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Resumo

Conhecido popularmente como guarana, Paullinia cupana var. sorbilis (Martius)
Ducke, € uma planta com habito trepador da tribo Paullinieae, familia Sapindaceae, que
possui um alto valor econémico para o Brasil, na industria farmacéutica e de alimentos.
Podendo atingir até dez metros de altura em floresta nativa, sendo cultivado em &reas de
plantio ate maio ou menos trés metros de altura. Nosso pais é o principal produtor de
guarand, tendo em destaque o Estado do Amazonas e algumas regifes da Bahia, porém
doencas causadas por fitopatogenos acabam influenciando no declinio da produtividade,
principalmente no municipio de Maués, onde as condicdes de temperatura e humidade
sdo favoraveis ao aparecimento dos mesmos. Dentre essas doencas a de principal
importancia econdmica € a Antracnose causada pelo fungo Colletrotrichum
guaranicola, que ocasiona desde necrose nos limbos peciolos e folhas, reducdo da
capacidade fotossintética ate a morte da planta. Actinomicetos sdo bactérias Gram
positivas que se assemelham morfologicamente a fungos. Alguns estudos demonstraram
que esses microrganismos vivem em diversos habitats, onde influenciam no crescimento
e na protecdo de raizes ao colonizarem em seu interior, produzindo metabolitos que
inibem outros microrganismos podendo assim ser utilizados no controle bioldgico de
plantas. Com o intuito de pesquisar um controle bioldgico para a antracnose, foram
realizadas quarenta coletas, sendo vinte no Municipio de Maués nos meses de agosto a
setembro de 2010 e dezembro a janeiro de 2011, e vinte na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, nos meses de agosto a setembro de 2010
e dezembro a janeiro de 2011, apos esta coleta as amostras foram encubadas em placas
de petri, sendo feita observacbes didrias para a identificacdo de colbnias de
actinomicetos, a seguir realizou-se testes de antagonismos, onde foi inoculado em
mesma placa actinomicetos e o patdgeno. Das trinta e uma linhagens armazenadas vinte
e seis foram capazes de inibir o0 agente causador da antracnose. Posteriormente foram
feitos testes de amilase. O estudo revelou que in vitro actinomicetos sdo capazes de
realizar o controle biolégico da antracnose. Porém, vale ressaltar que seria necessaria
uma avaliacdo mais profunda a campo, em condi¢des ndo controladas, verificando desta
forma a intensidade da doenca apos a inoculagao das col6nias.

Palavras chave: Guarand, Estado do Amazonas, Bahia, Doencas, Fitopatogenos,
Produtividade, Antracnose, Actinomicetos, Controle Biologico, Antagonismo, In Vitro.



Abstract

Popularly known as guarana, Paullinia cupana var. sorbilis (Martius) Ducke, is a plant
with climbing habit of the tribe Paullinieae, Sapindaceae family, which has a high
economic value for Brazil in the pharmaceutical and food industries. It can reach up to
ten meters high in native forest and is cultivated in areas of planting until May about
three feet tall. Our country is the leading producer of guarana, and highlighted the state
of Amazonas and some regions of Bahia, but diseases caused by pathogens end up
influencing the decline in production, especially at Maués municipality, where
conditions of temperature and humidity are favorable to appearance thereof. Among
these diseases the one with major economic importance is the Anthracnose caused by
the fungus Colletrotrichum guaranicola, which causes necrosis in limbo long petioles
and leaves, reducing photosynthetic capacity of the plant to death. Actinomycetes are
Gram positive bacterias that resemble morphologically to fungi. Some studies have
shown that these organisms live in different habitats, which influence the growth and
protection of roots to colonize inside, producing metabolites that inhibit other
microorganisms and thus be used in biological control of plants. In order to search for a
biological control for anthracnose, forty collections were made, twenty in the city of
Maués among August and September 2010 and December-January 2011, and twenty at
the Experimental Farm of the Federal University of Amazonas - UFAM among August
to September of 2010 and December-January 2011, after the collection the samples
were incubated in petri dishes, and made daily observations for the identification of
colonies of actinomycetes, then tests of antagonism were done, where was inoculated in
same plate actinomycetes and the pathogen. The thirty-one lines stored twenty-six were
able to inhibit the causative agent of anthracnose. Subsequently amylase tests were
made. The study revealed that in vitro actinomycetes are capable of performing the
biological control of anthracnose. It is worth mentioning that it is needed further
evaluation in the field, in uncontrolled conditions, thus verifying the amount of disease
after inoculation of the colonies.

