
biolégico e reduzindo a biodiversidade. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi investigar
microrganismos com potencial para serem empregados como agentes de biocontrole na
busca pela mitigagdo no uso de fungicidas. Este estudo de bioprospecc¢éo foi realizado a
partir do isolamento de bactérias presentes no exoesqueleto de formigas cortadeiras através
de testes de antagonismo frente a fitopatdgenos de interesse agricola. As bactérias foram
isoladas de formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex subterraneus. Os isolados obtidos
foram utilizados para testes de antagonismo in vitro contra os patégenos Clavibacter
michiganensis e Curtobacterium flaccumfaciens. Para o antagonismo foram preparadas
suspensfes bacterianas dos patégenos com a densidade ajustada pela turbidez 0,5 da
escala de MacFarland. Da suspensédo, 1000 pL foram adicionados em meio Dygs ainda
fluido (37°C) e agitado em vértex para dissipar as células. No meio gelificado as bactérias
obtidas das formigas foram inoculadas pelo método spread-plate individualmente em placa
de petri com 4 repeti¢cdes por bactéria e crescidas em B.O.D a 27°C por 72 horas. As placas
foram avaliadas utilizando caracteristicas qualitativas para presenca ou ndo de halo de
inibicdo e medicdo do diametro dos halos obtidos. De 22 isolados obtidos, 6 apresentaram
presenca de halo. Os isolados 01, 11, e 20 foram 0s que apresentaram 0S maiores
tamanhos de halo, sendo apontados como candidatos com potencial para inibicdo dos
patégenos até entdo avaliados.

Palavras-chave: Antagonismo; controle bioldgico; defensivos agricolas.

Introdugéo manter os padrdes produtivos. O uso
Nos atuais sistemas agricolas de excessivo de defensivos para controle de

producdo, cada vez mais tem-se buscado pragas, doencas e plantas daninhas, tem

a utilizagcdo de mecanismos alternativos levado a uma série de problematicas que

para produzir de forma sustentavel e impactam o meio ambiente, promovendo a
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resisténcia de organismos aos

mecanismos de acao utilizados,
desequilibrio biolégico que afetam na
ciclagem de nutrientes, eliminagdo de
microrganismos benéficos e os impactos
causados sobre a  biodiversidade
(MORANDI; BETTIOL, 2009).

Nesse contexto, pesquisas
relacionadas a  bioprospeccdo de
microrganismos com potencial para serem
utiizados como agentes de controle
biolégico, vém sendo desenvolvidas como
alternativa para reduzir 0 uso excessivo
(GLICK, 2012). A

bioprospeccdo de novos microrganismos

dos defensivos

s

e uma  das chaves para o0
desenvolvimento de uma agricultura mais
sustentével, visto o potencial destes para
a producdo de compostos como
siderdéforos, B-1,3 glucanase, quitinases e
antibiéticos que, pela competicdo por
espaco e/ou nutrientes, além da inducdo
de resisténcia nas plantas, podem reduzir
a populacdo dos fitopatdgenos e assim
minimizar a utilizacdo de defensivos no
sistema (EGAMBERDIEVA et al., 2015).
Uma das alternativas para a busca
de novos microrganismos s80 os insetos
sociais, destacando-se principalmente as
formigas cortadeiras (Della Lucia e Souza,
2011). Com a capacidade de cultivar seu
proprio alimento através de relagbes
mutualisticas com fungos, as formigas
cortadeiras realizam interacdes
simbidticas com bactérias contidas em
seu exoesqueleto, no qual, tais

microrganismos desempenham papel de

:\ni= Asociacién de Universidades
éy S GRUPO MONTEVIDEO

antagonistas frente ao desenvolvimento
de parasitas e  entomopatdgenos
provenientes do solo (KOOIJ et al., 2014,
DANGELO et al., 2016). Bactérias do
género Pseudonocardia e Streptomyces
sdo exemplos de  microrganismos
actinomicetos presentes no exoesqueleto
das formigas e que atuam na sintese de
substancias especificas para inibir o
desenvolvimento de fungos
entomopatogénicos, como os do género
Escovopsis (PAGNOCCA; RODRIGUES;
BACCI JUNIOR, 2011).

