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Actinobactérias no controle do mal das folhas em mudas de seringueira

Actinobacteria in the control of leaf disease in rubber tree seedlings
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Resumo

A seringueira (Hevea spp.), planta nativa da regido Amazénica, é a maior Fonte de borracha
natural. Entretanto, um dos principais problemas fitossanitarios que acomete esta cultura, é
o mal das folhas, causado pelo fungo Pseudocercospora ulei. Actinobactérias sao micro-or-
ganismos que apresentam grande potencial como agentes de biocontrole de doengas em
plantas, em virtude da produgao de antibidticos e enzimas que atuam inibindo patégenos. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados de actinobactérias no controle do
mal das folhas em mudas de seringueira. Os metabdlitos dos isolados de actinobactérias re-
duziram em até 43,4% a germinacao de esporos e em 77,1% o crescimento micelial do fungo
P. ulei. Todos isolados quando aplicados via pulverizacao foliar reduziram a severidade da
doenca em mudas de seringueira em comparagao a testemunha. Isolados de actinobactérias
demonstraram potencial no controle do mal das folhas em mudas de seringueira.

Palavras-chave: biocontrole, Pseudocercospora ulei, Hevea spp.

Resumo

The rubber tree (Hevea spp.), 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 evil of
the leaves, caused by the fungus Pseudocercospora ulei. Actinobacteria are microorganisms
that present great potential as biocontrol agents of plant diseases, due to the production of an-
tibiotics and enzymes that act to inhibit pathogens. The objective of this work was to evaluate
the efficiency of actinobacteria isolates in the control of leaf disease in rubber tree seedlings.
The metabolites of the actinobacteria isolates reduced the germination of spores by up to
43.4% and the mycelial growth of the fungus P. ulei by 77.1%. All isolates when applied via leaf
spraying reduced the severity of the disease in rubber tree seedlings compared to control. Iso-
lates of actinobacteria showed potential in the control of leaf disease in rubber tree seedlings.

Palavras-chave: biocontrole, Pseudocercospora ulei, Hevea spp.
Introducgao

O Brasil, no inicio do século XX, se destacou no mercado mundial da borracha, ser-
vindo este produto oriundo do extrativismo de suporte a nossa receita cambial, partici-
pando com 98% da produgao mundial (Bernardes et al.,1990), quando ainda a extragao
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era proveniente de seringais nativos da Amazonia (Costa et al., 2001). Entretanto, o
insucesso da heveicultura nas areas tradicionais de cultivo no Brasil comegou princi-
palmente em virtude do aparecimento do mal-das-folhas da seringueira, doenca cau-
sada pelo Pseudocercospora ulei, fungo originario da Amazénia, € que se encontra
presente em todas as regides heveicolas do pais (Gasparotto & Pereira, 2012). Essa
doenca, além de reduzir a producao de latex, debilita as plantas e as leva a morte apés
desfolhamentos sucessivos (Gasparotto & Ferreira, 1989).

Diversos estudos foram realizados na tentativa de controlar a doenca e promover a
expansao da heveicultura, contudo, sem Resultados satisfatérios. Foi realizado o me-
Ihoramento genético para a obtengao de clones de seringueira resistentes e produti-
vos, entretanto este método foi ineficiente, em virtude do fungo P. ulei possuir elevada
capacidade de mutagao, resultando em quebra de resisténcia (Sousa & Moraes, 2001;
Mattos, 2003). Foram também realizados alguns trabalhos avaliando a substituicao de
copas susceptiveis por clones de copas resistentes, contudo, houve problemas como
baixo indice de pegamento, queda na produtividade de borracha e aumento do custo
de producgéo, com adogao da técnica de enxertia (Moraes & Moraes, 2008).