Keywords: Guarana, State of Amazonas, Bahia, diseases, pathogens, Productivity,
Anthracnose, actinomycetes, Biological Control, Antagonism, In Vitro.
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Introducéo

Paullinia constitui um grupo de plantas pertencentes a tribo Paullinie
Sapindaceae. Esta € a unica tribo da familia com habito trepador. Dentro deste género,
encontra-se 0 guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Martius) Ducke), espécie
com grande importancia econdémica para o Brasil, utilizado na industria de bebidas,
alimentos e farmacéutica. Em florestas nativas pode atingir dez metros de altura,

embora em areas de plantio ndo crescam mais do que trés metros (Freitas et al., 2007).

O Brasil ¢ o Unico pais a produzir guarand em escala comercial. Segundo
estimativas, a area cultivada em 1999 era de 14.094 ha, dos quais 7.756 localizados no
estado do Amazonas. A guaranicultura tem importante papel econémico e cultural para
populacdes humanas nativas da Amazoénia central. No entanto, a producdo é ameacada
por diversas patologias (Bentes e Matsuoka, 2002). Entre estas, a mais importante é a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola (Aradjo et al., 2007).

A microbiota endofitica constitui um nicho rico em espécies que podem, direta
ou indiretamente, promover crescimento, desenvolvimento e protecdo a planta (Hanada
et al., 2010). Algumas espécies de plantas superiores podem possuir, em um Unico tipo
de tecido saudavel, mais de 100 espécies diferentes de microrganismos (Sieber, 2007).
Diversos trabalhos associam microrganismos endofiticos a producéo e transformacéo de
metabolitos vegetais, quer do metabolismo primario, quer do secundéario (Rodriguez et
al., 2010).

Actinomicetos sdo bactérias Gram positivas, aerdbias, pertencentes a ordem
Actinomycetales, classe Actinobacteria, caracterizadas por produzir um extenso
substrato ramificado e micélio aéreo (Cuesta et al., 2010). Estudos sobre ecologia de
actinomicetos tém demonstrado abundancia deste grupo em diversos habitats como
solos de florestas, areia em zonas litordneas, areas de plantio agricola, cavernas
subterraneas e o gelo subglacial da Antarctica (Jayasinghe e Parkinson, 2008). Cao et al.
(2004) descrevem estas bactérias como importantes componentes da microbiota edafica,
sendo melhores conhecidos por sua habilidade em produzir antibidticos. Desempenham
um importante papel na rizosfera, onde influenciam o crescimento da planta e protegem

as raizes da invasdo por fungos patogénicos (Crawford et al., 1993).
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Actinomicetos endofiticos sdo assim referidos por colonizarem o interior de
tecidos sadios de plantas. A primeira referéncia a este grupo deu-se em 1964, quando
exemplares do género Frankia, capazes de induzir a formagdo de nddulos para
assimilacdo de nitrogénio em plantas ndo leguminosas, foram classificados como
actinomicetos (Benson & Silvester 1993). Estes apresentam vantagem em relacdo as
espécies da rizosfera, ja que ndo estdo expostos a competicdo com as demais bactérias
do solo e colonizam os tecidos vegetais com sucesso, podendo ser considerados
potenciais agentes de controle biologico (Cao et al., 2004). De acordo com Hwang et al.
(2001), cerca de 60% dos antibioticos desenvolvidos para agricultura e horticultura

foram isolados de actinomicetos do género Streptomyces.

