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ABSTRACT

As algas e as cianobactérias produzem uma grande diversidade de compostos 
com atividade biológica direta sobre microrganismos ou agem como ativadores 
de mecanismos de resistência em plantas. Em vista disso, foi investigada a 
manifestação dos sintomas causados pelo Tobacco mosaic virus (TMV) em 
plantas de fumo previamente tratadas com cianobactérias ou algas. Quando 
as folhas plantas de fumo foram tratadas dois dias antes da inoculação, foi 
verificado que suspensões de células dos isolados de cianobactérias 004/02, 
008/02, Anabaena sp. e Nostoc sp. 61; e do isolado de alga 061/02, bem como 
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as preparações do conteúdo intracelular do isolado 004/02 (4 C) e do filtrado 
do meio de cultivo do isolado 061/02 (61 M) apresentaram efeito na redução 
do número de lesões locais provocadas por TMV em folhas de plantas fumo, 
cultivar TNN. Além disso, foi observado que os isolados Anabaena sp., Nostoc 
sp. 21 (cianobactéria), Nostoc sp. 61 e 090/02 (alga) mostraram efeito direto 
sobre o vírus semi-purificado. Em vista disso, pode-se sugerir que os isolados 
estudados sintetizam compostos que agem diretamente sobre o TMV e/ou ativam 
o mecanismo de defesa de plantas contra fitopatógenos.

Palavras-chave adicionais: controle biológico e indução de resistência. 

RESUMO

Algae and cyanobacterias produce several different compounds with 
biological activity against microorganisms as well as inducers of the mechanisms 
of plant defense. Thus, the expression of Tobacco mosaic virus (TMV) symptoms 
on tobacco leaves treated with cyanobacterias or algae was investigated. When 
tobacco plants were treated two days before the inoculation, it was verified that 
the cells suspensions from strains 004/02, 008/02, Anabaena sp., and Nostoc 
sp. 61 of cyanobacteria and strain 061/02 of alga as well as the preparations of 
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the intracellular content from 004/02 strain (4 C) and the medium filtrated from 
061/02 strain (61 M) reduced the number of local lesions caused by TMV on 
tobacco leaves, cultivar TNN. Furthermore, it was also verified that Anabaena 
sp., Nostoc sp. 21 (cyanobacteria), Nostoc sp. 61 and 090/02 (alga) strains 
showed direct effects on the semipurified virus. Therefore, it is suggested that 
the cyanobacterias and the algae studied produce compounds that can show 
direct effects on TMV and/or activate the defense mechanisms of the plants.

As cianobactérias, juntamente com as algas, compreendem a maior 
parte da biomassa do mundo (6). Sua ocorrência abrange um espectro 
ambiental muito variado envolvendo solos, água doce e salgada, áreas 
onde a temperatura é muito alta (superior a 60

o 
C) e/ou extremamente 

áridas (que não comporta o desenvolvimento de outros grupos 
biológicos). Essa versatilidade é devida em grande parte a capacidade 
que as cianobactérias exibem de fixar nitrogênio e realizar fotossíntese 
(25). Além disso, as cianobactérias possuem estrutura celular típicas de 
bactérias Gram-negativas, bem como morfologia muito variada (25). As 
algas, por sua vez, são fotoautotróficas, porém algumas espécies podem 
crescer de maneira heterotrófica. Visto que todas as células das algas 
fazem fotossíntese e são capazes de absorver nutrientes, as mesmas 
não precisam de sistemas de vasos. As algas podem ser unicelulares ou 
multicelulares. O corpo é formado por um talo, que fixa a alga em um 
suporte, uma estrutura caulinifome, que não é lignificada ou lenhosa 

e por lâminas que se assemelham a folhas (27). 
As cianobactérias e algas produzem uma grande quantidade 

de compostos biologicamente ativos, os quais podem apresentar 
propriedades farmacológicas (5,21), efeitos adversos sobre animais 
(14, 24) e seres humanos (8, 13), bem como apresentar atividades 
antibacteriana (17), antifúngica (16) e com ação direta sobre vírus (9). 