O interesse nos estudos com as actinobactérias tem aumentado devido ao seu po-
tencial para produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios, dentre eles
antibidticos e enzimas extracelulares (Korn-Wendisch & Kutzer, 1992). Estudos de-
monstraram o potencial das actinobactérias como agentes de controle biolégico de
fitopatdbgenos em culturas de interesse econémico (Soares et al., 2006; Sousa et al.,
2009). Contudo, inexistentes sdo os estudos avaliando o potencial de actinobactérias
no biocontrole do fungo P. ulei, causador do mal-das-folhas, doenga que € o principal
fator limitante da expans&o da heveicultura na regido Amazénica e no Sul da Bahia.

Metodologia
Bioensaio 1: Metabdlitos de actinobactérias na germinagao de esporos de P. ulei

Foram adicionados 40 pyL de suspensao de conidios de P. uley na concentragao 2 x
105 conidios/ml, juntamente com 40 pL de metabdlitos dos isolados de actinobactérias
em laminas escavadas. O tratamento controle consistiu de agua destilada e conidios
do fungo. A avaliagéo foi realizada com auxilio de um microscoépio biolégico binocu-
lar com aumento de 40 X, através da contagem aleatéria de 100 esporos. Quando o
tratamento controle apresentou 50% de esporos germinados, os demais tratamentos
receberam 01 gota de lactofenol azul para paralisar a germinagcdo dos esporos e se
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iniciar a contagem dos esporos germinados e nao germinados. Foi considerado como
germinado, aquele esporo cujo tubo germinativo apresentou comprimento superior ao
dobro do seu diametro.

Bioensaio 2: Metaboélitos de actinobactérias no crescimento micelial de P. ulei

Inicialmente, os isolados de actinobactérias foram multiplicados na forma de risco no
centro de placas de Petri contendo meio BDA com auxilio de al¢a de platina, e incuba-
dos a temperatura ambiente durante 5 dias. Apds este periodo, dois discos de 7 mm do
fungo P. ulei foram transferidos para os dois lados da placa, a uma distancia de 1,5 cm
da linha de crescimento do isolado de actinobactérias. O tratamento controle consistiu
de placas contendo os discos do fungo sem o cultivo dos isolados de actinobactérias.
Os discos foram retirados da borda de uma cultura do fungo P. ulei apés 8 dias de
crescimento. O crescimento micelial do fungo foi medido diariamente com auxilio de
uma régua milimétrica. Quando no tratamento testemunha, o fungo cresceu em toda a
placa, foi encerrada a medi¢cdo do crescimento micelial das culturas.

Experimento em casa de vegetacao: Metabdlitos de actinobactérias no controle
do mal das folhas em mudas de seringueira

O experimento foi instalado em casa de vegetagao, em delineamento experimental in-
teiramente casualizado, esquema fatorial, 3 x 2, sendo trés isolados de actinobactérias
mais a testemunha e duas formas de inoculagéo (via pulverizagao foliar e irrigagao
do solo) com 15 repetigdes. Mudas de seringueira sadias do clone FX 3864 foram
inoculadas com 100 ml de metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias
(via pulverizacgao foliar e irrigagao do solo). Apés 5 dias, as mudas foram inoculadas
com uma suspensao aquosa contendo 2 x 105 conidios/ml de P. ulei. A inoculagao foi
realizada, com o auxilio de um atomizador, na face inferior dos foliolos jovens e de co-
loragao violeta, correspondentes ao estagio B2 descrito por Hallé & Martin (1968), em
camara umida com temperatura variando de 23 a 26° e umidade superior a 95%. Apés
a inoculacao, 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. Apés 12
dias, foi utilizada Escala Diagramatica Modificada (Gasparotto et al., 1989), para avalia-
céo da severidade da doenga nas mudas da seringueira, onde (0) Sem sintoma; (1) Le-
sdes necroticas sem esporos; (2) Lesdes néo necroticas sem esporos; (3) Esporulagéo
muito fraca sobre a face inferior da lesao; (4) Esporulagao forte cobrindo parcialmente
a face inferior da lesao; (5) Esporulagdo muito forte cobrindo toda a face da lesao; (6)
Esporulagao muito forte cobrindo toda a face inferior da lesdo e forte na face superior.
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Resultados e discussao