O potencial dos actinomicetos em produzir metabolitos capazes de inibir outros
microrganismos é amplamente conhecido e explorado. No entanto, o referido potencial
do guaranazeiro na Amazoénia central segue ndo esclarecido. Por meio deste plano de
atividades, parte deste potencial tornar-se-& conhecido, lancando bases para trabalhos

futuros.

A partir do isolamento e identificacdo actinomicetos endofiticos do guaranazeiro
coletados no municipio de Maués (AM) e na Fazenda Experimental da UFAM sera
possivel avaliar atividade antagbnica dos isolados e efetuar sua identificacdo

taxondmica, visando diminuir os impactos causados pela antracnose.
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Fundamentacédo Tedrica

Tendo grande importancia econdémica para o Brasil, por ser utilizado na inddstria
para fabricacdo de refrigerantes, xaropes, sucos, po e bastbes, de pecas artesanais e na
industria farmacéutica o guarana (Paullinia cupana, variedade sorbilis (Martius) Duke)
que antes era cultivado em maior quantidade no municipio de Maués, vem perdendo
cada vez mais seu mercado para a Bahia, isso se deve as condig¢des nas quais a planta se

desenvolve.

Segundo IBGE (2004) A produtividade dos plantios da Bahia € muito superior,
visto que a regido retine condi¢cGes mais propicias ao desenvolvimento da planta, com
boa distribuicdo de chuvas ao longo do ano, solos de maior fertilidade e baixa
incidéncia de doengas, além de usar tecnologias geradas pelos pesquisadores da
Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (Ceplac).

Dentre as doencas que mais atingem a producdo do guarand a antracnose
causada pelo Colletotrichum guarinicola é de maior importancia econémica, por causar
necrose dos limbos e peciolos das folhas e das hastes no inicio de desenvolvimento,
adquirindo coloragdo marrom-avermelhada, tornando os foliolos quebradicos, a medida
que secam, além de ocasionar lesdes e até mesmo a morte da planta. A medida de
controle contra essa doenca vai desde a inspecdo e eliminacdo de plantas que
possivelmente estejam com antracnose ate o cultivo de variedades resistentes e a
utilizacdo de fungicidas, este ultimo por sua vez torna-se perigoso, uma vez que a

aplicacdo de doses inadequadas pode prejudicar ate mesmo a salde humana.

Microrganismos enddfiticos sdo conhecidos por viverem no interior de plantas,
diferindo de microrganismos fitopatdgenos por ndo causarem doenca nas mesmas.
(Segundo Taides Tavares dos Santos et. al. 2011) além de exercerem diversas funcoes
de importéncia para o hospedeiro, esses microrganismos sdo potencialmente Uteis na

agricultura e na industria, sobretudo na farmacéutica e de defensivos agricolas.

Desta forma pode-se ter uma alternativa na utilizacdo de fungicidas e inseticidas,
principalmente porque esses microrganismos favorecem a preservacdo do meio
ambiente ao exercer um controle natural, ate mesmo biologico através de substancias
como enzimas. A utilizacdo desses microrganismos tem sido frequentemente relatada na

literatura cientifica.
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Sendo um grupo de organismos que possuem tanto caracteristicas de fungo,
quanto de bactérias (por apresentarem filamentos ramificados) os actinomicetos sao
responsaveis pela degradagdo de substancias normalmente ndo decompostas por fungos
e bactérias (Borém, 1998). Por degradar celulose e proteinas em condi¢des em que se
possui um ambiente com temperatura relativamente elevada, esses microrganismos as
transformam em importantes fontes de energia, podendo ainda realizar pequenas taxas

de imobilizagéo do nitrogénio.