A aplicação em sementes de extrato de etil acetato da cianobactéria 
Calothrix elenkenii reduziu a mortalidade de plântulas de tomate, 
pimentão e berinjela provocada por Pythium aphanidermatum 
(16). Filtrados de diversas espécies de cianobactérias reduziram o 
crescimento micelial e a esporulação de Fusarium verticellioides, 
Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani (19). Além disso, o extrato da 
alga Ulva spp. reduziu os sintomas provocados por Colletotrichum 
trifolii em folhas de Medicago truncatula (7). 

Pandey & Pandey (17) verificaram que extratos etanólicos 
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das cianobactérias Lyngbya majuscula, Microcystis aeruginosa e 
Plectonema boryanum, além de terem reduzido o crescimento in vitro 
de Xanthomonas vesicatoria, também reduziram em pelo menos 85% 
o número de lesões provocadas por essa bactéria em pimentão. Por sua 
vez, extratos metanólicos de várias espécies de Laurencia apresentaram 
efeito in vitro sobre Erwinia amylovora (28). 

Di Piero et al. (9), por sua vez, demonstraram que filtrados de 
culturas e os conteúdos intracelulares das cianobactérias Synechococcus 
leopoliensis e Nostoc sp. reduziram em pelo menos 50% a quantidade 
de lesões provocadas pelo TMV em plantas de fumo, cultivar TNN. 

Por outro lado,  alguns trabalhos (2, 3, 10) mostraram que as 
cianobactérias e algas podem induzir a síntese de fitoalexinas, que são 
compostos que apresentam baixo peso molecular e são produzidas pelas 
plantas em resposta a infecção ou estresse (4). 

Em vista do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito 
de diversos isolados de cianobactérias e de algas na manifestação dos 
sintomas causados por TMV em plantas de fumo.

MATERIAL E MÉDODOS

Cultivo e manutenção das algas
Os isolados das cianobactérias e das algas da coleção do Laboratório 

de Fisiologia e Bioquímica Fitopatológica, do Setor de Fitopatologia 
(ESALQ/USP), foram utilizados para a realização dos experimentos. 
Além disso, usou-se os isolados das cianobactérias Nostoc sp. 21 e 
Nostoc sp. 61, cedidos pela Drª Marly F. Fiori (CENA/USP, Piracicaba, 
SP). 

O cultivo foi efetuado em frascos tipo erlenmeyer de 250 mL, os 
quais continham 100 mL de meio de cultura BG 11 (1). A repicagem 
periódica foi efetuada com a adição de uma alíquota de 1 mL de 
inóculo por recipiente. Os isolados foram mantidos a 28 ºC, sob luz 
fluorescente constante.

Para verificar se os organismos utilizados como agentes de 
biocontrole eram eucariotos ou procariotos, os mesmos foram 
cultivados em meio de cultura com 10 mg L

-1
 de cicloheximida, a qual 

inibe a síntese de proteínas de eucariotos.
A biomassa foi quantificada com a filtragem de 10 mL de suspensão 

dos isolados em filtros tipo GF/A, cujos pesos foram previamente 
determinados. Após, os filtros foram mantidos em estufa a 60 ºC por 48 
h e foram novamente pesados. A quantificação do peso da matéria seca 
foi feita com base na diferença da segunda para a primeira pesagem. 

Obtenção dos preparados das algas e cianobactérias
A obtenção dos preparados dos isolados foi conduzida de acordo 

com a metodologia descrita por Di Piero et al. (9). Alíquotas de 75 mL 
de “suspensões de células” (S) das culturas (20 dias após a repicagem) 
sofreram uma filtragem a vácuo através de filtro tipo GF/A, seguida de 
outra filtragem a vácuo por membrana tipo Millipore (diâmetro de 0,2 
mm), obtendo-se o “filtrado do meio de cultivo” (M). Por sua vez, as 
células que ficaram retidas na filtragem das culturas foram colocadas 
em almofariz e trituradas com pistilo, com a adição de nitrogênio 
líquido. O pó obtido foi ressuspenso em 10 mL de água destilada e as 
suspensões resultantes centrifugadas a 10.000 g por 10 min, seguida 
por filtragem a vácuo do sobrenadante, com o uso de membrana tipo 
Millipore, obtendo-se assim o “filtrado do conteúdo intracelular” (C).

