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RESUMO

Macagnan, D.; Romeiro R.S. & Pomella, A.-W.V.. Inibicdo da germinag@o de basididsporos de Crinipellis perniciosa por compostos volateis
produzidos por cinco actinomicetos residentes de filoplano de cacaueiro. Summ a Phytopathologica, v.35,1.2, p.140-142, 2009

Cinco actinomicetos pertencentes ao género Streptomyces,
selecionados como antagonistas ao fungo causador da vassoura-de-
bruxa do cacaueiro (Crinipellis perniciosa), foram submetidos aensaios
para a detec¢do da producgdo de acido cianidrico (HCN) e amdnia.
Todos os isolados demonstraram-se produtores de HCN e apenas um

produziu amonia. A produgdo de HCN pelos isolados foi acompanhada
por 96 horas juntamente com a inibicdo da germinagdo de
basidiésporos por compostos volateis. Verificou-se que a inibi¢do da
germinagdo de propagulos do patégeno acompanhou a produgdo de
HCN pelos referidos antagonistas.

Palavras-chave adicionais: Vassoura-de-Bruxa; Streptomyces; Theobroma cacao;acido cianidrico.

ABSTRACT

Macagnan, D.; Romeiro R.S. & Pomella, A.-W.V.. Inhibition of Crinipellis perniciosa basidiospore germination by vo latile compounds produced
by five actinomycetes phylophaneresidents of cocoa.. Summa Phytopathologica, v.35, n.2, p.140-142, 2009

Five actinomycetes belonging to the genus Streptomyces and
selected as antagonists against Crinipellis perniciosa, the causal agent
of cocoa witches’ broom, were investigated for their ability to produce
cyanide (HCN) and ammonium. All isolates proved to be HCN producers

Keywords: witches’ broom; Streptomyces; Theobroma cacao; cyanide.

but only one was able to synthesize NH,. Production of HCN and
basidiospore inhibition by volatiles compounds was monitored. Was
verified that there relationship between the production of HCN and
inhibition of germination, during the studied time.

Por controle bioldgico entende-se a redugdo da quantidade de
inéculo ou da atividade de produgdo de doenga de um patogeno
utilizando um ou mais organismos exceto o homem (3). A atividade
antagdnica exercida pelos microrganismos deve-se a agdo direta ou
indireta. Como agdo indireta pode-se citar a capacidade que alguns
microrganismos tém de induzir plantas a ativarem mecanismos de
resisténcia contra patéogenos (10). A agdo direta ocorre quando
antagonistas produzem substancias que atuam diretamente sobre o
patogeno (3).

A vassoura-de-bruxa, causada pelo basidiomiceto Crinipellis
perniciosa, € a enfermidade que mais causa perdas a lavoura cacaueira
no Brasil sendo responsavel por perdas de até¢ 70 % (8). O uso de
gendtipos resistentes a doenca tem apresentado bons resultados,
porém mais de 90 % da area plantada na regido, ainda é constituida por
genotipos suscetiveis (7). O controle dessa doenga por meio de
fungicidas sintéticos nem sempre ¢ eficiente e economicamente viavel
(8). Os resultados mais promissores de biocontrole, at¢ o momento,
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tém sido obtidos com o uso de isolados de Trichoderma stromaticum,
sendo seu principal mecanismo de agdo o parasitismo das hifas do
patdogeno (7). Porém os basididsporos de C. perniciosa podem ser
trazidos de longas distincias por meio de correntes de ar. Neste contexto
¢ importante o desenvolvimento de estratégias que protejam os tecidos
suscetiveis das plantas contra a infec¢do do patdogeno.

Macagnan et al. (6) selecionaram cinco actinomicetos eficientes
em inibir a germinagdo de basididsporos do patdgeno na superficie de
frutos de cacaueiro. Relatam os autores que em ensaios visando estudar
o modo deagdo desses microrganismos, observaram que o sobrenadante
proveniente do cultivo desses antagonistas em meio liquido era tdo
eficiente em inibir a germinag@o dos propagulos do patégeno quanto o
uso de células vivas.