Desse modo, estudos relacionados a
investigacdo do potencial destas bactérias
frente a outros microrganismos de
interesse agricola, como fungos e
bactérias fitopatogénicas, € uma das
possibilidades viaveis para o]
desenvolvimento de uma agricultura
sustentavel que visa reduzir a utilizacdo
de agroquimicos.

Objetivos

obteve

O presente trabalho

isolados bacterianos a partir do
exoesqueleto de formigas cortadeiras para
realizar embates antagodnicos frente as
bactérias  fitopatogénicas  Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis e
Curtobacterium  flaccumfaciens  subsp.
Flaccumfaciens, com o objetivo de obter
candidatos com potencial biotecnolégico

para o biocontrole.

Material e Métodos
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Obtencéo das Formigas Cortadeiras
do
trabalho, formigas cortadeiras da espécie

Para o desenvolvimento
Acromyrmex subterraneus (figura 1) foram
coletadas & campo nas mediacdes rurais
do municipio de Assis Chateaubriand-PR.
A obtenc¢do consistiu ha coleta de toda a
coldénia incluindo a rainha, formigas
jardineiras, operarias e o fungo simbionte.
A colbnia coletada foi mantida em
laboratorio sob condi¢gbes controladas de
temperatura (25°C) e umidade relativa (70
+ 10 %) além do constante fornecimento
de alimento (folhas) e agua de acordo
com Della Lucia et al. (1993).

A colbnia foi mantida em repouso
para estabilizacdo por um periodo de 1
realizar

més para posteriormente a

selegcdo dos individuos que seriam

utilizados para o isolamento das bactérias

contidas no exoesqueleto.

Figura 1. Formiga Acrom;/rmex subterraneus
utilizada para o isolamento das bactérias. Foto:
(UFPR -  Palotina-PR).
Mariane Nickele e Wilson Reis

Dilson Busanello
Identificacéo:

(EMBRAPA Floresta, Colombo-PR).

Obtencéo dos Isolados
Bacterianos
Os isolados bacterianos

candidatos foram obtidos a partir do
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exoesqueleto de formigas cortadeiras
coletadas sobre o fungo simbionte. Para a
coleta, 30 formigas cortadeiras foram
de pinca

esterilizada e adicionadas 3 em tubos de

coletadas com  auxilio
ensaio contendo 9 mL de solugéo salina
(0,85%), sendo 10 formigas para cada
tubo.

Para o isolamento, foi utilizado o
método spread-plate com 4 placas de petri
contendo meios de cultura para cada tubo.
Em fluxo Ilaminar, os tubos foram
submetidos a agitador tipo voértex por 1
minuto com o objetivo de desagregar as
bactérias contidas no exoesqueleto das
formigas. Dos tubos, foi realizado uma
diluicdo seriada até a obtengcdo das
diluicdes de trabalho (103 10%). Da
diluicdo de trabalho, 1000 microlitros (uL)
foram coletados e adicionados em placas
de petri contendo meios de cultura, no
qual, para diluicdo 107 foi utilizado o meio
generalista Dygs e para 10*, o seletivo
para actinomicetos agar-agua. As placas
foram submetidas a crescimento em
B.O.D a 27 °C por 72 horas para 0 meio
Dygs e 14 dias para o0 agar-agua
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966;
RODRIGUEZ NETO et al, 1986).

As colbnias bacterianas puras
obtidas pela Unidade Formadoras de
Colbénias (UFC)
caracterizacdo morfolégica segundo Yano
(1993).

realizado como um screening inicial e

foram submetidas a

et al Este procedimento foi

mais econdbmico a fim de diferenciar,

selecionar e agrupar os individuos
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semelhantes. Os isolados representantes
dos grupamentos obtidos por tipagem
morfolégica e andlise pelo programa
BioNumerics, foram identificados através
de numeracdo e armazenados no banco
da colecdo de cultura do laboratério de
biotecnologia (LABIOTEC) da
Universidade Federal do Parana (UFPR) —
Setor Palotina para os posteriores testes.
As bactérias fitopatogénicas utilizadas nos
Clavibacter

testes de antagonismo,

michiganensis e Curtobacterium
flaccumfaciens, foram disponibilizadas
pelo Instituto Agronémico do Parana —
IAPAR da cidade de Londrina-PR.