A capacidade que actinomicetos tem através de metabolitos de inibir outros
microrganismos € conhecida e explorada. Segundo Siqueira e Franco (1988), os
actinomicetos produzem antibidticos que controlam o equilibrio microbiano do solo,
Controlam fungos e bactérias fitopatogénicos, como por exemplo, actinomicetos do
Género "Frankia", que formam noédulos e fixam nitrogénio em simbiose com plantas
dos géneros "Alnus"”, "Casuarina” e "Myrica”. Porém esse potencial age diferentemente

em cada planta, sendo desta forma néo esclarecido no guarana.
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Descri¢cdo Metodologica

Os explantes de guaranazeiro foram coletados em areas de plantio no municipio
de Maués (03°26°54.63”’S 57°38'54.84”W) e na Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Amazonas (02°39°04.13”S 60°03°18.74”W), sendo coletadas ao todo vinte
amostras em cada estacdo de coleta, a saber, dez amostras de espécimes sadios e dez de

espécimes acometidos por antracnose.

=) ~

Grade Fazenda
Experimental UFAM

e — Org.: Samia A. de Vasconcelos, 2008,

Figura 1: Vista area do municipio de Maues — AM Figura 2: Area experimental da Fazenda — AM

Figura Fonte:http://www.prontopraguerra.com.br Fonte:http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/ufam

As folhas foram lavadas em agua corrente para a remogdo de macroparticulas,
sendo imersas em etanol 70% por 5 minutos e hipoclorito de sédio (1,0 %) por 20
minutos. Os agentes de esterilizacdo superficial foram removidos por trés lavagens
consecutivas em agua destilada autoclavada (Cao et al., 2004). As amostras foram
lavadas em solucdo de NaHCO3 10% para disrupgdo dos tecidos vegetais e inibi¢do de
fungos filamentosos. Pequenos fragmentos (1,0 cm2) foram inoculados em Agar Amido
Caseina (Amido 10 g/L, Caseina 0,3 g/L, KNO3 2,0 g/L, NaCl 2,0 g/L, K2HPO4 2,0
g/L, MgS04 0,05 g/L, CaCO3 0,02 g/L, FeSO4 0,01 g/L, Agar 25 g/L), suplementado
com 15 uM/mL de Acido Nalidixico para inibigdo de bactérias competidoras (Cuesta et

al., 2010; Matsuura, 2004).

As placas foram incubadas a 28 °C por até 20 dias, observadas diariamente para
identificacdo de col6nias tipicas de actinomicetos. Sendo repicadas para placas

contendo Agar Malte Extrato de Leveduras para purificacdo das coldnias.

A atividade antagonica foi avaliada conforme metodologia descrita por (Cao et

al. 2004), inoculando-se fragmentos de micélio de Colletotrichum guaranicola e de
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actinomiceto isolado em polos opostos de placas de Petri contendo Agar Batata
Dextrose (pH 7,0). As placas foram incubadas a 30 °C observadas em um periodo de
cinco dia para detec¢do de halos de inibicdo. Ap0ds a deteccdo da atividade antagbnica,
as colbnias foram preservadas para estudos posteriores. Sendo 0s ensaios realizados em

duplicata

Colletrotrichum
guaranicola

O @ O

Placa ds Petri

~

Actinomicetos

Figura 3: Ensaio sobre avaliagdo da atividade antagbnica

A extracdo de DNA foi realizada diretamente da col6nia. Em eppendorf de 0,5
microlitros, foram colocados 250 microlitros de agua Milli-Q, juntamente com uma
alcada contendo a coldnia de actinomicetos. Ap6s esse procedimento. Foi realizado o
processo de desnaturacdo da colbnia utilizando o programa DENACT (temperatura de
90° C por 15 minutos).

