
 
 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ  

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS 
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA  

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA/FITOTECNIA  
 
 
 
 
 
 

MARCIO AKIO OOTANI 
 
 
 
 
 
 
 

PROSPECÇÃO E ATIVIDADE DE ACTINOBACTÉRIAS DE SOLO E DE 
RIZOSFERA DE PLANTAS DA CAATINGA PARA CONTROLE DO Colletotrichum 

musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FORTALEZA 

2016 



 
 

MARCIO AKIO OOTANI 

 

 

 

 

 

PROSPECÇÃO E ATIVIDADE DE ACTINOBACTÉRIAS DE SOLO E DE RIZOSFERA 
DE PLANTAS DA CAATINGA PARA CONTROLE DO Colletotrichum musae (Berk. & 

M.A. Curtis) Arx 

 

 

 

 

 

Tese submetida à Coordenação do Curso de 
Pós-Graduação em Agronomia, área de 
Concentração Fitotecnia, da Universidade 
Federal do Ceará, como requisito parcial para 
obtenção do grau de Doutor em Fitotecnia.  
Área de concentração: Fitotecnia 
Orientador: Prof. Dr. Raimundo Wilane 
Figueiredo 
Coorientador: Pesq. Dr. Francisco Marto Pinto 
Viana 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

FORTALEZA 
2016 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal do Ceará

Biblioteca Universitária
Gerada automaticamente pelo módulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

O1p Ootani, Marcio Akio.
    Prospecção e atividade de actinobactérias de solo e de rizosfera de plantas da caatinga para controle do
colletotrichum musae (Berk. & m.a. Curtis) arx  / Marcio Akio Ootani. – 2016.
    99 f. : il. color.

     Dissertação (mestrado) – Universidade Federal do Ceará, Centro de Ciências Agrárias, Programa de
Pós-Graduação em Agronomia (Fitotecnia), Fortaleza, 2016.
     Orientação: Prof. Dr. Raimundo Wilane de Figueiredo.
     Coorientação: Prof. Dr. Francisco Marto Pinto Viana.

    1. Controle biológico. 2. Antracnose. 3. Metabólito. 4. Streptomyces. I. Título.
                                                                                                                                                  CDD 630



 
 

MARCIO AKIO OOTANI 
 
 
 
 
 
 

PROSPECÇÃO E ATIVIDADE DE ACTINOBACTÉRIAS DE SOLO E DE RIZOSFERA 
DE PLANTAS DA CAATINGA PARA CONTROLE DO Colletotrichum musae (Berk. & 

M.A. Curtis) Arx 

 
 

 
 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Fitotecnia da Universidade 
Federal do Ceará, como requisito parcial à 
obtenção do título de Doutorado em 
Agronomia. Área de concentração: Fitotecnia. 

 
Aprovada em: 22/07/2016. 
 

BANCA EXAMINADORA 
 

________________________________________ 
Prof. Dr. Raimundo Wilane de Figueiredo (Orientador) 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 
 

_________________________________________ 
Pesquisador Dr. Francisco Marto Pinto Viana (Co orientador) 

Embrapa Agroindustria Tropical 
 

_________________________________________ 
Prof. Dr. Marcio Cleber de Medeiros Corrêa 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 

 
                         ________________________________________ 

Pesquisador Dr. Francisco das Chagas Oliveira Freire 
Embrapa Agroindustria Tropical 

 
 

_________________________________________ 
Prof. Dr. Antonio Marcos Esmeraldo Bezerra 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

‘’ Deves ensinar a teus filhos que o chão 
debaixo de seus pés são as cinzas de nossos 
antepassados; para que tenham respeito ao 
país, conta a teus filhos que a riqueza da terra 
são as vidas da parentela nossa. Ensina a teus 
filhos o que temos ensinado aos nossos: que a 
terra é nossa mãe. Tudo quanto fere a terra - 
fere os filhos da terra. Se os homens cospem 
no chão, cospem sobre eles próprios.’’ 
 
 
Palavras do Cacique Seattle 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

A Deus, 

Que nos momentos difíceis me deu força para 

prosseguir. 

Aos meus pais, Shigueru Ootani e Antonia 

Ootani (in memoriam) pelos ensinamentos e 

educação. 

Aos meus irmãos, Mary Aiko Ootani e Max 

Shiguetoshi Ootani, pela confiança e apoio. 

A meu primo Lucas Kosh Naoe que me apoiou 

e me deu força. 

Ao doutor Francisco Marto Pinto Viana por 

me auxiliar e me guiar e me aconselhar nos 

meus momentos difíceis. 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

À Universidade Federal do Ceará (UFC), pela oportunidade de realização deste curso.  

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela bolsa de 

estudo durante o curso de doutorado.  

A Embrapa Agroindústria Tropical, pelo apoia logístico e laboratorial e seu equipamento. 

Ao Pesq. Dr. Francisco Marto Pinto Viana, pela amizade, ajuda e orientação que foram 

essenciais para a realização deste trabalho. 

Ao Prof. Dr. Raimundo Wilane de Figueiredo pela orientação. 

Ao Pesq. Dr. José Emilson Cardoso pelas boas sugestões, pela ajuda Logística, que 

melhoraram o conteúdo deste trabalho. 

Ao Pesq. Dr Francisco Chagas Oliveira Freire pela ajuda nas correções e ensinamentos e na 

termino das correções. 

A Pesq. Dr Patrícia Bordallo pela orientação e ensinamento no laboratório de biologia 

molecular. 

Aos doutores João Alencar de Sousa e Olmar Baller Weber pela obtenção e cessão das 

amostras de solo fontes dos microrganismos estudados neste trabalho. 

Aos pesquisadores da Embrapa agroindústria tropical 

Aos professores do curso de Agronomia/Fitotecnia da UFC, pelos ensinamentos e atenção 

despendida. 

As Técnicas Francisca Samara Assunção Araújo e Evelinne Maria Bastos de Araújo 

Cavalcanti Feitoza. 

Aos amigos Ingrid Bernardo de Lima Coutinho, Olienaide Ribeiro de Oliveira Pinto, 

Francisco José Teixeira Gonçalves e Joilson Silva Lima 

Aos estagiários dos laboratórios Antônio Ageu Cardoso de Araújo e Yuri Braz Rocha e Regis 

Oliveira. 

Aos colegas e amigos do curso de pós-graduação do departamento de fitotecnia. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 



 
 

RESUMO 

 

A banana é uma das frutas mais consumidas no país, economicamente importante para a 

agricultura brasileira. No entanto, a produção tem sido limitada principalmente por doenças 

no campo e perdas na pós-colheita causadas por fungos, incluindo antracnose, causada por 

Colletotrichum musae. O tratamento mais recomendado para o controle dessa doença é o 

emprego de fungicidas sintéticos, os quais deixam resíduos no fruto e podem levar à 

resistência do patógeno. A utilização de microrganismos antagonistas e seus metabólitos pode 

ser uma opção viável para o controle da doença. Entre estes microrganismos as 

actinobactérias podem ser consideradas uma alternativa, devido à já conhecida produção de 

metabólitos bioativos do grupo. Estudos sobre a ação antagonista de actinobactérias isoladas 

de solo e de rizosfera de plantas do bioma Caatinga ainda são escassos. Este trabalho teve 

como objetivo prospectar e isolar actinobactérias do solo e da região rizosférica de plantas da 

Caatinga, bem como testar o extrato bruto de isolados bioativos desses representantes desse 

grupo contra C. musae, agente da antracnose em frutos de banana. Para obtenção dos isolados 

de actinobactérias, as amostras de solo foram submetidas a pré-tratamentos com calor em 

comparação com as temperaturas ambientes, também com fenol em cinco concentrações. 

Estes testes foram realizados em diferentes meios seletivos, com quatro repetições. 

Posteriormente, avaliou-se o efeito da luz na obtenção do número e diversidade de colônias de 

actinobactérias. Depois deste teste concluiu-se que o fotoperíodo aumenta o desenvolvimento 

de colónias isoladas actinobactérias. Quanto ao antagonismo dos isolados obtidos em relação 

a C. musae, verificou-se atividade de metabólitos com base na concentração mínima de 

inibição (MIC) e concentração fungicida mínima (MFC). Para o teste de antagonismo in vivo 

contra o agente da antracnose da banana, extrato bruto dos isolados de actinobactérias que 

foram mais ativos no teste de pareamento de colônias foram testados, sendo um deles 

selecionado pelo seu maior antagonismo, este então, foi testado em diferentes concentrações e 

formas e tempo de aplicação. Concluiu-se que a melhor concentração do metabólito 

selecionado para o controle de C. musae foi 100 mg.ml-1, quando aplicado à superfície do 

fruto cerca de 1 hora e 30 minutos antes do agente patogênico. Portanto, dentre mais de 300 

isolados obtidos, apenas um teve seu metabólito efetivamente ativo no antagonismo ao fungo 

alvo, sendo esse identificado como Streptomyces showdoensis. 

 

Palavras-chaves: Controle biológico. Antracnose. Metabólito. Streptomyces. 
 



 
 

ABSTRACT 

 

Banana is one of the most consumed fruits in the country, economically important for 

Brazilian agriculture. However, production has been limited mainly by diseases in the field 

and post-harvest losses caused by fungi, including anthracnose, caused by Colletotrichum 

musae. The most recommended treatment for the control of this disease is the use of synthetic 

fungicides, which leave residues in the fruit and can lead to resistance of the pathogen. The 

use of antagonistic microorganisms and their metabolites may be a viable option for the 

control of the disease. Among these microorganisms the actinobacteria can be considered an 

alternative, due to the already known production of bioactive metabolites of the group. 

Studies on the antagonistic action of actinobacteria isolated from soil and rhizosphere of 

plants of the Caatinga biome are still scarce. This work aimed to prospect and isolate 

actinobacteria from the soil and the rhizospheric region of Caatinga plants, as well as to test 

the crude extract of bioactive isolates of these representatives of this group against C. musae, 

anthracnose agent in banana fruits. To obtain the actinobacteria isolates, the soil samples were 

submitted to pre-treatments with heat in comparison with the ambient temperatures, also with 

phenol in five concentrations. These tests were performed in different selective media, with 

four replicates. Subsequently, the effect of light on the number and diversity of actinobacterial 

colonies was evaluated. After this test it was concluded that the photoperiod increases the 

development of isolated actinobacteria colonies. As for the antagonism of the isolates 

obtained in relation to C. musae, metabolic activity was observed based on minimum 

inhibition concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC). For the in vivo 

antagonism test against the banana anthracnose agent, crude extract of the actinobacteria 

isolates that were most active in the colony pairing test were tested, one of them being 

selected for its greater antagonism, it was then tested in different Concentrations and forms 

and time of application. It was concluded that the best concentration of the selected metabolite 

for the control of C. musae was 100 mg.ml-1, when applied to the surface of the fruit about 1 

hour and 30 minutes before the pathogen. Therefore, of the more than 300 isolates obtained, 

only one had its metabolite effectively active in the antagonism to the target fungus, which is 

identified as Streptomyces showdoensis. 

 

Keywords: Biological control. Anthracnose. Metabolites. Streptomyces. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A banana é a fruta mais consumida no Brasil e vem se despontando nos 

perímetros irrigados do nordeste brasileiro (BARROS MESQUITA et al., 2016; FAO, 2016), 

contudo, o tratamento pós-colheita desses frutos ainda é realizado, principalmente, com o 

emprego de fungicidas. No controle da antracnose, principal doença pós-colheita da fruta, os 

agrotóxicos, além de deixar resíduos no fruto, podem causar a resistência a doenças a esses 

produtos (D'AQUINO et al., 2006). O uso de controle alternativos tem sido pesquisado por 

vários autores utilizando microrganismos ou seus metabólitos, entre esse encontramos as 

actinobactérias (ISMET, 2012; SOUZA et al., 2014; SINGH & GAUR, 2016). 