Teste de Antagonismo

As bactérias fitopatogénicas e as
obtidas a partir do exoesqueleto das
formigas cortadeiras foram crescidas em
meio de cultura Dygs para a realizagédo
dos embates antagbnicos. As suspensdes
das bactérias fitopatogénicas consistiu na
diluicAo das células obtidas (UFC) em
tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo
(0,85%) que foram

submetidos a agitador tipo vortex até a

salina  estéril

obtencdo de uma solugdo homogénea. A
densidade de células adicionadas nos
tubos foi padronizada pela turbidez
conforme o tubo 0,5 da escala de
MacFarland.

Das suspensfes obtidas para
ambas as bactérias fitopatogénicas, 1000
pL foram coletados e adicionados em
tubos tipo Falcon contendo 15 mL de meio
Dygs ainda fluido (37°C), para agitar em

vortex visando dissipar as células por todo
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0 meio pelo método pour-plate. Com o
meio ainda fluido poés agitacdo, este foi
vertido em placas de petri para ocorrer a
gelificagéo.

Nas placas contendo as bactérias
fitopatogénicas dissipadas por todo 0 meio
gelificado, foi realizado a inoculacdo das
estirpes obtidas das formigas pelo método
spread-plate de forma individual (Figura
1), utilizando a repeticdo de 4 placas por
bactéria. As placas foram submetidas a
crescimento em B.O.D a 27°C por 72
horas para a visualizacdo dos halos de
inibicdo presentes nas placas.

Para a mensuracdo dos halos de
inibicdo, foi realizado a medida em
milimetros do diametro da colbnia
bacteriana da  formiga  cortadeiras
juntamente com o halo de inibicdo
subtraindo o didmetro da colonia
bacteriana e realizado a média das 4
placas utilizadas.

As placas com o0s embates
antagonicos frente as duas bactérias
fitopatogénicas, foram avaliadas utilizando
medidas qualitativas visuais: presenca ou
auséncia da inibicdo do patégeno e a
mensuracdo do tamanho dos halos
presentes nas placas que possuiam
atividade de antagonismo (Figuras 2 e 3).
Os valores de diametro obtidos na
medicdo das placas, foram submetidos ao
teste de media, Tukey 5%, para observar
as diferencas estatisticas presentes entre

as bactérias.
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E‘ Bactéria Fitopatogénica
@ Bactsiia obtida das formigas
Figura 2. Esquematizacdo de placa de
petri contendo a bactéria fitopatogénica dissipada
no meio de cultura (pour-plate) e bactéria obtida
das formigas cortadeiras sobre o meio de cultura

(spread-plate)
\ 1
®

Bactéria Fitopatogénica

[

\

. Bactéria obtida das formigas

6 para Curtobacterium flaccumfaciens,
correspondendo a uma porcentagem de
22 e 27% de bactérias com potencial para
serem utilizadas no controle destes

patégenos. A partir dos resultados

observados, é importante ressaltar que a
maioria dos isolados com potencial para a
formacédo de halos de inibicdo, apresentou
resultado para ambos os patdégenos,
sendo eles: 01, 04, 11, 20 e 25.

Tabela 1. Avaliagdo da presenca ou
auséncia de halos de inibicdo em placas de petri
das bactérias obtidas das formigas cortadeiras

frente aos fitopatdgenos Clavibacter michiganensis

e Curtobacterium flaccumfaciens.

Bactéria Clavibacter  Curtobacterium
2 Candidatas* michiganensis flaccumfaciens
\ 01 + +
\ f 02 - -
03 - -
+ +

D Bactéria Fito.patogénica | 82 _ _

. Bactéria obtida das formigas 06 _ _

Q Halo de Inibigao 07 - -

. o 08 - -

Figura 3. Esquematizacdo de placa com 09 ) )
auséncia de halo de inibi¢do. 2. Placa com a 10 - -
presenga de halo de inibigéo utilizada para 11 + +
medicao. 12 - -
. ~ 13 - -

Resultados e Discussdes 14 ) )
Das formigas cortadeiras coletadas 16 - -

o , 17 - +

sobre o fungo simbionte para o isolamento 20 + +
das bactérias presentes em seu 21 - -

: . . 22 - -
exoesqueleto, foi possivel isolar 22 23 ) )
bactérias  distintas  morfologicamente. 24 - -
Estas bactérias f tilizad test 25 : L

stas bactérias foram utilizadas no teste
Total 5 Halos 6 Halos
de antagonismo para avaliacdo do
potencial de inibicdo de patégenos *Isolados bacterianos obtidos a partir do
exoesqueleto de formigas cortadeiras através
(Tabela 1). do método spread-plate.