As reacBes de PCR foram compostas de 10 ng de DNA gendmico, 2,5 mM de
cada dNTP, 5pmol de cada primer, 5 U de Taq polimerase (Amersham Biosciences),
10X tampéo de Taq polimerase. (Amersham Biosciences), em volume final de reagéo de
25 pL. As condigdes de amplificagdo consistiram de uma etapa inicial de desnaturacdo
com um ciclo a 95 °C por 5 minutos, seguido de uma etapa de anelamento e extensdo
com 40 ciclos a 72 °C durante 1 minuto, 72° C por 1 minuto, 72° C por 5 minutos e um

ciclo final de extenséo a 4°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose 1,2%, corados com brometo de etidio (10 pg/mL) e
fotografados sob luz ultra-violeta.
As coldnias foram preservadas por meio das técnicas de Castellani e em Glicerol

a 25%, conforme descrito por Rodrigues et al. (1992).
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Resultados

Dos actinomicetos isolados dos explantes de guaranazeiro coletados da Fazenda
experimental da UFAM foram realizados 31 testes de antagonismo em duplicata,
utilizando culturas pareadas de actinomicetos e Coletotrichum guaranicola em meio
Sabouraud (28 °C, 5 a 10 dias). Ao todo, 26 linhagens foram capazes de inibir C.
guaranicola. (Ver anexo I)

Tabela 1: Actinomicetos utilizados nos testes de antagonismo

Isolado Antagonismo a

Coletotrichum guaranicola

Actinomiceto Al +
Actinomiceto A2 +
Actinomiceto G01 +

Actinomiceto G02 -

Actinomiceto G03 +

Actinomiceto G04 + -

Actinomiceto G05 -

Actinomiceto G06 +
Actinomiceto 02 +-
Actinomiceto 03 +
Actinomiceto 04 +
Actinomiceto 05 +
Actinomiceto07 +
Actinomiceto 08 +
Actinomiceto 10 +
Actinomiceto 11 +
Actinomiceto 12 +
Actinomiceto 13 +
Actinomiceto 14 +
Actinomiceto 15 +
Actinomiceto 19 +
Actinomiceto 23 +
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Actinomiceto 24 +
Actinomiceto 25 +
Actinomiceto 29 +
Actinomiceto 31 +
Actinomiceto 32 +-
Actinomiceto 34 +
Actinomiceto 45 + -
Actinomiceto 52 +

* Os actinomicetos G04, 02, 32, 45 foram submetidos a novos testes de antagonismo somente os isolados

GO04 e 32 apresentaram resultados positivos

Alguns Actinomicetos como o Al e o A2 apresentaram inibicdo por contato, iSSo
se deve a substancias expelidas para a parede celular do Colletotrichum guaranicola.
Diferentemente de outros isolados como os Actinomicetos 23 e 29 (Ver anexo |, figuras

10 e 5) que liberam substancias ao meio.

Os testes qualitativos de secrecdo de amilase foram realizados pela técnica cup-
plate, submentendo as placas a vaporizacdo de iodo ressublimado para verificacdo de
halos que indicassem atividade amilolitica. Os ensaios foram feitos em duplicata. De

um total de 20 linhagens testadas, 16 apresentaram resultado positivo. (Ver anexo 2).

Tabela 2: Actinomicetos utilizados nos testes de amilase

Isolado Presenca de Amilase
Actinomiceto G01 -
Actinomiceto G02 -
Actinomiceto G05 +
Actinomiceto G06 +
Actinomiceto 04 +
Actinomiceto 05 +
Actinomiceto 08 +
Actinomiceto 11 +
Actinomiceto 12 +
Actinomiceto 13 +
Actinomiceto 15 +
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Actinomiceto 19 -
Actinomiceto 21 -
Actinomiceto 23 +
Actinomiceto 24 +
Actinomiceto 25 +
Actinomiceto 26 +
Actinomiceto 29 +
Actinomiceto 31 +
Actinomiceto 32 +

Antes de comegarmos as reaces de PCR percebemos que os Actinomicetos 2,
G01, G02, G04, G05, G06, 25 e 45, eram 0s mesmos que 0s Actinomicetos 2, 6, 29, 32,
34 e 52 totalizando assim 23 amostras. As mesmas foram utilizadas para a reacéo,
durante os meses de marco, abril, maio e junho, porem quando os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz ultra-violeta. Os resultados esperados ndo apareceram.