As actinobactérias pertencem à ordem Actinomicetales, que é um grupo 

heterogêneo de bactérias filamentosas, gram-positivas, de DNA com número de bases 

nitrogenada C+G superior a 50% (GOODFELLOW et al., 2012; ROSENBERG et al., 2014). 

As colônias são constituídas pelo micélio vegetativo, cuja extremidade esporos assexuados 

com aparência aveludada (BARKA et al., 2016).  As colônias produzem pigmentos aderidos 

ao micélio ou esses são excretados ao meio (GOODFELLOW et al., 2012; VARALAKSHMI 

et al., 2014). 

As actinobactérias são encontradas na natureza mais comumente no solo, atuando 

principalmente na reciclagem de nutrientes e na defesa de plantas (CHEAH et al., 2015; QIN 

et al., 2015), estudo a respeito desse grupo de microrganismos, podem ser achados em 

diferentes ambientes; de solo rizosférico (MINGMA et al., 2014) a areia de praia do deserto 

(LIN et al., 2011; ZHANG et al., 2013). Dentro os ambientes propícios para a prospecção 

desses microrganismos, o Semiárido se destaca pela baixa pluviosidade que favorece plantas e 

microrganismos produzirem mecanismos de adaptação (LANCONI et al., 2013).  

A Caatinga é considerada uma região semiárida com ambiente extremo e quente 

(JUNIOR et al., 2011). Com predominância de vegetação arbórea, o dossel é descontinuo, 

espinhoso e são decíduos (SANTOS et al., 2012). Plantas adaptadas com grande diversidade e 

interação muito forte com o microrganismo em simbiose com a raiz da planta (SILVA-

LACERDA et al., 2016). As actinobactérias são uma fonte de metabólitos bioativos já 

confirmada pela pesquisa na obtenção de diversos antibióticos empregados no tratamento de 

bacterioses humanas, portanto é possível se encontrar nesse grupo de microrganismos 

isolados antagônicos a fitopatógenos, principalmente em ambiente adverso como a Caatinga, 

bioma pouco explorado nesse sentido.  
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O isolamento das actinobactéria desses ambientes varia muito, por isso são 

realizados com a utilização de meios de cultura seletivo e métodos de pré-tratamento do 

substrato (ZHANG e ZHANG, 2011), e, para minimizar as interferências entre 

microrganismos de outros grupos, é feito o isolamento baseado em diluições em série e a 

utilização de meios seletivos (TIWARI e GUPTA, 2013). Malek et al. (2014) verificou que o 

meio seletivo com maior número de colônias de actinobactérias é o meio de sais inorgânicos 

com amido (IPS4) (31,7%), contudo agar-amido-extrato de levedura (SYE) e agar-amido-

caseina (Aca) tiveram maior diversidade de actinobactérias. Esta variação provavelmente 

reflete o efeito de composição do meio e do pre-tratamento do substrato (ZUCCHI et al., 

2012; SINEVA e TEREKHOVA, 2015). 

As actinobactérias tem potencial biotecnológico na produção de enzimas e outros 

produtos como: uréase (SCHARFEN, 1973), lipase (HASAN et al., 2009), pectinase 

(RAJESH e RAVISHANKAR RAI, 2013), amilase (SER et al., 2015), quitinase 

(GONZALEZ-FRANCO et al., 2003) e fosfatase (QIN et al., 2015). Esses microrganismos 

têm sido utilizados no controle de fitopatógenos, pois tem potencial de produção de 

metabolitos secundários com propriedades antifúngicas (PATIL et al., 2014; SOUZA et al., 

2014; PHUAKJAIPHAEO et al., 2016). 

Vários metabólitos secundários com atividade antimicrobiana, como Streptomyces 

sp. demonstraram atividade antifúngica contra vários fitopatógenos fúngico do solo 

(GANGWAR e KATARIA, 2013; VINAY GOPAL et al., 2013). Subramani et al. (2008) 

isolou e caracterizou compostos bioativos a partir de Streptomyces sp. com atividade 

inibitória contra o crescimento micelial de Rhizoctonia solani e Alternaria alternata. Uma 

proteína antifúngica de bactéria marinha isolada de Streptomyces sp. cepa AP77 teve ação 

inibitória contra Pythium porphyrae, agente causador da doença de podridão vermelha 

Porphyra (WOO et al., 2002; WOO & KAMEI, 2003) 

Baseado nas justificativas citadas esse trabalho teve como objetivo de obter e 

selecionar actinobactérias antagonistas e seus metabolitos secundários como uma alternativa 

no controle do fungo Colletotrichium musae, importante agente patogênico na pós-colheita.  

 

REVISÃO DE LITERTURA 

 

Cultura da Banana 
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A banana tem grande importância econômica e social no Brasil e no mundo, 

sendo que a produção nacional supera 6,6 milhões de toneladas da fruta, numa área de 492 

mil ha, o que representa 9,2% da produção global de cento e vinte e nove países. Os principais 

países produtores são a Índia, Brasil, Equador, China e Filipinas, representando 58% da 

produção mundial (FAO, 2016). No contexto nacional, a banana é produzida em maior 

quantidade no Nordeste (35%), sendo esta seguida pelas regiões Sudeste (29%), Norte (16%), 

Sul (15%) e Centro-Oeste (5%) (IBGE, 2016). Gerando um rendimento médio de 14.144 

kg/ha (BELLAMY, 2013). 

A cultura da banana constitui uma importante fonte da dieta alimentar para 

população, sendo a produção também toda consumida no mercado interno Brasileiro 

(ARVANITOYANNIS e MAVROMATIS, 2009), fixadora de mão de obra no meio rural e 

geradora de divisas para o país (BELLAMY, 2013), contudo a produção é limitada por 

diversos fatores principalmente as doenças pós colheita entre elas se destaca a podridão do 

fruto, agente causal Colletotrichum musae. 

 

Antracnose da banana 

 

A antracnose (Colletotrichum musae Berk. & MA Curtis) é uma das doenças mais 

importantes e distribuída cosmopolitamente entre os polos produtivos dessa fruta (ABD-

ELSALAM et al., 2010). Essa doença causa perdas significativas na produção, manifestando-

se em frutas maduras (ZAKARIA et al., 2009). O problema tem início pre-colheita, quando os 

conídios ficam dispersos no ar e são depositados sobre as frutas, germinam, formam os 

apreensórios e consequentemente, penetram nas mesmas (FAISAL et al., 2013), Formando 

sintomas inicial de pequenas manchas de coloração castanha, que depois tomam a proporção 

de lesões escuras e deprimidas, aparecem frutificações fúngica que variam de coloração 

alaranjada, caracterizando os acérvulos de Colletotrichum (ABD-ELSALAM et al., 2010). 

O uso de produtos químico no manejo integrado dessa doença é frequente 

aplicado na forma de imersão ou por atomização nas frutas (GANG et al., 2015), contudo o 

controle físico é muito usado principalmente na banana como a utilização de hidroterapia e a 

refrigeração, visando estender a vida de longa das frutas (SPONHOLZ et al., 2004). O 

controle alternativo pode ser usado visando a menor contaminação dos frutos por agrotóxico, 

além de não contaminar o meio ambiente. 
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Actinobactéria do Solo e rizosferico 

 

A classe actinobactéria pode ser dividida em 4 subclasses, 5 ordens, subordens, 50 

famílias, 197 gêneros e 1936 espécies (ROSENBERG et al., 2014) (BORA; WARD, 2009), 

possui características peculiares, são bactérias gram-positivas, a formação de hifas 

multinucleadas, micélio ramificado. Possuem alto teor de G+C em seu DNA, com valores 

51% para algumas Corynebacterias a mais de 70% para Streptomyces e Frankia (VENTURA 

et al., 2007).  

As actinobactérias são encontradas no solo, contudo podem ser encontrados em 

vários estratos e locais, sendo responsáveis por mais de 20 % da flora microbiana da rizosfera 

(POLYANSKAYA et al., 2003; SHIROKIKH et al., 2004). Esses microrganismos exercem 

papéis importantes neste ecossistema, na fixação de nitrogênio em plantas não-leguminosas e 

na proteção da planta contra microrganismos patogênicos (LINDERMANN & GLOVER, 

2003). No solo rizosferico se utilizam de exsudatos liberados pela planta para a síntese de 

antibióticos (TOKALA et al., 2002), enzimas como quitinases e glucanases (GOMES et al., 

2000; FAYAD et al., 2001) que podem afetam o crescimento de fungos. Podem ser 

encontrados em vários extratos do solo e na rizosfera.  

 

Caatinga 

 

A Caatinga é um bioma pouco explorado que compreende uma região do nordeste 

brasileiro, localizada na região semiárida, com aproximadamente 844.453 Km2, 10% do 

território nacional (IBAMA; 2013). O clima é predominante seco e quente pouca chuva, 

podendo as chuvas ser concentradas em dezembro e janeiro; em março e abril ou em maio e 

junho (GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007; TROVÃO et al., 2007).  

A vegetação é da caatinga é formada principalmente, estrato arbóreo é 

relativamente baixo vegetação hipoxerófila, arbustos fino e espinhoso representados 

principalmente pelas cactáceas, leguminosas e as euforbiáceas (SÁ et al., 2003; QUEIROZ, 

2006). Diversas reações metabólicas podem ocorrer nesse bioma, pela ação da mesofauna e 

microfauna do solo e da rizosfera. Estes microrganismos simbióticos desempenham 

importante papel nos processos de ciclagem de nutrientes e decomposição da matéria orgânica 

do solo (BEERLING & BERNER, 2005; TAYLOR et al., 2009). 
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Controle Biológico 

 

O controle biológico vem como alternativa, pois diversas espécies de 

microrganismos como de fungos e bactérias têm sido utilizados como agentes de biocontrole 

de fungos fitopatogênicos (GIL et al., 2008). O controle biológico consiste na utilização de 

microrganismos na redução da densidade de inóculo ou da capacidade de produção de doença 

pelo patógeno (BAKER; COOK, 1974). No controle de fungos e bactérias, os quais podem 

promover grandes perdas na produção agrícola. Foi observado o uso de actinobactérias no 

controle de Rhizoctonia solani e na murcha bacteriana do tomateiro (SABARATNAM 

&TRAQUAIR, 2002; CARRER, 2002). 

Taechowisan et al. (2003) utilizando a actinobactéria controlou o Fusarium 

oxysporum causador da murchadeira em trigo e de Colletotrichum musae na banana. Além do 

controle de Fusarium moniliforme em sementes de milho (BRESSAN; FIGUEIREDO, 2003). 

Muitos outros trabalhos ressaltam o potencial desses microrganismos como agentes de 

biocontrole de doenças (GOMES et al., 2000; SOUSA; SOARES, 2008). No mercado já são 

vendidos os biofungicida comercial (Mycostop) composto por Streptomyces griseoviridis, é 

indicado para a podridão de raízes causada por Fusarium spp e para outros fungos, em plantas 

ornamentais, sendo também indicado para o controle de doenças fúngicas em Pinus sp 

(KHALIL e ALSANIUS, 2006). 

 

Metabolitos Secundário 

 

As actinobactérias são grandes produtores de muitos metabólitos secundários, 

utilizados principalmente na exploração aplicada a áreas farmacológica na obtenção de 

antibióticos e enzimas (NEVES & GAVA, 2008; RAJA & PRABAKARANA, 2011). Muitos 

dos metabolismos secundários das actinobactérias podem ter efeito antimicrobiano sobre 

outros microrganismos em dose pequenas. Estima-se que o grupo das actinobactérias 

principalmente o gênero Streptomyces seja responsável por 70% dos antibióticos (WU et al., 

2015). 

As vias biosintética não estão totalmente esclarecidas quanto à forma como ocorre 

a produção dos metabolitos secundários nas actinobactérias, mas supõem se tratar de vias 

alternativa, que pode ser acionada como mecanismo de defesa a microrganismo (BILYK e 

LUZHETSKYY, 2016). Progresso na pesquisa do metabólito secundário analisando vias, bem 

como tecnologias de biologia Sintética, nos últimos anos, várias vias biosintética de 
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antibióticos foram elucidadas em detalhe (DAS e KHOSLA, 2009), contudo muitos 

pesquisadores têm achado inúmeros metabolitos bioativos a fungos e bactérias 

(VASCONCELOS et al., 2015; XU et al., 2015).  