Dentre as substéncias produzidas por antagonistas contra
patdgenos cita-se o acido cianidrico (HCN) um potente inibidor de
heme-proteinas tais como as citocromo oxidases eas cloreto dismutases.
A inibi¢do dessas enzimas resulta emactimulo de cloreto no interior da
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célula, aqual pode entrar em colapso (9). Blumer & Haas (1) sustentam
que a produgdo de HCN porisolados de rizobactérias, em parte, foio
responsavel pelo biocontrole exercido pelos antagonistas. A amonia
(NH,) ¢ produzida ¢ liberada por alguns microrganismos como
metabolito secundario e ¢ um composto toxico a diferentes seres vivos
com efeito direto contra fitopatdgenos.

Neste trabalho procurou-se detectar a produgdo dos compostos
volateis, HCN e amonia, mencionados como mecanismos de
antagonismo microbiano e putativamente produzidos pelos
antagonistas selecionados para o biocontrole da vassoura-de-bruxa.
Intencionou-se também verificar in vitro a possivel contribui¢do dessas
substancias na inibicdo da germinacdo de basidiésporos de C.
perniciosa.

Os antagonistas, actinomicetos pertencentes ao género
Streptomyces, foram selecionados por Macagnan et al. (6). Os isolados,
Ac26, Ac79, Ac68, Acl19 e Ac4 foram preservados em “ultrafreezer”
(-80 °C), e durante os ensaios foram mantidos em meio extrato de
solo-agar visando aprodugao de esporos os quais eram usados como
propagulos para a realizacdo dos ensaios. Para a deteccdo das
substancias mencionadas os antagonistas foram cultivados em meio
TSA composto por triptona 15 g, peptona 5 g, e NaCl 5 g. O indculo
de C. perniciosa foi obtido usando a metodologia de Frias et al. (4) e
preservada em ultrafreezer (-80 °C).

Para a detec¢do da produg@o de amdnia esporos dos antagonistas
foram adicionados a tubos de ensaio contendo meio TSA liquido
acrescido de glicina 0,05 g.L"' e FeCL.6H,0 0,005 g.L*! e cultivados,
sem agitacdo, por 72 h quando foiadicionado ao meio o reativo de
Nessler. Foi considerado produtor de amdnia o microrganismo em
cujo tubo foi observado um precipitado de coloragdo amarelada.

Para a detec¢do de HCN, adotou-se a técnica de Castric &
Castric (2). Ao meio de cultura TSA semi-s6lido, em estado semi-
fundente, foram adicionados esporos dos antagonistas a serem
testados. Estes foram dispensados em cavidades de placas de
diluicdo e estas depositadas em placas de Petri de 150 mm de
diametro. Cadaantagonista foi dispensado em trés cavidades. Como
controle, foi utilizado meio de cultura esterilizado. Para a detecgdo
de cianeto, utilizou-se papel de filtro imerso no reativo de Castric
& Castric (2). Apds a montagem, as placas foram incubadas por 72
h em temperatura de 28 °C quando foram avaliadas, sendo
consideradas produtoras de HCN as colonias que produziram
manchas de coloragdo marrom, no papel branco, impregnado com o
indicador na regido correspondente a posicdo da coldnia.

A inbicdo da germinagdo de propagulos do patdogeno por compostos
volateis foi avaliada e, paralelamente, acompanhou-se a produgéo de
HCN pelos microrganismos. Foram preparadas placas de diluigéo
contendo os antagonistas a exemplo das utilizadas para a detecgdo da
producdo de HCN em quatro repeticdes. Uma das repeti¢des foiusada
para a deteccdo da producdo de HCN, enquanto as demais foram
usadas em bioensaios de inibicdo da germinagdo de basididésporos
do patdgeno. A producido de HCN e a inibigdo de germinag@o por
compostos volateis pelos antagonistas foram avaliadas acada 24 h
até 96 h apds inicio do ensaio. A produgdo de HCN foi avaliada
substituindo-se, a cada 24 h, o papel indicador. Neste momento era
também avaliada a inibicdo de germinagdo de basididsporos pela
deposicdo de uma camada de agar-agua na tampa das placas de
Petri. Depois deresfriado o agar-agua, as tampas eram recolocadas
nas placas expondo o gel aos compostos volateis produzidos pelos
microrganismos. As placas foram seladas com filme de PVC e
incubadas em temperatura de 28 °C por 6 h quando 10 pL de
suspensdo de basidiosporos (10°.mL-") foram depositados sobre o
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Figura 1. Detecgdo in vitro da produgdo de acido cianidrico (manchas de
coloragdo escurecida) por cinco actinomicetos selecionados para o
biocontrole da vassoura-de-bruxa do cacaueiro nos tempos de 24, 48, 72 e
96 h apés o semeio.