Observa-se na Tabela 1, que o tratamento testemunha apresentou maior percentagem
de esporos germinados, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Nos trata-
mentos utilizando metabdlitos dos isolados de actinobactérias 3, 2 e 5 houve reducéao
de 56,6%, 52,5% e 25% na germinagao de esporos do fungo P. uley em comparagao
ao tratamento testemunha. Quando avaliada a percentagem de esporos ndo germi-
nados, observa-se que ndo houve diferenca estatistica entre os isolados 2 (38,6%) e
isolado 5 (46,4%),que foram superiores ao tratamento controle, onde foram registrados
apenas 20,4% de esporos nao germinados.

Tabela 1. Efeito de metabdlitos produzidos pelos isolados de actinobactérias
na germinagao de esporos e no crescimento micelial do fungo P. uley.

Nidmero de esporos

Isolados Germinados N&o germinados Crescimento micelial (%)
Testemunha 39,2a 20,4c 2,42a
Isolado 2 18,6b 35,8b 1,92b
Isolado 3 17,0b 38,6a 2,30a
Isolado 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 os isolados de actinobactérias 5 e 2, resultou em redugcéo no
crescimento micelial do fungo P.uley. Nao houve efeito significativo do isolado 3 sobre
crescimento micelial do fungo. Diversos sao os mecanismos utilizados pelos isolados
de actinobactérias que podem atuar inibindo a germinagao de esporos e/ou o cresci-
mento micelial de fungos fitopatogénicos. Dentre estes mecanismos, pode-se citar a
produgao de enzimas liticas como quitinases e 1,3 B glucanases. A parede celular dos
fungos é composta principalmente de quitina e glucana, de modo que a produgao des-
tas enzimas por agentes de biocontrole atuam na degradagdo da mesma, impedindo
o crescimento fungico, colonizacéo do tecido vegetal e progresso da doenga. Além da
producao destas enzimas, sdo também produzidas outras substancias antimicrobianas
a exemplo dos antibiéticos que impedem que o fitopatdégeno colonize o tecido vegetal
e ocasione o surgimento da doenca (Tabela 1).

E demonstrada na Figura 1, a severidade do mal das folhas em mudas de seringueira
inoculadas com metabdlitos dos isolados de actinobactérias. Observa-se que entre as
mudas inoculadas via pulverizagao foliar, todos os isolados foram eficientes em reduzir
a severidade da doenca em comparacao a testemunha. Entretanto, quando observado
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DRASILIA- L &R

o efeito da inoculagao via irrigagao dos metabdlitos no solo, o isolado 5 nao diferiu es-
tatisticamente da testemunha, portanto, nao tendo efeito significativo em redu-
zir a severidade do mal das folhas nas mudas de seringueira. Mudas inoculadas
com os isolados 2 e 3 apresentaram menor severidade da doenga em comparagéo
as mudas do tratamento testemunha.
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Figura 1. Severidade do mal das folhas em mudas de seringueira
inoculadas com isolados de actinobactérias. Letras iguais nao diferem
estatisticamente pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Nao houve diferenca entre os Métodos de inoculagdo nas mudas inoculadas com o
isolado 2. Contudo, a inoculacao via pulverizacao foliar dos isolados 3 e 5 foi mais
eficiente no controle da doenga em comparagao a inoculagao via irrigacéo do solo.
Diante desses dados, € possivel apontar as actinobactérias como uma tecnologia al-
ternativa para controle do mal das folhas em mudas de seringueira. De um modo geral,
os melhores Resultados foram obtidos via pulverizagao foliar dos metabdlitos produzi-
dos pelos isolados em comparagdo com a inoculagao via irrigagéo do solo.

Conclusoes

1. Metabodlitos produzidos pelos isolados 2 e 5 reduz a germinagdo de esporos e o
crescimento micelial do fungo Pseudocercospora ulei.

2. A pulverizacéo foliar de metabdlitos produzidos pelos isolados 3 e 5 reduz a severi-
dade do mal da folhas em mudas de seringueira.
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