Zhang et al. (2010) verificaram que o ácido - 5 - metil - 2 - hexenóico 5 – 

hidroxilo isolado de Actinoplanes sp. HBDN08 sob condições de estufa demonstraram que o 

metabolito controlou as doenças causadas por Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum e 

Corynespora Cassiicola com 71,42; 78,63 e 65,13 % respectivamente. As actinobactérias são 

produtoras de antifúngicos relatados por outros autores (KEIKHA et al., 2015; SOUAGUI et 

al., 2015; LAHOUM et al., 2016). 
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2 OBTENÇÃO DE ACTINOBACTÉRIAS DE SOLO DA CAATINGA 

ANTAGONISTAS A Colletotrichum musae. 

 

RESUMO 

 

Actinobactérias são microrganismos que sobrevivem sob diferentes condições ambientais por 

longo tempo e que, por suas qualidades fisio-bioquímicas, tem sido estudadas como fonte de 

metabólitos ativos em prospecções biotecnológicas com diversos fins. Os isolados de 

actinobactérias obtidos nesse estudo foram provenientes do solo da Serra das Almas, Crateús-

CE, e a pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Patologia Pós-Colheita da Embrapa 

Agroindústria Tropical. Comparou-se o emprego de pré-tratamento do solo com solo não 

tratado para obtenção de isolados de actinobactérias em cultura. Amostras de solo tratadas a 

60 ºC e amostras à temperatura ambiente, assim como amostras tratadas e não tratadas com 

fenol em 5 concentrações foram comparadas quanto ao número e a diversidade de isolados de 

actinobactérias crescidos em diferentes meios de cultura. A partir dos resultados obtidos 

nesses experimentos, foi investigada a influência da alternância luminosa e do escuro total na 

obtenção das colônias de actinobactérias em cultura. Com base nas informações obtidas 

nesses ensaios preliminares, realizou-se o teste de antagonismo de isolados de actinobactérias 

contra Colletotrichum musae, empregando-se o método de culturas pareadas. O pré-

tratamento do solo com temperatura proporcionou a obtenção de maior número e diversidade 

de isolados de actinobactérias, enquanto o emprego do fenol reduziu a obtenção de isolados 

dos microrganismos; Whaksman foi o melhor meio para isolamento de actinobactérias, 

proporcionando maior número e diversidade de actinobactérias. Também, verificou-se que o 

fotoperíodo incrementou o desenvolvimento das colônias de actinobactérias. Os isolados de 

actinobactéria que melhor inibiram o crescimento do patógenos-alvo foram EMB_ACT_032, 

EMB_ACT_010 e EMB_ACT_025.  

 

Palavra-chaves: Bactéria. Temperatura. Fenol. Fotoperíodo. Antagonismo. 
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ABSTRACT 

 

Actinobacteria are microorganisms surviving under many different environment conditions 

for long periods of time and by their physical and biochemical constitution have been studied 

as a source of bioactive metabolites in biotechnology searches with different goals. Isolates of 

actinobacteria used in this study were sampled from caatinga soil at the location known as 

Serra das Almas, Crateús county, state of Ceará, Brazil. The work was done at the 

Laboratório de Patologia Pós-Colheita of Embrapa Agroindústria Tropical. The use of pre-

treatment of soil with untreated soil to obtain isolates of actinobacteria in culture was 

compared. Soil samples treated at 60 ° C and samples at room temperature, as well as phenol 

treated at 5 concentrations and not treated samples were compared for the number and 

diversity of actinobacteria isolates grown in different culture media. Based on preliminary 

results, the influence of light alternation and total darkness on the culture of actinobacteria 

colonies was investigated. The antagonism test against Colletotrichum musae of 

actinobacteria isolates was carried out using the paired cultures method followed the results of 

these preliminary tests. Pretreatment of soil with temperature provided the highest number 

and diversity of actinobacteria isolates, while the use of phenol reduced the production of 

isolates of the microorganisms. Whaksman medium was the best for actinobacterium 

isolating, providing greater numbers and actinobacterium diversity than the other media. Also, 

the photoperiod increased colony development of actinobacteria. Isolates EMB_ACT_032, 

EMB_ACT_010 and EMB_ACT_025 were attained the best growth inhibition of the target 

pathogens. 

 

Keywords: Bacteria. Temperature. Phenol. Photoperiod. Antagonism. 
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INTRODUÇÃO 

 

O Filo Actinobactéria, constante do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 

(2012), inclui 5 classes, 19 ordens, 50 famílias e 221 gêneros. Actinobactérias formam um 

grupo de bactérias Gram positivas, caracterizadas pelo elevado conteúdo de bases 

nitrogenadas (G+C), acima de 50% e pela morfologia diversa, na qual se baseia parte de sua 

classificação, podendo, portanto, serem esféricas, bacilares ou filamentosas, neste caso, com 

micélio exíguo e de coloração variada (GOODFELLOW, 2015). 

A caatinga é um importante bioma do Brasil que abrangem a maior parte dos 

estados da região Nordeste, perfazendo 10% do território nacional. Estudos dos 

microrganismos do solo da caatinga é importante, pois é de conhecimento geral que solos 

pouco férteis e de ambientes extremos podem ser excelentes para obtenção de 

microrganismos antagônicos (ALMEIDA et al., 2012). 

Para isolamento seletivo de actinobactérias, existe uma série de procedimentos 

descritos para diferentes ambientes naturais (ROSENBERG et al., 2014). A maioria deles 

referem-se a isolamentos por meio de plaqueamento de diluições seriadas e a utilização de 

meios seletivos, nutritivamente pobres (TIWARI & GUPTA, 2013). Trabalhos realizados por 

Yu et al. (2015) demonstrou que o meio de cultura mais eficaz no isolando actinobactérias de 

solo do litoral Yalu Jiang foi o ágar-gause (33,72%) e ágar-amido-caseína (22,67%). A 

variação na obtenção de variedade e número de colônias de actinobactérias do solo, 

provavelmente, reflete o efeito de composição do meio (SHARMA & DAVID 2012). 

Vários métodos de pré-tratamento têm sido propostos para evitar esta dificuldade, 

tais como o tratamento da suspensão de solo com fenol a 0,3 a 1,5%, como aquele sugerido 

por Istianto et al. (2012). Niyomvong et al. (2012), relataram que os regimes de pré-

aquecimento, em geral, estimulam o isolamento de actinobactérias, eliminando o domínio de 

microrganismos indesejados.  

É amplamente conhecido que a luz é um importante fator ambiente no 

crescimento de microrganismos, sendo que a grande maioria deles necessitam de 

luminosidade de forma direta ou alternada para crescer. Bodelier et al. (1997) observou o 

crescimento da bactéria Pseudomonas chlororaphis submetida a períodos de 4, 5 e 8 horas de 

luz comparados com o escuro total verificando a necessidade de luz para o crescimento dessa 

bactéria e que, no escuro, o seu crescimento era suprimido. 
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Um dos principais desafios da agricultura hodierna é substituir os defensivos 

agrícolas, principalmente fungicidas e inseticidas, por produtos alternativos não tóxicos à 

vida. Nesta direção, a tecnologia do controle biológico é uma opção já demonstrada como 

plenamente viável e exequível no combate das doenças no campo e na pós-colheita. Li et al. 

(2011) empregou filtrado de cultura de Streptomyces globisporus como agente supressor do 

crescimento dos fungos Magnaporthe oryzae, Bipolaris maydis verificando um efeito 

supressivo desse filtrado no crescimento de M. oryzae com consequente supressão da doença 

causada por esse fungo.  

Neste trabalho, foram estudados métodos para a otimização do isolamento de 

actinobactérias obtidas de solo, tendo como fonte de substrato o solo do sopé da Serra das 

Almas, importante reserva da caatinga cearense. Estudou-se ainda o antagonismo dos isolados 

obtidos em relação ao fungo Colletotrichum musae, agente da antracnose da banana.  

 

MATERIAL E METODOS 

 

Para obtenção das actinobactérias do solo estudadas neste trabalho, foi realizada 

uma coleta de várias amostras do solo da parte baixa da ‘Serra das Almas’, situada em 

Crateús no estado do Ceará. A amostragem foi realizada em 8 pontos à uma profundidade de 

20 cm, sendo todas misturadas em um recipiente plástico de onde se colheu uma subamostra 

de 200 gramas (amostra composta-AC) para o estudo a ser realizado, esta então foi 

acondicionada em saco plástico e armazenada em uma caixa térmica com gelo até a chegada 

ao laboratório de fitopatologia da Embrapa Agroindústria Tropical onde foram realizados os 

testes. 

O preparo da amostra composta iniciou com o peneiramento do solo em peneira 

de 400 mesh para separação de resíduos vários, seguida de secagem ao ar à sombra por um 

período de 24 horas. Após a secagem, a AC foi recolocada em saco plástico novo e 

acondicionada em geladeira à temperatura de 4ºC para utilização posterior. Posteriormente, a 

AC de solo foi toda tratada com carbonato de cálcio (CaCO3) a 1% e incubada por um 

período de 10 dias em câmara úmida a temperatura ambiente e 70% de umidade. Após esse 

período as amostras foram secas ao ar ambiente por 24 horas para a realização dos testes. 
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Efeito do tratamento térmico do substrato e de meios de cultura na obtenção de 

actinobactérias do solo 

 

Porções da AC de solo em suspensão foram submetidas à temperatura de 60 ºC 

em comparação com amostras à temperatura ambiente, de modo a verificar quais dessas duas 

condições proporcionava a maior variedade e quantidade de colônias de actinobactérias em 

diferentes meios de cultura. Foram utilizados 10 g de solo seco ao qual foi acrescentado 90 

mL de solução salina (0,85% NaCl), sendo a suspensão resultante agitada por 1 hora. Logo 

após, parte desta suspensão foi deixada em repouso em banho-maria a 60 ºC por um período 

de 60 minutos e a outra metade foi deixada à temperatura ambiente do laboratório, cerca de 27 

ºC.  

Após o período de repouso de ambas as suspensões, ambas foram diluídas em 

solução salina 0,85% NaCl (p/v) às proporções de 10-4 e 10-5 (Figura 1). Para obtenção das 

actinobactérias, gotas de 100 µL de cada uma das duas suspensões diluídas, tratada e não 

tratada com temperatura, foram adicionadas ao centro de placas com diferentes meios de 

cultura sólidos e espalhadas com alça de Drigalski. 

Os cincos meios de culturas a serem testados quanto à seletividade para obtenção 

de actinobactérias do solo, todos preparados para 1 litro de água destilada e esterilizada e com 

pH ajustados para 7,2 foram: Meio de Waksman  - 10g glucose, 5g de peptona, 1g de fosfato 

de potássio dihidratado, 0,5g de sulfato de magnésio e 15g de ágar bacteriológico (Wks); 

Meio ágar-amido-caseína 10g de amido solúvel, 0,3g de caseína, 2g de nitrato de potássio, 2g 

de cloreto de sódio, 2g de fosfato de potássio dibásico, 0,05g de sulfato de magnésio, 0,01g de 

sulfato ferroso, 0,02g de carbonato de cálcio e 18g de ágar bacteriológico (ACa); Meio ágar-

extrato de levedura 0,25g de extrato de levedura, 0,5g de fosfato de potássio monohidratado e 

20g de ágar bacteriológico (ALe); Meio batata-dextrose-ágar modificado - 39g de BDA 

DIFCO® mais 5g de peptona (BDAp); Meio específico para isolamento de actinomicetos da 

HIMEDIA® (HI).  