agar-agua na regido correspondente a posigdo da colonia dos
diferentes antagonistas.As placas foram re-incubadas por trés horas
quando foi realizada a avaliagdo da germinag@o dos basididosporos
assim como avaliada a producdo de HCN. Foi considerado germinado
o basidiésporo cujo tubo germinativo era maior ou igual ao seu
comprimento e considerado produtor de HCN o microrganismo que
produziu manchas de coloragdo marrom no papel indicador. Procedeu-
se a representagdo cartesiana dos dados de germinagdo dos
basidiosporos nos diferentes tempos, e a Area Abaixo da Curva de
Germinagdo (AACG) foi calculada a exemplo do calculo da Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) (5). O ensaio
foi montado em delineamento inteiramente casualizado e os valores
da AACG foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey 5 %.

Usando as técnicas descritas observou-se que todos os cinco
isolados produziram é4cido cianidrico e foram capazes de inibir a
germinagdo de basididsporos por compostos volateis. A maior
produgdo de HCN pelos isolados, foiobservada apos 48 hde cultivo,
produgdo esta evidenciada pela maior intensidade de manchas de
coloragdo marrom no papel indicador (Fig. 1). Houve inibigao da
germinagdo de basididsporos por compostos volateis durante todo
o desenvolvimento do ensaio, mostrando-se mais acentuada 48 h
apos o semeio e permanecendo assim até 72 h para a maioria dos
isolados (Fig. 2). Calculando-se a 4rea abaixo dacurva de germinagéo
(AACG) e submetendo os valores a analise de variancia, observou-
se que todos os isolados diferiram da testemunha. Porém, ndo se
observou diferenga estatistica na inibicdo entre antagonistas.

A curva de produgdo de HCN evidenciada pela intensidade das
manchas no papel indicador e a germinagdo de basididsporos do
patégeno apresentam comportamento inversamente proporcional. Esse
comportamento sugere o envolvimento do HCN produzido pelos
isolados na inibicdo da germinacdo dos propagulos do patdogeno. A
curva de produgdo de HCN, assemelha-se com tipicas curvas de
crescimento bacteriano em batelada. Dessa forma especula-se que a
producdo do referido composto pelos isolados seja constitutiva,
atingindo seu maximo no inicio da fase estacionaria. A eficiéncia de
alguns dos isolados estudados em condigcdes de laboratério e em
condigdes de campo ¢ bastante diferente. Enquanto em condigdes de
laboratorio todos os isolados sdo eficientes em inibir a germinagao de
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Figura 2. Inibi¢do in vitro da germinagdo de basididésporos de Crinipellis
perniciosa por compostos volateis produzidos por cinco actinomicetos
selecionados para o biocontrole da vassoura-de-bruxa do cacaueiro nos
tempos de 24, 48, 72 e 96 h apds o semeio.

basidiésporos (Fig. 2), alguns desses isolados apresentam pouca
eficiéncia em condigdes de campo (6). Apds 96 h de cultivo ndo foi
detectada a produgd@o de HCN por nenhum dos antagonistas (Fig. 1).
Porém observou-se ainda inibigdo da germinagdo de basididosporos
(Fig. 2). Essas observagdes supdem uma sensibilidade da técnica da
presenga de HCN menor que a sensibilidade dos basididsporos a
presenga do composto, ou ainda, a producdo pelos antagonistas de
diferentes compostos toxicos com caracteristicas volateis diferentes
dos detectados neste trabalho.

A producdo de amonia pelos isolados foi pouco expressiva.
Somente o isolado Ac19 demonstrou ser produtor desse composto.
Acredita-se que este composto tenha pouco efeito toxico ao patdgeno
visto que este isolado apresenta baixo desempenho in vivo. Devido a
caracteristica volatil ¢ dificil haver, na superficie da planta, o acumulo
dos compostos estudados em concentragdes suficientes para ocorrer a
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inibicdo da germinagdo de propagulos do patdégeno.
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