Do total, foi observado 5 halos de

inibicdo para Clavibacter michiganensis e

\
ne
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vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de encontrar agentes de controle biolégico
potencialmente eficientes. Isolados que
possuam atividade antagoOnica frente a
diversos fitopatdégenos séo uma
alternativa viavel para a aplicacdo destes
microrganismos de
patégenos (LOPES, 2009; KUPPER et al.,
2013; GARCIA; KNAAK; FIUZA, 2015).

Nesse sentido, para a utilizagéo

na  supressao

destes microrganismos potenciais, novas
pesquisas relacionadas a supressao de
patdgenos em testes in vivo torna-se
necessario, para comprovar a aptidao
de

controle biolégico para firmar como uma

destas bactérias como agentes
alternativa a ser utilizada para reduzir o
uso de defensivos agricolas.

Avaliando
isolados 01, 04, 11, 20 e 25 no embate

individual

separadamente  0s

contra Clavibacter

michiganensis, foi possivel observar
variagbes nos halos de inibicdo obtidos
entre as bactérias (Tabela 2). De acordo
com o0s resultados obtidos, a bactéria 01
4)

estatisticamente

(Figura foi a que obteve

a maior média de
didmetro do halo de inibicao, diferindo das
demais bactérias. Ja os isolados 11 e 20
estatisticamente

nao apresentaram

superiores a bactéria anterior, porém,
possuiram halos de inibigdo com medidas
consideraveis em relacdo as bactérias 25
e 04, demonstrando também grande

potencial para a inibicao do fitopatégenos.

c\ni= Asociacién de Universidades § i
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Bactéria Formigas  Diametro halo de

inibicao
01 215a
04 6,5¢C
11 17,0 ab
20 21,0 ab
25 140b
CcV 28.34 %

Tabela 2. Média em milimetros das
medidas de didmetro dos halos de inibicdo
avaliados das bactérias com potencial antag6nico
*Média

seguidas da mesma letra na coluna ndo se diferem

frente a Clavibacter michiganensis.

entre si estatisticamente a Tukey 5%.

e

G

Figura 4. 1. Halo de inibic&do do isolado 01.
2. Halo de inibicdo do isolado 11. 3. Halo de
inibicdo do isolado 20, todas contra Clavibacter

michiganensis.

De acordo com os resultados
obtidos, a bactéria 01 foi a que obteve
estatisticamente a maior meédia de
didmetro do halo de inibicdo, diferindo das
demais bactérias. J& os isolados 11 e 20
nao

apresentaram estatisticamente

superiores a bactéria anterior, porém,
possuiram halos de inibicdo com medidas
consideraveis em relacdo as bactérias 25
e 04, demonstrando também grande
potencial para a inibi¢cdo do fitopatégenos.
Ja as bactérias 04 e 25 foram as que
obtiveram as menores médias de diametro

dentre todos isolados potencias, porém
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inibiram o desenvolvimento do patégeno e
ainda podem ser uma alternativa de
utilizacéo.

Segundo Shiomi et al. (2015), as
bactérias podem atuar na inibicdo de
fitopatbgenos através de mecanismos
como: a atividade de antibiose, a
competicdo e a lise das estruturas do

microrganismo, sendo assim, os isolados

citados com potencial para inibir o
desenvolvimento do patégeno, podem
estar atuando utilizando destas

alternativas antagbnicas de supresséao.
Segundo Sengupta et al. (2013),
microrganismos em seu habitat natural
estdo sempre em constante pressdo
seletiva, resultando na producdo de
metabdlitos que podem estar atuando
como agentes de biocontrole para garantir
a sobrevivéncia. Nesse sentido o0s
menores valores de diametro obtidos
pelas bactérias 04 e 25, podem ser
de

microrganismos ndo foram sujeitos a

explicados pelo fato que tais
pressdo de sobrevivéncia tdo alta que os
estimulasse a produzir metabdlitos de
forma, que resultaria na visualizagdo de
maiores halos de inibicdo por exemplo.
Dos isolados avaliados frente ao
patégeno Curtobacterium flaccumfaciens
foi possivel observar halos de inibi¢cdo
médios variando de 15,0 a 21,5 mm de
didmetro. Os maiores halos de inibicdo
foram obtidos pelas bactérias 04, 11, 20 e
25 (figura 5), porém nao se diferiram
estatisticamente das demais bactérias

testadas. Os isolados 01 e 17 obtiveram
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as menores médias de diametro na

comparagao com 0s demais

microrganismos, porém ainda inibiram o

desenvolvimento do fitopatdégenos.