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 5 x 2. O critério empregado na avaliação dos melhores meios para obtenção 

de colônias de actinobactérias do solo foi o número de unidades formadoras de colônias (ufc) 

do microrganismo, o que foi mensurado após dez dias de incubação das placas semeadas a 

28ºC (MALEK et al., 2014). Os dados obtidos foram submetidos a análise de variância e as 

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 1 - Diluição seriada

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Teste de suspensões tratada e não tratada com fenol para obtenção de colônias de 

actinobactérias do solo. 

 

Três dos melhores meios de culturas testados no ensaio anterior foram 

selecionados para a realização dessa etapa da pesquisa: meio Wks, meio ACa e o meio HI. Os 

tratamentos foram constituídos de adições de diferentes concentrações de fenol às suspensões 

salinizadas de solo da Caatinga, as quais foram preparadas como no item anterior. Foram 

empregadas quatro concentrações de fenol, à saber, 0,31; 0,47; 0,63 e 0,94g L-1 comparadas 

com uma testemunha, sem fenol que foram agitadas manualmente. Então, uma alíquota de 

100 µL de cada suspensão foi transferida para placas com os 3 meios selecionados e 

espalhada com alça de Drigalski. As placas contendo a suspensão foram incubadas em BOD a 

28ºC por um período de 10 dias. O desenho estatístico empregado foi inteiramente 

casualizado com 4 repetições. 

A avaliação foi efetuada com base na contagem do número e na variedade 

(coloração e forma) de ufc de actinobactérias. Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

regressão e os parâmetros alfas, betas e yo tiveram suas médias comparadas pelo teste de 

Tukey a (p ≤ 0,05). 
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Efeito da luminosidade sobre a obtenção de colônias de actinobactérias do solo. 

 

Com base nos resultados dos testes anteriores, preparou-se a suspensão do solo ao 

ambiente, sem o emprego de fenol (0,6315g L-1), utilizando-se o meio de cultura Wks para se 

verificar a obtenção de colônias de actinobactérias em função da luz. As condições de luz 

testadas foram alternâncias luminosas (12/12h) e ausência de luz. As placas com os 

tratamentos foram incubadas por um período de 10 dias à 28ºC.  

O experimento foi distribuído ao acaso com quatro repetições e, como nos ensaios 

anteriores, o resultado foi obtido por meio da contagem de ufc de actinobactérias, sendo os 

dados analisados por análise de variância ANOVA e as medias foram comparadas pelo teste 

de Tukey a (p≤0,05) pelo programa computacional ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2006). 

 

Avaliação dos isolados de actinobactérias antagonistas ao fungo da antracnose da 

banana 

 

O teste de antagonismo foi realizado com base no método de culturas pareadas, 

medindo-se o espaço de inibição, em milímetros, entre os microrganismos desafiantes 

(actinobactérias) e o patógeno desafiado (C. musae). Em placa de Petri de 90 mm, contendo 

meio BDA, depositou-se um disco de meio Wks de 6 mm com o crescimento do desafiante à 

20 mm da borda, sendo este incubado por um período de 72h. Após a incubação do 

desafiante, um disco de micélio de 6 mm de diâmetro do fungo desafiado foi depositado 

também a 20 mm da borda da placa e 50 mm da actinobactérias a ser testada (Figura 2).  

As placas com os microrganismos desafiantes e o desafiado foi selada com 

parafilme e incubada à 28 ºC por um período de 8 dias (SUBRAMANI et al., 2008). O 

desenho experimental empregado foi inteiramente casualizado, sendo cada tratamento, os 

isolados de actinobactéria, repetidos três vezes. Os dados obtidos foram analisados segundo a 

ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Scott Knott a (p<0,05) empregando-se o 

programa computacional ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2006). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 



30 
 

Efeito da temperatura de tratamento do substrato e de meios de cultura na obtenção de 

actinobactérias do solo. 

 

A obtenção de colônias de actinobactérias variou em função do meio de cultura 

empregado. O meio que proporcionou a maior média de germinação de actinobactérias foi o 

meio Wks diferenciando, significante, dos outros meios testados. A análise da variância 

mostrou ainda, por meio do teste F, que a temperatura de tratamento do substrato influenciou 

significativamente no número de colônias de actinobactérias obtidas nos meios de cultura 

testados, sendo que o tratamento da AC a 60 ºC reduziu o número e a variedade de isolados 

actinobacterianos nesses meios. Quando o substrato (AC) foi tratado à temperatura de 60 ºC, 

o crescimento de actinobactérias nos meios Wks, Hi e Aca foi reduzido e, nos meios ALe e 

BDAp foi nulo. (Figura 1).  

Subramani e Aalbersberg (2013), tratando o substrato de solo com temperaturas 

amenas, tenham reduzindo, significativamente, o número de bactérias Gram-negativas no 

meio de isolamento. Neste trabalho, o crescimento de actinobactérias foi reduzido no 

substrato tratado com temperatura mais elevada. Portanto, é possível que o tratamento à 

temperatura de 60 ºC visando reduzir competidores do solo, tenha afetado também o grupo 

alvo do isolamento. 
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Figura 1. Obtenção de colônias de actinobactérias do solo da Caatinga partir de substrato 

tratado e não tratados, semeados em diferentes meios de cultura. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

**Médias seguidas de mesma letra maiúscula (entre meios de cultura), e médias seguidas de letra minúscula 

(temperatura dentre meios de cultura) não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).  

A= substrato à temperatura ambiente; Tº = substrato tratado à 60ºC. 

 

Baskaran et al. (2011) também verificaram que o pré-aquecimento do solo influiu 

no número de colônias de actinobactéria, pois obtiveram apenas 4 x 106 ufc g-1 quando o solo 

foi tratado a 100°C, enquanto no solo tratado a 55°C obteve 15x106 ufc g -1, ambos os 

tratamentos por um período de 60 minutos. Srivastava et al. (2012) verificaram que a 

temperatura de tratamento do substrato influenciou na obtenção de populações de 

actinobactérias. 

Naikpatil e Rathod (2011) estudando o efeito do pré-aquecimento da suspensão de 

solo a 70 °C durante 15 min verificaram um aumento na obtenção de actinobactérias raras, 

como Micromonospora, Actinoplanes, Actinomadura e, também, que o número total de 

actinobactérias em geral aumentou em 50%, enquanto a formação de colônias de fungos e 

bactérias eram inibidas. 
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Este trabalho vem confirmar com os de Niyomvong et al. (2012), o qual relataram 

em seu estudo que os regimes de pré-aquecimento, em geral, estimulam o isolamento de 

actinobactérias, eliminando o domínio de microrganismos indesejados que poderiam inibir a 

colonização do meio devido ao crescimento lento desse microrganismo. Embora o estudo de 

Malek et al. (2014) tenha sido com o pré-tratamento térmico à seco, esses também 

confirmaram que o emprego de temperatura no tratamento do solo melhora o isolamento de 

Actinobactérias.  

As médias de números de colônias de actinobactéria obtidas nos meios testados, a 

partir de substratos não tratados, foram submetidas ao teste de Tukey a (p<0,05), o qual 

mostrou haver diferenças significativas entre esses meios, ratificando o resultado do teste F. O 

meio de cultura onde foi obtido o maior número de ufc foi o Wks (9,75 x104 ufc g-1) seguido 

dos meios HI (1,75 x104 ufc g-1), ACa (1,25 x104 ufc g-1) e do BDAp (1,00 x104 ufc g-1).  

Em relação às colônias obtidas nos diferentes meios, após o tratamento do 

substrato com temperatura, verificou-se que o meio Wks proporcionou a maior média de 

número de colônias em relação aos meios ACa e HI que foram estatisticamente iguais entre si. 

No meio ALe não houve crescimento de colônia de actinobactérias em nenhum dos 

tratamentos do substrato.  

Segundo trabalhos de Pereira et al. (1996) o meio HI tem propionato de sódio na 

sua composição que pode reduzir o número de Actinobactérias. Esse meio também contém 

glicerol-asparagina que proporcionou o crescimento de 28% das estirpes de actinobactérias 

obtidas em um total de 1652 colônias em testes de meios seletivos (JIANG et al., 2013). 

Zhang e Zhang (2011) testaram diferentes meios de cultura seletivos para obtenção de 

actinobactérias do solo tendo obtido uma rica variedade de gêneros no meio ZSSE (5g amido 

solúvel, 1g KNO3, 1000 mL extrato de solo, 10 g de ágar e pH 7.2), o qual continha amido em 

sua constituição.  

 

Teste de suspensões tratada e não tratada com fenol para obtenção de actinobactérias do 

solo. 

 

Neste trabalho, embora já se soubesse resultado da concentração zero de fenol nos 

meios testados, esta foi empregada para mostrar o efeito dessa substância em cada meio de 

cultura, além de permitir a confecção de uma curva de regressão mais nítida. De maneira 

geral, a inclusão de fenol nos meios testados levou a uma redução na obtenção de 

actinobactérias do solo. No meio Wks o número de colônias obtidas reduziu à medida que se 
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aumentou a concentração do ácido fênico, tendo esse efeito negativo sido estatisticamente 

diferente do efeito nos dois outros meios testados. O efeito do fenol na redução da obtenção 

de colônias de actinobactérias nos meios HI e ACa foi menor que aquele no meio Wks na 

primeira concentração empregada, conforme pode ser observado na Figura 2, para a qual se 

utilizou o erro padrão da média. 

 

Figura 2 - Análise de regressão da resposta das colônias de actinobactérias em função da 

concentração de fenol sobre diferentes meios Wks= meio Waksman; HI= meio Himedia; 

Aca= meio Agar Amino Caseína. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

A equação quadrática na análise de regressão adequou próximo ao modelo 

biológico variando de 99-100% o coeficiente de determinação, onde os parâmetros Y0, alfa e 

beta foram significativos pelo teste de tukey (p < 0,05), o meio que teve maior média 

diferenciando estatisticamente foi o Wks sem tratamento com fenol onde o número de 

colônias teve maior diversidade e sem contaminantes (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Análise de regressão Função (ax2+bx+Y0) dos dados do efeito das 

concentrações de fenol em função dos diferentes meios Wks=meio Whaksman; HI= 

meio Himedia e Aca= meio Agar Amino Caseína. 

Meios Y0 Alfa=a Beta=b F P R2 

Wks 16,41a 41,68a 27,23a 99,49* 0,0100 0,99 

HI 4,19b 2,68b 2,04b 136,50* 0,0073 0,99 

Aca 2,52b 8,09b 5,03b 2225,00* 0,0004 0,99 

**Media 7,71 17,48 11,43    

CV% 25,38 32,51 30,17    

Elaborado pelo autor. 

**Medias dos parâmetros da regressão seguidas de mesma letra não difere estatisticamente pelo teste de 

Tukey a (p<0,05). 

 

Alguns autores demonstraram que o fenol é um biocida e tóxico para bactérias, 

fungos e estreptomicetos, assim que o tratamento com 1,5% de fenol reduz o número desses 

microrganismos através da remoção de espécies sensíveis (HAYAKAWA et al., 2004, 

SEONG et al., 2001, RUTTANASUTJA; PATHOM-AREE, 2015). 

Khamna et al. (2009) empregou fenol no pré-tratamento de amostras para a 

obtenção seletiva de grupos de actinobactérias e, embora o tratamento com o fenol na 

suspensão do solo tenha reduzido o número de bactérias e fungos, as actinobactérias foram 

menos afetadas que esses outros agrupamentos de microrganismos, tendo 65% dos 

microrganismos obtidos sido de actinobactérias raras. Semelhantemente, Qiu et al. (2008), 

também empregando o pré-tratamento de fenol nas amostras de solo, reduziu o número de 

bactérias e estreptomicetos obtidos, mantendo as actinobactérias raras. Hayakawa et al. 

(2004) fizeram tentativas de suprimir os contaminantes bacterianos utilizando fenol e ácido 

húmico a 30ºC por um período de 30 minutos em suspensão de solos. 

 

Influência do regime de luz na obtenção de actinobactérias do solo. 