A principal dificuldade foi o encontro da temperatura ideal de anelamento, sendo
assim a reacdo de PCR e o sequenciamento ndo foi concluida, diversas temperaturas
foram e ainda serdo testadas, sendo também realizada a busca de outras possiveis

técnicas para a extracdo de DNA gendmico.

Figura 4: Gel da PCR Figura 5: Gel da PCR
Foto: Ana Cecilia Foto: Ana Cecilia
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Conclustes e Recomendacdes

Os ensaios dos testes de antagonismo, revelaram que o mesmo é capaz inibir o
crescimento do fitopatogeno Colletotrichum guaranicola, sendo assim possivel afirmar
que a utilizacdo desses microrganismos no controle bioldgico aliada a outras técnicas de
controle como, por exemplo, a inspe¢do periddica do guaranazal para eliminar plantas
altamente infectadas, poda e queima dos ramos afetados antes da aplicacdo de
fungicidas, adubacdo equilibrada para proporcionar maior vigor as plantas, plantio de
variedades resistentes, selecdo de plantas mais vigorosas e propagagdo de semente
dessas matrizes (Manual de fitopatologia, volume 3) podem diminuir a antracnose do

guarana, além de diminuir o uso de agrotdxicos utilizado no controle desta doenca.

E muito importante ressaltar que seria necessaria uma avaliacdo mais profunda a
campo, em condicBes ndo controladas, verificando desta forma a intensidade da doenca
apos a inoculacdo das coldnias de actinomicetos. Além da identificacdo taxonémica dos
mesmos para que tenhamos um resultado mais preciso, juntamente com a descoberta

dos principais metabolitos responsaveis pela inibicdo do patdgeno.
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Anexo 1

Figura 6: Actnomiceto 10
Foto: Ana Cecilia

Figura 7: Actinomiceto 29
Foto: Ana Cecilia

Figura 8: Actinomiceto 34

Foto: Ana Cecilia
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Figura 9: Actinomiceto 24
Foto: Ana Cecilia

Figura 10: Actinomiceto 23

Foto: Ana Cecilia

Figura 11: Actinomiceto 03

Foto: Ana Cecilia
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Figura 12: Actinomicetol13
Foto: Ana Cecilia

Figura 13: Actinomiceto 04
Foto: Ana Cecilia

Figura 14: Actinomiceto19

Foto: Ana Cecilia
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Figura 15: Actinomicetol15
Foto: Ana Cecilia

Figura 16: Actinomiceto 08
Foto: Ana Cecilia

Figura 17: Actinomiceto 32

Foto: Ana Cecilia
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Figura 18: Actinomiceto 12
Foto: Ana Cecilia

Figura 19: Actinomiceto 32

Foto: Ana Cecilia
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Anexo 2

Figura 20: Actinomiceto 11(em cima) e Actinomicetol5 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia

Figura 21: Actinomiceto 08(em cima) eActinomiceto 32 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia
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Figura 22: Actinomiceto 04 (em cima) e Actinomiceto12 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia

Figura 23: Actinomiceto 19 (em cima) eActinomiceto 20 (em baixo)

Foto: Ana Cecilia

Figura 24: Actinomiceto 05 (em cima) e Actinomiceto 13 (em baixo)

Foto: Ana Cecilia
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Figura 25: Actinomiceto 29(em cima) e Actinomiceto 34 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia
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Figura 26: Actinomiceto 31 (em cima) e Actinomiceto 25 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia
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Figura 27: Actinomiceto 21 (em cima) e Actinomiceto 23 (em baixo)
Foto: Ana Cecilia
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Figura 28: Actinomiceto GO1 (em cima) e Actinomiceto GO5 (em baixo)

Foto: Ana Cecilia
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