Figura 5. 1. Halo de inibi¢&o do isolado 04

contra Curtobacterium flaccumfaciens. 2. Halo de
inibicdo do isolado 20. 3. Halo de inibicdo do

isolado 25. 4. Halo de inibicéo isolado 11.

de
inibicdo dos dois testes de antagonismo, €

Comparando o potencial

importante  destacar que  algumas
bactérias com grande potencial de inibi¢cao
para  determinado  patégeno, nao
apresentou a mesma caracteristica para o
outro agente causal de doenca, como por
exemplo o isolado 01 (Gréafico 1) que
possuiu a maior média para a inibicdo de
Clavibacter michiganensis, porém, a
menor média de didmetro para inibi¢cdo de
Curtobacterium flaccumfaciens. Por outro
lado, foi possivel observar em isolados
como a bactéria 20, o potencial de inibicdo
para ambos o0s patdgenos de forma
individuo

continua, indicando que tal
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possui maior espectro de inibicdo quando

comparado aos demais microrganismos

25

20
1
| I I
0 I
1 4 11 20 25 17

Bactérias Formiga

o wu

Média Diametro (mm)
(9]

B Média halo Clavibacter

W Média Halo Curtobacterium

Gréafico 1. Didmetros de inibicdo médio
obtido pelas bactérias frente as fitopatégenos
Clavibacter michiganensis e  Curtobacterium

flaccumfaciens.

Avaliando 0 potencial de
biocontrole de rizobactérias frente a
Ralstonia solanacearum pelo método de
sobrecamada, Rocha e Moura (2013),
também  observaram  comportamento
variado quanto a capacidade de inibicdo
das bactérias frente ao patégeno, no qual,
alguns isolados se destacaram com o0s
maiores halos de inibicdo e outros nao,
sendo explicado pela sensibilidade aos
compostos produzidos variar em funcdo
(2017),

avaliando o potencial de bactérias

do patégeno. J& Mattana
endofiticas com atividade antagbnica

contra Xanthomonas gardneri e
Pseudomonas syringae in vitro, observou
que a maioria dos isolados testados
apresentou halo de inibigdo somente
contra um tipo de patdgeno. Neste mesmo

trabalho, Mattana, observou que apenas 4
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isolados dos 34 testados, apresentaram
capacidade de inibir o desenvolvimento de
ambos os patégenos.

De acordo com Rocha e Moura
(2013), os estudos de antagonismo in vitro
€ um dos métodos que vem sendo
utilizados para selecionar microrganismos
Sendo

necessario cada vez mais, o]

potenciais. assim, torna-se
desenvolvimento de novos estudos de
bioprospeccdo com o intuito de investigar
0 potencial de novas bactérias para serem
utilizadas como agentes de controle
biolégico.

Nesse sentido, a investigacdo de
bactérias  envolvidas em  relagdes
mutualisticas pode representar uma nova
oportunidade para a identificacdo
microrganismos de
biotecnolégico (DELLA LUCIA; SOUZA,
2011). Nestes

estabelecidos evolutivamente (NICKELE

potencial

sistemas complexos
et al., 2013), podem ser encontradas
estirpes com capacidade de inibir o
desenvolvimento de um amplo espectro
de fitopatégenos. Estudos sobre suas
funcionalidade e metabdlitos, podem levar
ao desenvolvimento de bioprodutos e
bioprocessos que futuramente poderdo
permitir aplica-los no controle de diversas
doencas mitigando o uso indevido de
defensivos e agrotoxicos na producdo de
alimentos.
Conclusbes

Levando em consideracdo o0s
obtidos, as

resultados formigas

cortadeiras pode representar uma fonte de
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investigacdo para a bioprospeccdo de
Novos microrganismos com potencial para
agentes de controle biol6gico. Sendo
assim, torna-se necessario a realizacao
de novas pesquisas para avaliar as
aptidées destas bactérias no controle de

outros patégenos.
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