 

A maioria das pesquisas de efeito de luz no crescimento de microrganismos 

refere-se à bactérias e fungos, enquanto actinobactérias são comumente cultivadas em 

alternância luminosa. Contudo, Waksman (1958) afirmou que actinobactérias não necessitam 
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de luz em suas atividades metabólicas. Neste trabalho, verificou-se que o crescimento de 

actinobactérias obtidas do solo cultivadas em meio Wks foi significativamente maior sob o 

regime de alternância luminosa que no escuro. Placas com meio Wks semeadas com solo de 

Caatinga e incubadas sob regime de alternância luminosa proporcionaram um crescimento 

duas vezes maior de colônias de actinobactérias (3,06 x104 ufc g-1) que aquelas tratadas nas 

mesmas condições, mas incubadas no escuro (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Análise da variância do efeito do regime de luminosidade versus tratamentos 

do substrato obtido de solo da Caatinga na obtenção de colônias de actinobactérias. 

 Media** 

*Tratamento nt tT° tF t(Tº+F)  

Luz alternada 7,00Aa 1,75 Ba 2,25 Ba 1,25 Ba 3,06  

Escuro 4,00 Ab 1,00 Ba 1,25 Ba 1,25 Ba 1,87  

Médias 5,50  1,37  1,75  1,25   

CV% 32,8     

Fonte: Elaborado pelo autor. 

*Tratamentos: não tratado (nt), tratado com temperatura (tT°), tratado com fenol (tF), tratado com 

temperatura e fenol (t [T°+F]). 

**Médias seguidas de mesma letra maiúscula (períodos de luz), e médias seguidas de letra minúscula 

(pre-tratamento) não diferem estatisticamente entre si (p<0,05). 

 

De modo geral, o substrato de solo da Caatinga sem quaisquer tratamentos (nt) 

proporcionou o crescimento de colônias de actinobactérias em número, significativamente, 

maior que os substratos submetidos a pré-tratamentos com temperatura, com fenol e com 

temperatura associada a fenol (Tabela 2), embora alguns pesquisadores empregando esses 

métodos de pré-tratamento tenham obtido sucesso na obtenção de colônias do referido 

microrganismo (RUTTANASUTJA; PATHOM-AREE, 2015, MALEK et al., 2014). 

 

Avaliação de isolados de actinobactérias antagonistas ao fungo da antracnose da banana 

 

No teste de antagonismo, que foi realizado para selecionar as actinobactérias com 

maior potencial de produção de metabólitos antagônicos ao fungo C. musae, as 

actinobactérias que provocaram maior distância de inibição desafiante-desafiado foi o isolado 

EMB_ACT_032, estatisticamente superior aos outros pelo teste de Skott knott a 5% de 
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probabilidade com a distância de antagonismo de 35,68 mm. Em seguida, por ordem de 

superioridade antagônica, embora estatisticamente diferentes, vieram os isolados 

EMB_ACT_010 com 23,15 mm e o EMB_ACT_025 com 18,09 mm. Os outros isolados 

testados neste trabalho induziram inibição bem inferior ao EMB_ACT_032, abaixo de 50% 

deste (Figura 4). 

Suwan et al. (2012) demonstram que isolados de actinobactérias do solo do 

parque Suthep-Pui National Park tiveram efeitos antagonistas diferencial em relação à 

Colletotrichum gloeosporioides. Muitos trabalhos têm sido relatados sobre o efeito das 

actinobactérias com propriedades antagonistas a fungos como Aspegillus niger, Cândida 

albicans, Fusarium oxysporum f. sp. Melonis, Phytophthora cinnamomi, Sclerotinia 

sclerotiorum, Pythium debaryanum, Thanatephorus cucumeris, Mucor sp. e Penicillium sp. 

(JAYASINGHE; PARKINSON, 2008, CUESTA et al., 2009, CUESTA et al., 2012). 

 

Figura 4 - Teste de antagonismo dos isolados de actinobactérias obtidos de solo da Caatinga 

ao fungo da antracnose da banana. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

**Medias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott a (p<0,05). 

 

Do total de 110 isolados de actinomicetos do solo, Patil (2010) verificou que 9 

apresentaram agressivo antagonismo contra Rhizoctonia solani, exibido em cultura dupla, 
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bem como na técnica de difusão em placa selada. A inibição foi de 50% sob a difusão 

(Streptomyces toxytricini vh22) e 52,6% em confronto direto (Actinomycetales vh41). 

Neste trabalho, verificou-se que os isolados de actinobactéria obtidas do solo da 

‘Serra das Almas’ produziram compostos inibidores do crescimento de C. musae, semelhante 

aos resultados obtidos por diversos pesquisadores em relação a outros fungos (COOMBS et 

al., 2004; CAO et al., 2005; KAVITHA et al., 2010; LI et al., 2010; LI et al., 2011; ARA et 

al., 2012). 

 

CONCLUSÕES  

 

- O meio Waksman foi o melhor para a obtenção de colônias de actinobactérias inespecíficas 

do solo.  

- O pré-tratamento do solo com temperatura ou com fenol interferiu negativamente na 

obtenção de actinobactérias do solo em todos os meios testados.  

- A incubação sob regime de alternância luminosa proporcionou obtenção de maior número 

de colônias de actinobactérias que o escuro. 

- O isolado de actinobactéria que promoveu maior inibição do crescimento de Colletotrichum 

musae foi EMB_ACT_032. 
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3 OBTENÇÃO DAS ACTINOBACTÉRIAS DA RIZOSFERA DE PLANTAS DA 

CAATINGA ANTAGONISTA A Colletotrichum musae  

 

RESUMO 

 

Actinobactérias são microrganismos que sobrevivem sob diferentes condições ambientais por 

longo tempo e que, por suas qualidades fisio-bioquímicas, tem sido estudadas como fonte de 

metabólitos ativos em prospecções biotecnológicas com diversos fins. Os isolados de 

actinobactérias obtidos nesse estudo foram provenientes do solo da Serra das Almas, Crateús-

CE, e a pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Patologia Pós-Colheita da Embrapa 

Agroindústria Tropical. Comparou-se o emprego de pré-tratamento do solo com solo não 

tratado para obtenção de isolados de actinobactérias em cultura. Amostras de solo tratadas a 

60 ºC e amostras à temperatura ambiente, assim como amostras tratadas e não tratadas com 

fenol em 5 concentrações foram comparadas quanto ao número e a diversidade de isolados de 

actinobactérias crescidos em diferentes meios de cultura. A partir dos resultados obtidos 

nesses experimentos, foi investigada a influência da alternância luminosa e do escuro total na 

obtenção das colônias de actinobactérias em cultura. Com base nas informações obtidas 

nesses ensaios preliminares, realizou-se o teste de antagonismo de isolados de actinobactérias 

contra Colletotrichum musae, empregando-se o método de culturas pareadas. O pré-

tratamento do solo com temperatura proporcionou a obtenção de maior número e diversidade 

de isolados de actinobactérias, enquanto o emprego do fenol reduziu a obtenção de isolados 

dos microrganismos; Whaksman foi o melhor meio para isolamento de actinobactérias, 

proporcionando maior número e diversidade de actinobactérias. Também, verificou-se que o 

fotoperíodo incrementou o desenvolvimento das colônias de actinobactérias. Os isolados de 

actinobactéria que melhor inibiram o crescimento do patógenos-alvo foram EMB_ACT_032, 

EMB_ACT_010 e EMB_ACT_025.  

Palavras-Chaves: Bacteria. Temperatura. Fenol. Fotoperiodo. Antagonismo 
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ABSTRACT 

 

Actinobacteria are microorganisms surviving under many different environment conditions 

for long periods of time and by their physical and biochemical constitution have been studied 

as a source of bioactive metabolites in biotechnology searches with different goals. Isolates of 

actinobacteria used in this study were sampled from caatinga soil at the location known as 

Serra das Almas, Crateús county, state of Ceará, Brazil. The work was done at the 

Laboratório de Patologia Pós-Colheita of Embrapa Agroindústria Tropical. The use of pre-

treatment of soil with untreated soil to obtain isolates of actinobacteria in culture was 

compared. Soil samples treated at 60 ° C and samples at room temperature, as well as phenol 

treated at 5 concentrations and not treated samples were compared for the number and 

diversity of actinobacteria isolates grown in different culture media. Based on preliminary 

results, the influence of light alternation and total darkness on the culture of actinobacteria 

colonies was investigated. The antagonism test against Colletotrichum musae of 

actinobacteria isolates was carried out using the paired cultures method followed the results of 

these preliminary tests. Pretreatment of soil with temperature provided the highest number 

and diversity of actinobacteria isolates, while the use of phenol reduced the production of 

isolates of the microorganisms. Whaksman medium was the best for actinobacterium 

isolating, providing greater numbers and actinobacterium diversity than the other media. Also, 

the photoperiod increased colony development of actinobacteria. Isolates EMB_ACT_032, 

EMB_ACT_010 and EMB_ACT_025 were attained the best growth inhibition of the target 

pathogens. 

 

Keywords: Bacteria. Temperature. Phenol. Photoperiod. Antagonism. 
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INTRODUÇÃO 

 

O fungo de antracnose da banana fungo que ataca principalmente os frutos 

causando necrose e depreciando o fruto, para o controle dessa doença tem recomendado ouso 

de fungicidas que podem contaminar o ambiente e pode deixar os resíduos no fruto causando 

graves problemas de saúde (ZAKARIA et al., 2009). O controle biológico vem como 

alternativa no controle dessa doença por não deixar resíduos e se utilizarem microrganismos e 

seus metabolitos de fácil degradação no ambiente (ARA et al., 2012). Dentre esses 

microrganismos as actinobactérias que são grandes produtores de metabolitos (ESPINOSA et 

al., 2012; PALANIYANDI et al., 2013). 

As actinobactérias são bactérias conhecidas por sua atividade na ciclagem de 

nutrientes, fixação de nitrogênio e na produção de substâncias promotoras de crescimento  e 

de metabólitos secundários, os quais além de atuarem como antibiótico, podem ser 

empregados na proteção de plantas à fitopatógenos (SREEVIDYA et al., 2016; VAN DER 

VOORT et al., 2016). Esses microrganismos podem ser encontrados nos mais diferentes 

ambientes, tais como, solo de deserto (OKORO et al., 2009), solo rizosférico (SILVA-

LACERDA et al., 2016), sedimento de rios (ELLAIAH et al., 2002) e outros. 

O bioma Caatinga abrange oito estados brasileiros, constituindo um patrimônio 

biológico que não existe em nenhum outro lugar do mundo (ALBUQUERQUE et al., 2012), 

sendo conhecido pela grande diversidade de espécies que abriga, tanto de fauna quanto de 

flora, porém, a conservação dessa biodiversidade enfrenta ainda grandes desafios (MELLO et 

al., 2012; SANTOS et al., 2012).  

A rizosfera é uma região do solo fortemente influenciada pelas plantas, onde se 

pode encontrar uma grande diversidade microbiana com intensa atividade biológica que 

resulta no enriquecimento desse microambiente com produtos e subprodutos do metabolismo 

dos microrganismos ali instalados, bem como das próprias plantas. Bactérias, fungos, 

actinobactérias e plantas vivem em constante processo de simbiose (TAKETANI et al., 2015; 

SILVA-LACERDA et al., 2016).  