Obtenção e manutenção do TMV
O isolado do vírus, cedido pelo Prof. Dr. Robson M. Di Piero 

(UFSC, Florianópolis), foi inoculado mecanicamente em plantas 

sadias de fumo, cultivar Turkish (onde a infecção é sistêmica), com 
40 dias de cultivo, mantidas sob condições de casa-de-vegetação 
e cultivas em vasos de alumínio, com volume de 1840 cm3, que 
continham mistura autoclavada de terra, areia e matéria orgânica 
(3:1:1; v/v/v, respectivamente). Após 25 dias da inoculação das 
plantas, as folhas que exibiam  sintoma de mosaico foram coletadas, 
pesadas, congeladas e, a partir dessas, feita a purificação parcial 
de partículas vírais, de acordo com Sherwood & Fulton (23). A 
concentração do vírus foi calculada utilizando-se a fórmula: c = 
Abs (260 nm)/e, onde “c” é a concentração do vírus em mg mL

-1 

e “e” o coeficiente de extinção do TMV, que equivale a 3,1 de 
absorbância para cada mg mL

-1
 de vírus. Após sua quantificação, 

o vírus parcialmente purificado foi distribuído em tubos tipo 
eppendorf (alíquotas de 100 µL), as quais foram mantidos a - 20 ºC. 

Efeito das suspensões celulares e das preparações (conteúdo 
intracelular e filtrado do meio de cultivo) das cianobactérias e 
das algas na manifestação dos sintomas provocados por TMV 

Plantas de fumo, cultivar TNN, com 40 dias de idade, 
mantidas sob condições de casa-de-vegetação, cultivadas em 
vasos de alumínio, com volume de 1840 cm

3
, que continham 

mistura autoclavada de terra, areia e matéria orgânica (3:1:1; 
v/v/v, respectivamente), foram tratadas, pincelando-se meia-
folha intermediária, com as suspensões de células (S) ou com as 
preparações do meio de cultivo (M) ou do conteúdo intracelular (C) 
dos isolados 004/02, 008/02, 061/02, 090/02, Anabaena sp., Nostoc 
sp. 21 ou Nostoc sp. 61 (20 dias após a repicagem). Como controles 
foram utilizados acibenzolar-S-metílico (ASM)

 
(50 mg mL

-1
 i.a.), 

água destilada ou meio de cultura BG 11. A outra meia-folha, bem 
como a folha imediatamente superior e a inferior à tratada, foram 
tratadas com água destilada (Figura 1). Após 2 dias, as 3 folhas 
previamente tratadas foram inoculadas mecanicamente com TMV 
(20 µg de vírus mL

-1
 de tampão fosfato de potássio 20 mM, pH 7). 

A avaliação foi realizada 5 dias após a inoculação do fitopatógeno, 
com base na contagem do número de lesões locais. Cada tratamento 
foi composto por 3 repetições. A análise estatística foi efetuada 
com o uso do teste de Tukey 5%, sendo que o experimento foi 
repetido duas vezes.

Figura 1. Esquema utilizado para os testes de verificação dos efeitos local e 
sistêmico dos isolados de algas e cianobactérias na redução do número de lesões 
locais, em plantas de fumo, provocadas pelo TMV.

Planta de fumo

Folhas tratadas com 
água destilada
(Figuras 4 e 5)

Meia folha tratada com um 
dos tratamentos
(Figura 3)

Meia folha tratada com 
água destilada
(Figuras 4 e 5)
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Efeito inibitório das cianobactérias e das algas sobre o TMV
Suspensões de células (S) dos isolados 004/02, 008/02, 061/02, 

090/02, Anabaena sp., Nostoc sp. 21 e Nostoc sp. 61, além dos controles 
água destilada, meio de cultura BG 11 e ASM (50 mg mL

-1
 i.a.) foram 

misturadas com suspensão das partículas virais parcialmete purificadas 
(40 µg de vírus mL

-1
 de tampão fosfato de potássio 20 mM, pH 7) (1:1; 

v/v). A seguir, as plantas de fumo, com 40 dias de cultivo, mantidas sob 
condições de casa-de-vegetação, foram inoculadas, mecanicamente, 
em uma folha intermediária com uma das preparações. A avaliação foi 
realizada 5 dias após a inoculação, com base na contagem do número 
de lesões locais. Cada tratamento foi composto por 3 repetições. A 
análise estatística foi efetuada com o uso do teste de Tukey 5%, sendo 
que experimento foi repetido duas vezes.