O estudo de microrganismos das plantas da rizosfera da Caatinga é extremamente 

importante, uma vez que esse nicho de condições extremas pode se tornar uma poderosa fonte 

de metabólitos para emprego em biotecnologia, haja vista que a busca por produtos eficazes 

contra bactérias resistentes a múltiplas drogas patogênicas para os seres humanos tem sido 

uma importante meta da indústria química. O desenvolvimento rápido e agressivo de espécies 

bacterianas resistentes a produtos antimicrobianos tem motivado os cientistas a desenvolver 
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novas biomoléculas, neste caso, as actinobactérias da rizosfera podem ser uma fonte 

promissora de novos antibióticos e, por isso, são de grande interesse para a indústria 

farmacêutica e de biotecnologia (HIGGINBOTHAM e MURPHY, 2010; CHO et al., 2012). 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade 

antagonista de actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da Caatinga. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta de amostras da rizosfera 
 

A coleta do solo rizosférico da Caatinga para a prospecção de actinobactérias foi 

realizada em 8 regiões dos estados do Rio Grande do Norte, Ceará e Piauí realizada com base 

em 48 amostras retiradas da região rizosférica de plantas (Tabela 1), Foram retiradas três 

repetições por plantas, as quais foram misturadas perfazendo uma amostra final de 100 

gramas que foram acondicionadas em saco plástico e colocadas em caixa de isopor com gelo 

até a chegada no laboratório da Embrapa Agroindústria Tropical, onde foi realizado o 

peneiramento para separação das raízes e grânulos maiores e, em seguida, a secagem, que foi 

realizada à sombra por 24 horas, sendo essas amostras novamente acondicionadas em sacos 

plásticos e armazenados em geladeira a temperatura de 4ºC para posterior pré-tratamento. 

 

Tabela 1 - Relação de plantas da Caatinga de cujas rizosferas foram obtidos isolados de 
actinobactérias. 

Nº Nome comum (Nome Cientifico) Abreviatura Local LATI e LONG 
1 Algodão de Seda (Calotropis Procera) ALGITA Itatira1-CE 4°33'07,98"S e 

39°38'24,48"O 
2 Angico (Anadenanthera colubrina) ANGITA Itatira1-CE 4°33'13,80"S e 

39°37'48,68"O 
4 Arueira (Myracrodruon urundeuva) ARUITA Itatira1-CE 4°33'04,50"S e 

39°37'51,16"O 
3 Catanduva (Pityrocarpa moniliformis) CATASM Serra do mel-CE 5°14'25,40"S e 

37°01'23,88"O 
5 Catanduva (Pityrocarpa moniliformis) CATAPA Pacajus-CE 4°13'12,40"S e 

38°28'07,57"O 
6 Catingueira (Poincianella pyramidalis) CATITA Itatira-CE 4°33'01,12"S e 

39°37'53,46"O 
7 Catingueira (Poincianella pyramidalis) CATITA Itatira2-CE 4°33'04,44"S e 

39°37'53,18"O 
8 Catingueira (Poincianella pyramidalis) CATMU  Quixeramobim-

CE 
5°55'08,08"S e 
41°52'40,07"O 

9 Catingueira (Poincianella pyramidalis) CATPI  Piauí 6°55'07,04"S e 
41°52'39,05"O 

10 Coroa de Frade (Melocactus bahiensis) CORFAI-1 Aiuaba-CE 06º41’49,3’’S e 
40º 71’08,4’’W 

11 Coroa de Frade (Melocactus bahiensis) CORFAI-2 Aiuaba-CE 06º41’49’’S e 
40º17’08,30’’W 

12 Coroa de Frade (Melocactus bahiensis) CORFAI-3 Aiuaba-CE 06º41’23,5’’S e 
40º16’17,8’’ 

13 Coroa de Frade (Melocactus bahiensis) CORFAI-4 Aiuaba-CE 06º36’0,02’’S e 
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40º07’24’’W 
14 Coroa de Frade (Melocactus bahiensis) CORFAI-5 Aiuaba-CE 06º36’00,3’’ e 

40º0,7’25,02’’W 
15 Cumaru (Amburana cearensis) CUMITA Itatira-CE 4°33'03,49"S e 

39°37'51,95"O 
16 Cumaru (Amburana cearensis) CUMPO Potiretama-CE 5°39'02,42"S e 

38°14'12,14"O 
17 Espinheiro (Senegalia polyphylla) ESPACA Pacajus-CE 4°13'12,14"S e 

38°28'08,58"O 
18 Facheiro (Pilosocereus pachycladus) FACITA2 Itatira2-CE 4°33'7,98"S e 

39°38'24,48"O 
19 Facheiro (Pilosocereus pachycladus) FACTI Tibau-RN 4°50'0,18"S e 

37°16'05,74"O 
20 Feijão-bravo (Capparis flexuosa ) FEBITA Itatira-CE 4°33'04,44"S e 

39°37'53,18"O 
21 Freijó (Cordia trichotoma) FREITA Itatira-CE 4°33'01,34"S e 

39°37'48,94"O 
22 Imburana (Commiphora leptophloeos) IMBUITA Itatira-CE 4°33'02,86"S e 

39°37'53,71"O 
23 Juazeiro (Zizyphus Joazeiro) JUITA2 Itatira2-CE 4°33'03,98"S e 

39°38'27,48"O 
24 Jurema preta (Mimosa hostilis) JUPITA Itatira-CE 4°33'13,84"S e 

39°37'48,02"O 
25 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANAI-1 Aiuaba-CE 06º40’17,9’’ S e 

40º10’56,5’’W 
26 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANAI-1 Aiuaba-CE 06º 41’ 46,5’’S e 

40º17’34,7’’W 
27 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANAI-3 Aiuaba-CE 06º41’52,4’’S e 

40º16’59,6’’W 
28 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANAI-4 Aiuaba-CE 06º39’ 32,5’’S e 

40º07’29,7’’W 
29 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANAI-5 Aiuaba-CE 06º36’04,75’’S e 

40º07’27,6’’W 
30 Mandacaru (Cereus jamacaru) MANITA Itatira 4°33'12,71"S e 

39°37'47,60"O 
31 Manipuçá (Mouriri cearensis) MANIPITA Itatira-CE 4°33'12,07"S e 

39°37'46,48"O 
32 Marmeleiro (Croton blanchetianus) MARITA Itatira-CE 4°33'10,15"S e 

39°37'45,84"O 
33 Marmeleiro (Croton blanchetianus) MARSM  Serra do mel-RN 5°14'31,75"S e 

37° 02'54,50"O 
34 Marmeleiro (Croton blanchetianus) MARTI  Tibau-RN 4°50'01,34"S e 

37°16'02,35"O 
35 Mororó (Bauhinia forficata) MORPA Pacajus-CE 4°13'12,49"S e 

38°28'06,17"O 
36 Mororó (Bauhinia forficata) MORPI Piauí 5°31'58,04"S e 

38°04'08,05"O 
37 Mufumbo (Combretum leprosum) MUFPI  Piauí 5°23'19,01"S e 

39°22'03,02"O 
38 Mufumbo (Combretum leprosum) MUFPO  Potiretama-CE 5°39'04,07"S e 

38°14'21,09"O 
39 Mufumbo (Combretum leprosum) MUFTI Tibau-CE 4°49'59,44"S e 

37°16'09,99"O 
40 Oiticica (Licania rigida) OITITA Itatira2-CE 4°33'07,98"S e 

39°38'24,48"O 
41 Palma (Opuntia fícus indica) PALAI Aiuaba-CE 06º41’21,3’’S e 

40º11’51,8’’W 
42 Pereiro (Aspidosperma pyrifolium) PEROMU Quixeramobim-

CE 
5°23'19,01"S e 
39°22'42,04"O 

43 Pereiro (Aspidosperma pyrifolium) PEROPO Potiretama-CE 5°39'02,73"S e 
38°14'14,90"O 

44 Pinhão ou Bravo (Jatropha mollissima)  PBPO Potiretama-CE 5°39'02,57"S e 
38°14'09,54"O 

45 Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium) QUIXITA Itatira-CE 4°33'02,38"S e 
39°37'52,50"O 

46 Quixabeira (Sideroxylon obtusifolium) QUIXITA2 Itatira2-CE 4°33'07,98"S e 
39°38'24.48"O 
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47 Sabiá (Mimosa caesalpiniaefolia) SABITA Itatira-CE 4°33'02,89"S e 
39°37'50,13"O 

48 Velane (Croton heliotropiifolius) VELPI  Piauí 6°55'09,02"S e 
41°52'40,02"O 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Isolamento das actinobactérias 

 

Para o isolamento das actinobactérias, foram pesadas 20 g amostras de solo 

rizosférico de cada uma das plantas para constituírem nas sub-amostras a serem trabalhadas. 

Logo após a pesagem, essas sub-amostras receberam um pré-tratamento, constituído d a 

adição de carbonato de cálcio a 1% e, logo em seguida, foram incubadas em câmara úmida 

por 10 dias à umidade relativa de 80%. Em seguida as sub-amostras foram secas ao ar por um 

período de 24 horas. Após a secagem do solo rizosférico pré-tratado, realizou-se o 

procedimento para o isolamento de actinobactérias.  

Pesou-se 10 g do solo seco que foram adicionadas a 90 ml de uma solução de 

NaCl (p/v) a 0,85% e misturado por meio de agitador mecânico por um período de 1 hora. 

Após a agitação da mistura, realizou-se uma diluição seriada da mistura base com a adição de 

uma alíquota de 1,0 ml desta mistura inicial (base) à 9,0 ml da mesma solução salina (NaCl a 

0,85%), obtendo-se a primeira diluição (10-1), e assim por diante até a obtenção da diluição 

10-5.  

Então, a partir das diluições de 10-4 e 10-5 realizou-se o isolamento propriamente 

dito inserindo-se uma alíquota de 100 µL de cada uma dessas diluições em placas de Petri 

com meio de cultura Waksman solidificado (10g de glucose 10; 5g de peptona; 1g de 

KH2PO4; 0,5g de MgSO4.7H2O; 15g de ágar;1L de água destilada) espalhando-se a microgota 

sobre o meio com alça de Drigalski. Após o que as placas foram incubadas a 28oC por 10 

dias, depois dos quais foi efetuada a contagem das UFC (Unidade Formadora de Colônias) no 

meio. 

 

Teste preliminar para obtenção de isolados antagonistas de actinobactérias rizosféricas 

à Colletotrichum musae 

 

Na avaliação do antagonismo das actinobactérias obtidas da rizosfera de plantas 

da Caatinga sobre Colletotrichum musae empregou-se o isolado do fungo obtido da micoteca 

do Instituto Biológico de São Paulo – IB (MMBF226/12) como microrganismo alvo. O 

antagonismo foi estudado com base no teste de pareamento, medindo-se a distância de 
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inibição entre os isolados de Actinobactéria e o patógeno. Primeiramente, um disco de 6 mm 

de diâmetro de cada isolado desse microrganismo foi inserido a 20 mm da extremidade de 

uma placa de Petri de 90 mm contendo meio batata dextrose ágar (BDA), sendo incubado em 

estufa a 28ºC por três dias. Após esse período, um disco (6mm) de meio de cultura com o 

isolado do microrganismo alvo, Colletotrichum musae, foi adicionado a uma distância de 50 

mm de cada isolado de actinobactéria. A placa com os dois microrganismos foi então selada 

com parafilme e transferida para estufa a 28ºC por um período 8 dias. Para cada isolado de 

actinobactéria foram feitas três repetições. Também foi preparada uma placa com apenas o 

patógeno alvo para comparação do crescimento (testemunha). 

 

Extração dos metabólitos selecionados no teste de antagonismo 

 

As cepas selecionadas no teste anterior (antagonismo) foram cultivadas em caldo 

Czapek dox (sacarose 30 g; NaNO3 3g; K2PO4 1g; MgSO4 0,5 g; FeSO4 0,5 g; KCl 0,5 g; 

1000 mL agua destilada) colocadas em Erlenmeyer de 20 L que foi submetido a agitação de 

170 rpm em uma temperatura de 28 °C durante 20 dias (Figura 3). Após esse período, 20 mL 

desse o contendo a estirpe mais o metabólito foi filtrado a vácuo através de filtro de 

nitrocelulose de 0,22 µm. Logo em seguida, o filtrado foi separado por solvente orgânico, 

acetato de etila, em funil de separação, O extrato orgânico, obtidos após a filtração foi 

submetido a rotaevaporador e, logo em seguida, liofilizado, pesado e armazenado sob a forma 

sólida em refrigeração para utilização nos testes de antibiose cada conjunto Colletotrichum-

metabólito foi avaliado com base na formação de halo de inibição ao redor do disco com o 

metabólito (Figura 4). 
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Figura 4 - Balão separador e rota evaporador para separação dos metabolitos 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Teste de antibiose de metabólitos de actinobactérias da rizosfera de plantas da Caatinga  

 

Inicialmente, 100 µl de uma suspensão de 1x106 conídios de Colletotrichum 

musae foi espalhada sobre a superfície de uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA. 