Figura 2. Quantificação do peso da matéria seca dos isolados de algas e cianobactérias. As barras representam a média ± desvio padrão.

           Isolados

µg
 d

e 
m

at
ér

ia
 se

ca

Figura 3. Influência local das suspensões de células (S) dos isolados (A) e das preparações (C e M) (B) de algas e cianobactérias na redução dos sintomas causados 
pelo TMV em plantas de fumo, cultivar TNN. As barras representam a média ± desvio padrão. Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de 
Tukey 5%. ASM = acibenzolar-S-metílico; BG11 = meio de cultura; C = filtrado do meio de cultivo; M = conteúdo intracelular.

N
úm

er
o 

de
 le

sõ
es

/m
ei

a 
fo

lh
a

N
úm

er
o 

de
 le

sõ
es

/m
ei

a 
fo

lh
a

Tratamentos

Tratamentos

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os isolados 004/02, Anabaena sp., Nostoc sp. 21 e Nostoc sp. 61 
cresceram em meio de cultura BG 11 que continha cicloheximida (10 
mg mL

-1
), portanto os mesmos podem ser considerados cianobactérias. 

Por sua vez, os isolados 008/02, 061/02 e 090/02 não cresceram, 
evidenciando que os mesmos eram algas (dados não mostrados).

Na Figura 2, pode-se observar que os isolados 004/02 e Nostoc sp. 
21 apresentaram maior  peso de matéria seca do que os demais isolados.

Quanto aos testes realizados para se verificar a redução dos 
sintomas de TMV em folhas de plantas de fumo, pode-se observar 
na Figura 3 A, que as suspensões de células (S) dos isolados 004/02, 
008/02, 061/02 Anabaena sp. e Nostoc sp. 61 apresentaram efeito na 

a a ab ab b b b b b b A

Ba ab abc abc abc bcd bcd bcd cd cdbcd bcd d
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redução do número de lesões locais. Essa redução foi estatisticamente 
semelhante à ocasionada pelo ASM. Por outro lado, o meio de cultivo 
BG 11 foi semelhante à água. Quando as plantas de fumo foram tratadas 
previamente com as preparações, C ou M, apenas os filtrados do meio 
de cultivo do isolado 061/02 (61 M) e do conteúdo intracelular do 
isolado 004/02 (4 C) reduziram o número de lesões locais provocadas 
por TMV em folhas de plantas de fumo (Figura 3 B). Essa redução foi 
estatisticamente semelhante à ocasionada pelo ASM.

Na Figura 4 A, pode–se observar que as suspensões de células (S) 

dos isolados 004/02, 008/02, 061/02 e Anabaena sp. apresentaram 
efeito sistêmico na meia folha tratada com água destilada. Além 
disso, nenhuma suspensões de células (S)  reduziu o número de lesões 
locais provocadas por TMV nas folhas de plantas de fumo superiores 
às tratadas (Figura 4 B). Por fim, apenas os isolados 008/02 e 061/02 
reduziram o número médio de lesões locais provocadas por TMV nas 
folhas de plantas fumo inferiores a tratadas com as suspensões de 
células (S)  (Figura 4 C). 

Por outro lado, nenhuma das preparações reduziu de maneira 

Figura 4. Influência sistêmica das suspensões de células (S) dos isolados de algas e cianobactérias na redução dos sintomas causados pelo TMV, inoculado 
mecanicamente em folhas de plantas de fumo, cultivar TNN. As barras representam as médias ± desvio padrão. Médias seguidas por letras iguais não diferem entre 
si pelo teste de Tukey 5%. A = vírus inoculado nas meia folhas não tratadas; B = vírus inoculados nas folhas superiores às tratadas; C = vírus inoculado nas folhas 
inferiores às tratadas. ASM = acibenzolar-S-metiílico; BG11 = meio de cultura.
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Figura 5. Influência sistêmica das preparações C e M de algas e cianobactérias na redução dos sintomas causados pelo TMV, inoculado mecanicamente em folhas 
de plantas de fumo, cultivar TNN. As barras representam as médias ± desvio padrão. Médias seguidas por letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey 5%. 
A = vírus inoculado nas meia folhas não tratadas; B = vírus inoculados nas folhas superiores às tratadas; C = vírus inoculado nas folhas inferiores às tratadas. ASM 
= acibenzolar-S-metílico; BG11 = meio de cultura; C = preparação do conteúdo intracelular; M = preparação do filtrado do meio de cultivo.
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sistêmica o número de lesões locais na interação estudada (Figura 5).
Finalmente, como pode ser visto na Figura 6, o número de lesões 