Paralelamente, o extrato sólido obtido do metabolito de cada isolado foi dissolvido em DMSO 

(Dimetil sulfoxi) a 2% na concentração de 40 mg mL-1. Então, uma alíquota de 20 µL dessa 

dissolução foi inserida em um disco de papel de filtro de 8 mm diâmetro. Então, cinco discos 

com o metabólito a ser testado foram distribuídos no meio de cultura contendo o 

microrganismo alvo, sendo o conjunto posto em incubadora BOD por um período de 4 dias a 

28ºC e fotoperíodo de 12 horas.  

Ao final do período de incubação, cada conjunto Colletotrichum-metabólito foi 

avaliado com base na formação de halo de inibição ao redor do disco com o metabólito 

(Figura 5). 
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Figura 5 - Teste de antibiose formação de halo de inibição. 

Fonte: Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram obtidos 330 isolados de actinobactérias do solo da rizosfera das plantas da 

Caatinga. No teste de antagonismo direto (pareamento de microrganismos) 67 desses isolados 

mostraram atividade antagonista variável (fraca, moderada e forte) ao fungo Colletotrichum 

musae, conforme a Tabela 2. 

 
Tabela 2 - Atividade antagônica de actinobactérias da rizosfera de plantas da Caatinga em 
relação ao agente da antracnose da banana 
Nº Cepa Abreviatura Local Cor Atividade biológica 
1 EMB-Actb0244 ALGITA Itatira Branco Fr 
2 EMB-Actb0264 ALGITA Itatira Branco Fr 
3 EMB-Actb0271 ALGITA Itatira Amarelo Claro Fr 
4 EMB-Actb0277 ALGITA Itatira Branco Fr 
5 EMB-Actb0288 ANGITA Itatira Branco M 
6 EMB-Actb0290 ANGITA Itatira Marrom M 
7 EMB-Actb0291 ANGITA Itatira Amarelo Claro M 
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8 EMB-Actb0292 ANGITA Itatira Marrom M 
9 EMB-Actb0296 ANGITA Itatira Branco Fr 

10 EMB-Actb0154 ARUITA Itatira Branco Fr 
11 EMB-Actb0172 ARUITA Itatira Amarelo Branco M 
12 EMB-Actb0205 ARUITA Itatira Branco Fr 
13 EMB-Actb0255 CATITA Itatira Amarelo Claro Fr 
14 EMB-Actb0261 CATITA Itatira Amarelo Fr 
15 EMB-Actb0262 CATITA Itatira Branco Fr 
16 EMB-Actb0267 CATITA Itatira Amarelo Fr 
17 EMB-Actb0145 COMITA Itatira Amarelo escuro Fr 
18 EMB-Actb0190 COMITA Itatira Amarelo Branco Fr 
19 EMB-Actb0208 COMITA Itatira Vermelho Fr 
20 EMB-Actb0339 CORFAI-2 Aiuaba Preto Fr 
21 EMB-Actb0369 CORFAI-2 Aiuaba Amarelo Fr 
22 EMB-Actb0313 CORFAI-4 Aiuaba Amarelo Claro Fr 
23 EMB-Actb0134 ESPACA Pacajus Cinza Fr 
24 EMB-Actb0175 FACITA2 Itatira Branco Fr 
25 EMB-Actb0142 FACITA2 Itatira Amarelo Fr 
26 EMB-Actb0174 FACITA2 Itatira Branco Fr 
27 EMB-Actb0228 FACITA2 Itatira Amarelo Fr 
28 EMB-Actb0222 FACITA2 Itatira Branco Fr 
29 EMB-Actb0238 FACITA2 Itatira Branco Fr 
30 EMB-Actb0238 FACITA2 Itatira Branco Fr 
31 EMB-Actb0162 FEBITA Itatira Alaranjado Fr 
32 EMB-Actb0227 FEBITA Itatira Amarelo Branco Fr 
33 EMB-Actb0230 FEBITA Itatira Branco Fr 
34 EMB-Actb0183 FREITA Itatira Amarelo Branco Fr 
35 EMB-Actb0281 IMBUITA Itatira Branco M 
36 EMB-Actb0282 IMBUITA Itatira Alaranjado Fr 
37 EMB-Actb0194 JUITA2 Itatira Marrom Fr 
38 EMB-Actb0276 JUPITA Itatira Branco Marrom Fr 
39 EMB-Actb0310 MANAI-1 Aiuaba Amarelo Claro Fr 
40 EMB-Actb0312 MANAI-1 Aiuaba Amarelo Claro Fr 
41 EMB-Actb0317 MANAI-1 Aiuaba Amarelo Claro Fr 
42 EMB-Actb0351 MANAI-2 Aiuaba Amarelo Fr 
43 EMB-Actb0325 MANAI-3 Aiuaba Branco Fr 
44 EMB-Actb0328 MANAI-3 Aiuaba Amarelo Fr 
45 EMB-Actb0331 MANAI-5 Aiuaba Branco Fr 
46 EMB-Actb0336 MANAI-5 Aiuaba Marron Claro Fr 
47 EMB-Actb0337 MANAI-5 Aiuaba Branco Fr 
48 EMB-Actb0298 MANIPITA Itatira Branco Fr 
49 EMB-Actb0302 MANIPITA Itatira Branco Fr 
50 EMB-Actb0242 MANITA Itatira Amarelo escuro Fr 
51 EMB-Actb0253 MANITA Itatira Branco M 
52 EMB-Actb0260 MANITA Itatira Marrom Fr 
53 EMB-Actb0245 MARITA Itatira Branco Fr 
54 EMB-Actb0299 MARITA Itatira Branco F 
55 EMB-Actb0195 MORITA Itatira Amarelo Fr 
56 EMB-Actb0214 MORITA Itatira Amarelo Fr 
57 EMB-Actb0232 OITITA2 Itatira Rosa Fr 
58 EMB-Actb0128 PBPO Potiretama Amarelo Fr 
59 EMB-Actb0258 QUIXITA Itatira Branco Fr 
60 EMB-Actb0272 QUIXITA Itatira Alaranjado Fr 
61 EMB-Actb0165 QUIXITA2 Itatira Amarelo Fr 
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62 EMB-Actb0167 QUIXITA2 Itatira Amarelo Branco Fr 
63 EMB-Actb0168 QUIXITA2 Itatira Marrom Fr 
64 EMB-Actb0171 QUIXITA2 Itatira Marrom Fr 
65 EMB-Actb0218 QUIXITA2 Itatira Amarelo Fr 
66 EMB-Actb0220 QUIXITA2 Itatira Amarelo Fr 
67 EMB-Actb0305 SABITA Itatira Rosa M 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
*F-forte (30-40mm); M-moderado (20-30mm); Fr-fraco (0-20mm). 
 

Contudo desses 67 isolados que mostraram atividade antagonista contra C. musae 

apenas o metabólito do isolado EMB-Actb0171 teve ação antifúngica contra o microrganismo 

alvo. O halo antagonista desta actinobactéria medido a partir do disco contendo o metabólito 

foi de 25 mm, enquanto o halo dos demais isolados foi praticamente nulo.  

Esse resultado mostrou que nem sempre a ação antagonista deve-se a produção de 

metabólitos pelo isolado microbiano (BAKER; COOK, 1974), pois, alguns dos isolados de 

actinobactérias testados que tiveram ação antagonista apreciável pelo teste de pareamento, 

não mostraram qualquer atividade antagonista contra o microrganismo alvo quando o seu 

metabólito foi testado. 

Segundo Silva et al. (2016) a diversidade de microrganismos em planta do 

semiárido é muito dinâmica com produção de diversos metabolitos. Trabalhos de Silva-

Lacerda et al. (2016) verificaram o potencial dos metabolitos de actinobactéria isoladas da 

rizosfera de plantas da caatinga contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Fusarium 

moniliforme e Candida albicans. Outros autores comprovaram que a atividade de bactéria na 

região rizosférica de plantas tem potencial biotecnológico e industrial (SUN et al., 2013; 

TAKETANI et al., 2015; SZYMANSKA et al., 2016). 

 

CONCLUSÕES 

 

Actinobactérias da rizosfera de plantas da Caatinga podem ser antagônicas a 

Colletotrichum musae. 

O metabólito do isolado EMB-Actb0171 tem atividade antagônica contra C. 

musae. 
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4 EFEITO DE UM METABOLITO DE EMB_ACTB_171 DA RIZOSFERA DE 

PLANTAS DA CAATINGA CONTRA Colletotrichum Musae AGENTE CAUSAL 

ANTRACNOSE DOS FRUTOS DA BANANEIRA 

 

RESUMO 

 

A aplicação de fungicidas químicos no controle de fitopatógenos tem se intensificado, 

causando preocupação aos consumidores e ambientalistas. Com relação à cultura da bananeira 

não tem sido diferente. Portanto, o uso de produtos biológicos tem sido visto como uma 

excelente alternativa aos produtos sintéticos. Dentre esses produtos destacam-se os 

metabólitos oriundos de microrganismos, tais como aqueles produzidos por actinobactérias. O 

objetivo do presente trabalho foi testar um metabolito extraído da Streptopmyces showdoensis 

, isolada da rizosfera de plantas da Caatinga cearense, contra o fungo Colletotrichum musae,  

agente causal dá a antracnose dos frutos da bananeira. O teste in vitro foi realizado pelo 

método de seleção das concentrações em microplaca, de acordo com a metodologia do CLSI 

(Manual Clinical and Laboratory Standards Institute), na qual foi determinada a Concentração 

Mínima de Inibição (CIM) e a Mínima Concentração Fungicida (MCF). Para o teste in vivo, 

foi testado o metabólito da actinobactéria (Streptomyces sp.) nos tempos de aplicação de 3,0; 

1,5; 0 h (antes da aplicação da suspensão de conídios de C. musae) e 1,5 e 3,0 h após a 

inoculação do fungo. O metabólito (300 µL) foi aplicado na forma de spray, uniformemente 

sobre os frutos, em cinco concentrações (0,00; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00 mg mL-1), mais 

um controle positivo, representado pelo fungicida TECTO® SC ( 92 ml/100 L), em seguida à 

aplicação da suspenção de conídios 20 µL( 1x106). Para o teste do efeito in vitro o CIM e 

CFM foram de 12,50 e 25,00 mg mL-1, respectivamente, e no teste in vivo o efeito do 

metabólito ficou demostrado em os tempos de aplicação, não obstante, quando aplicado 1,5 h 

antes do patógeno, o efeito tenha apresentado o melhor resultado, provavelmente devido ao 

pico de atividade do efeito do metabólito na superfície dos frutos. O metabolito da 

actinobactéria S. showdoensis teve efeito antifúngico tanto in vivo como in vitro para o 

tratamento pós-colheita em frutos de bananeira, no entanto, mais estudos devem ser realizados 

em condições de campo a fim de se desenvolver metodologias de aplicação, as quais possam 

ser mais facilmente utilizadas de forma eficiente, em grande escala, além da necessidade de se 

determinar a natureza química dos metabólitos. 