locais provocadas por TMV em folhas plantas de fumo, ressuspenso 
com as suspensões de células (S) dos isolados 090/02, Anabaena sp., 
Nostoc sp. 21 ou Nostoc sp. 61, foi menor do que o número de lesões 
locais em folhas inoculadas com o TMV ressuspenso em água destilada 
ou meio de cultura BG 11. 

Zainuddin et al. (30) mostraram que os extratos metanólicos 
das cianobactérias Calothrix gracilis, Lyngbya sp., Microecystis 
ichthyoblabe, Nodularia spumigena, Oscillatoria lutae e Seytonema 
bohnerii, bem como o extrato aquoso de N. spumigena, apresentaram 
atividade antiviral in vitro sobre o vírus influenza A. Por sua vez, 
sacarídeos extraídos de Cryptonemia crenulatara inibiram o Dengue 
virus (DENV) (26). Extratos de Undaria pinnatiûda, Splachnidium 
rugosum, Gigartina atropurpurea e Plocamium cartilagineum 
apresentaram efeito inibitório sobre Herpes simplex virus tipo 1e 
2 (HSV-1 e HSV-2) (12). Em busca de melhorar o conhecimento 
científico no controle da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 
(AIDS), diversos pesquisadores têm estudado compostos isolados de 
diferentes gêneros de cianobactérias e algas, como sacarídeos extraídos 
de Grateloupia ûlicina e Grateloupia longifolia (29) Oscillatoria 
agardhii (22) e Spatoglossum schröederi (18), os quais apresentaram 
efeito inibitório sobre o Human immunodeficiency virus (HIV). 

Di Piero et al. (9) mostraram que suspensões celulares de S. 
leopoliensis e Nostoc sp., bem como preparações dos conteúdos 
intracelulares e dos meios de cultivos, com 30, 60 ou 140 dias de 
cultivo, apresentaram efeito local na redução dos sintomas provocados 
por TMV em folhas de plantas de fumo. Porém, apenas a suspensão 
celular da Nostoc sp., com 140 dias, proporcionou efeito sistêmico. 
A aplicação de oligossacarídeos extraídos de alga Lessonia vadosa 
reduziu o número de lesões  provocadas por TMV em fumo, bem como 
estimulou a atividade de enzimas antioxidantes (15). De acordo com 
Galal & Al-Turk (11), extratos de várias espécies de algas apresentaram 
efeito inibitório sobre o Cucumber mosaic virus (CMV), bem como 
ativaram os mecanismos de defesa de plantas de pepino, que provocou 
redução dos sintomas do CMV.

A aparente falta de efeito direto dos isolados 004/02, 008/02 e 
061/02 sobre as partículas virais do TMV e o intervalo de tempo 
necessário, entre o tratamento das plantas e a inoculação do vírus 
para que as plantas de fumo tivessem os sintomas reduzidos, sugerem 

que os mecanismos de defesa das plantas foram ativados por esses 
tratamentos (20). Já os isolados Nostoc sp. 21 e 090/02 apresentaram 
compostos que agem diretamente sobre o patógeno. Finalmente, os 
isolados Anabaena sp. e Nostoc sp. 61 apresentaram compostos que 
agem diretamente sobre o vírus, além de, possivelmente, induzirem os 
mecanismo de defesa das plantas de fumo.

Em vista disso, pode-se concluir que as algas e as cianobactérias 
estudadas podem apresentar efeito inibitório direto sobre o TMV, bem 
como ativar mecanismos de defesa vegetal contra fitopatógenos.
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