 

Palavras-Chaves: Actinobactéria. Controle biológico. Antifúngico. 
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ABSTRACT 

 

The increasing interest in alternative methods of disease control to synthetic chemical has 

lead to numerous studies over the last few decades. There has been a clear tendency towards 

explotation of natural products to replace synthetic fungicides that are used directly on 

harvested fruits which are consumed almost immediately by consumers. One of the main 

classes of compounds is those produced by Actinobacteria. The purpose of the present work 

was to test a metabolite produce by an isolate of Streptomyces obtained from rhizosphere of 

plants typical of the biome Caatinga, a semi-arid area of the Northeastern Brazilian region.  In 

vitro tests were conducted through the selection of metabolite concentrations in microplates, 

according to the methodology of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

manual, which allowed the determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) and 

the minimal fungicidal concentration (MFC). As for in vivo tests the metabolite of S. 

showdoensis (300 µL) was evenly sprayed on the fruits at the following times: 3, 1.5, and 0 

hours before the C. musae conidial suspension be applied on the fruits, and 1.5 and 3 hours 

after the fungus inoculation. The  following concentrations of the metabolite were applied: 

0,00; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00 mg mL-1, plus a positive control of a commercial fungicide 

TECTO® SC (92 mg/mL), followed by the fungus  inoculation ( 20 mL of 106 conidia/mL  

suspension).  For in vitro tests the MIC and MFC values were, respectively, 12,50 e 25,00 mg 

mL- 1.  As for in vivo tests al metabolite concentrations showed detectable effects, despite the 

best result had been at 1,5 hours before the pathogen inoculation, probably due to the peak of 

metabolite activity. Despite showing fungicidal activity against C. musae, either in vitro or in 

vivo conditions, more tests aiming to evaluate the metabolite effects of S. showdoensis in 

bigger experiments, as well as the determination of the chemical structure of metabolites are 

warranted. 

Keywords: Actinobactéria. Biological control. Antifungal. 

 

INTRODUÇÃO 

 

A banana é uma das frutas que representam internacionalmente uma renda 

econômica importante para vários países em desenvolvimento tropicais como o Brasil (FAO 

2016). No entanto, a sua produção é frequentemente afetada por doenças principalmente a 

antracnose da banana que além de depreciar o fruto também o uso frequente de agrotóxicos, 
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pode deixar resíduos no fruto que são prejudiciais à saúde e devido à seu potencial 

carcinogênico (MARI et al., 2003).  

Métodos alternativos para controlar doenças, particularmente aqueles que são 

seguros ambientalmente (JAYASINGHE & PARKINSON, 2009; BENOUAGUENI et al., 

2015; PASSARI et al., 2015). Como alternativa as actinobactérias, tem sido explorado 

principalmente pela indústria farmacêutica na produção de antibióticos e antifúngicos 

(MANIVASAGAN, P. et al., 2014; LAHOUM et al., 2016), contudo alguns autores têm 

estudado o uso desses metabolitos no controle de doenças fitopatogênicas (POSTOLAKY et 

al., 2012; PHUAKJAIPHAEO et al., 2016).  

As actinobactérias, anteriormente denominadas actinomicetes, são classes 

heterogêneas de bactérias gram-positivas que formam hifas multinucleadas que se ramificam 

formando um micélio (GOODFELLOW et al., 2012). Possuem alto teor de G+C em seu 

DNA, onde pode chegar 70% para o gênero Streptomyces sp. e Frankia sp. (CHEN et al., 

2014). As actinobactérias possuem micélio rudimentar, que formam esporos de forma 

assexuada (ROSENBERG et al., 2014). 

Essas bactérias são grandes produtoras de substâncias metabólicas na proteção das 

plantas e também estimulam crescimento, interação benéfica com outras rizobactérias 

(PEMILA EDITH CHITRASELVI et al., 2015). solubilização de fosfato inorgânico (LUIS et 

al., 2014) e orgânico (DE OLIVEIRA et al., 2010), porém, a maior parte das pesquisas e 

produtos existentes ligados às actinobactérias são em função da capacidade de produção de 

substâncias antimicrobianas (KHANDAN DEZFULLY & GOTTRAVALLI 

RAMANAYAKA, 2015; ZANI et al., 2015).  

As actinobactéria podem ser encontradas em muitos ambientes como: marinho 

(THI et al., 2016), arido (ZUCCHI et al., 2012; KUTOVAYA et al., 2015) e pode ser 

encontrado no bioma da Caatinga, contudo é um ambiente pouco explorado, com uma 

diversidade de microrganismo com grande potencial biotecnológico, nesse bioma é 

caracterizado pela vegetação xerófita com arbustos espinhoso, formada principalmente pelas 

leguminosas, euforbiáceas e cactáceas (ALBUQUERQUE et al., 2012; LANCONI et al., 

2013).  

Os microrganismos nesse ambiente desempenham funções ecológicas importantes 

como a ciclagem de nutrientes e a manutenção do ecossistema (MENEZES et al., 2012; 

SILVA-LACERDA et al., 2016), disponibilizando nutrientes para as plantas (PACCHIONI et 

al., 2014) e na proteção das plantas, principalmente na região da rizosfera, enriquecida de 



59 
 

substâncias provenientes do metabolismo das plantas, estabelecendo o equilíbrio biológico 

(SOARES et al., 2012; NESSNER KAVAMURA et al., 2013; TAKETANI et al., 2015). 

A utilização dessa bactéria tem sido relatada como produtora de antifúngico 

(KANG et al., 2010; LU et al., 2016) Segundo Gangwar; Kataria (2013) testando dezessete 

isolados de actinobactérias produziram catecol variando entre 2,68-51,6 mg mL-1, enquanto 

22 isolados produziram hidroxamato que variou de 8,71-144,21 mg mL-1 foram ativos contra 

oito fungos fitopatogênicos. Trabalhos de Khamna et al. (2009) verificaram que 23 isolados 

de Streptomyces sp. mostraram bioatividade para cinco fungos fitopatogénicos: Alternaria 

brassicicola, Collectotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum e 

Sclerotium rolfsii. 

Baseado neste contexto é importante investigar o potencial biotecnológico das 

actinobactérias da Caatinga, pois este microrganismo tem grande potencial na produção de 

metabólitos secundários bioativos para a aplicação em diversos ramos da indústria 

agropecuária e farmacêutica. O objetivo de nosso trabalho e a utilização desse metabolito 

bioativos no controle da antracnose da banana. 

 

MATERIAL e METODOS 

 

As avaliações foram realizadas na Embrapa agroindústria tropical Fortaleza Ceara 

e a actinobactéria EMB_Actb_171 foi obtida da rizosfera da planta Quixabeira (Sideroxylon 

obtusifolium) no munícipio de Itatira - Ceara coordenadas 4°33'7.98"S e 39°38'24.48"O.  

 

Obtenção dos metabólitos secundários 

 

A estirpe EMB_Actb_171 foi cultivada em caldo Czapek dox (sacarose 30 g; 

NaNO3 3g; K2PO4 1g; MgSO4 0,5 g; FeSO4 0,5 g; KCl 0,5 g; 1000 ml agua destilada) sob 

agitação a 170 rpm a 28 °C durante 20 dias. Após esse período de incubação, 10 litros do 

meio Czapek Dox contendo a estirpe foi filtrada ao vácuo com filtro de nitrocelulose de 0,22 

µm. A separação foi realizada em solvente orgânico acetato de etila (1/3 do volume total) em 

funil de separação, a extração dos metabólitos secundários foi repetida três vezes. O extrato 

orgânico, obtidos após a filtração foi rotaevaporado, logo em seguida liofilizada, pesado e 

armazenado sob refrigeração, para utilização no bioensaios posteriores (MANIVASAGAN, 

PANCHANATHAN et al., 2014). 
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Avaliação da concentração mínima de inibição (CIM) e mínima concentração fúngica 

(MCF) e do efeito do metabolito sobre a integridade dos conídios 

 

Na avaliação da Concentração Mínima Inibitória (CIM) e Mínima Concentração 

Fúngida (MCF) foi de acordo com a metodologia descrita segundo as normas do Manual 

Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (HAWSER et al., 2010; CHOWDHARY et 

al., 2014), foi utilizando microplaca (96 poços 12 X 8) preenchidos com 100 μL de Caldo 

Mueller Hinton. Em seguida foi acrescentado 100 μL do metabólito extraído da actinobactéria 

S. showdoensis foi diluído em DMSO (Dimetilsulfóxi) 2%, nas placas a diluição foi seriada 

de 100 a 100000 μg.mL-1 (CANOVA et al., 2010).  

O fungo pós-colheita Colletotrichum. musae (MMBF226/12) obtido da Micoteca 

do Instituto Biológico São Paulo, foram previamente inoculadas em BDA a 35°C/7 dias, para 

a extração a suspensão de esporos. A contagem dos conídios foi realizada em câmara de 

Neubauer, obtendo uma concentração de 106 esporos mL-1 (LEE & HWANG, 2002), que 

foram adicionadas em cada orifício das microplacas 20 μl. Como controle positivo foi 

utilizado o fungicida comercial TECTO® SC (Tiabendazol) na concentração de 92 mg/mL, 

com exceção da coluna destinada para o controle de negativo com somente o meio e a 

suspenção de esporo (Figura 6).  

A leitura foi feita verificando a concentração inibitória mínima de fungos (CIM-f), 

com auxílio do revelador TTC Triphenyl Tetrazolium Chloride, verificando a menor 

concentração das amostras capaz de inibir o crescimento do microrganismo (CIM) em 48 

horas após a incubação. Em seguida, foi retirado uma alíquota de 50 μL dos poços sem 

crescimento fúngico pour-plate em BDA e incubado, durante 5 dias para verificação de 

aparecimento de colônias fúngica. De acordo com a inibição do fungo foi estabelecida a 

concentração mínima fúngicida (CFM) (VISWANATH et al., 1977). 

Uma outra alíquota foi colocada e lâmina com corante azul de Aman e observado 

o efeito do metabolito sobre os conídios de C. musae na objetiva de 630 x. 
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Figura 6 - Teste de concentração mínima de inibição e concentração mínima fungicida 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Efeito do metabolito da actinobactéria sobre o fungo C. musae in vivo na banana 

 

Os frutos de banana foram obtidos do Ceasa de Fortaleza-CE, em estádio pré-

climatério, foram lavados com detergente neutro a 1%, sanitizados em hipoclorito 200 ppm 

por 2 minutos, em seguida lavada em água destilada e secados a sombra para posterior 

bioensaio. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tempo de 

aplicação do metabolito da actinobactéria EMB_Actb_171 (-3 horas; -1hora e 30 minutos) o 

símbolo de negativo (-) indica que o metabolito foi aplicado primeiramente, depois foi a 

inoculação do fungo C. musae, (+3, horas; +1hora e 30 minutos) símbolo positivo (+) indica 

que o metabolito foi aplicado antes da inoculação do fungo e o tempo zero os dois foram 

sequencialmente aplicados, com cinco concentrações (0,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 mg mL-1), o 
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metabolito o volume de aplicação foi de  ± 300 µL por spray no local perfurado, as bananas 

foram divididas em 5 buques de três frutos, sendo 15 frutos por repetição, foram adicionados 

dois controle um com Tecto a 92 ml/100 L e outro com somente agua destilada sem 

metabolito, a inoculação do fungo foi utilizado 20 µL com concentração de 1x106 conídios 

por mililitro, o ferimento foi realizado com um perfurador de 10 agulhas de 1 mm de diâmetro 

de 6,72 mm. 

Os frutos foram incubados em uma câmara controlada com temperatura a 27ºC, 

umidade relativa de 80% e fotoperíodo de 12/12 horas. A avaliação foi realizada diariamente, 

onde foi medido o diâmetro da lesão formada nos frutos diariamente, com o auxílio de um 

paquímetro digital. Os dados obtidos foram analisados por regressão em função do tempo pela 

concentração dos metabolitos. 

 

Caracterização morfofisiológica 

 

Para a caracterização morfológica dos isolados selecionados considerou-se como 

prováveis actinobactérias aqueles microrganismos que possuírem características do grupo 

como: esporulação, colônia pequena, ressecada e aderida ao ágar. Foi realizada também a 

coloração de GRAM (GOODFELLOW et al., 2012). Depois de realizada a coloração de 

Gram das amostras, as mesmas foi submetida à análise das características morfológicas 

culturais, do isolado S. showdoensis metabolicamente bioativos foi inoculados em meio 

Waksman e Projeto Internacional Streptomyces (IPS) meios específicos para a caracterização 

(SHIRLING, 1956), foi realizado em placas de Petri e deixado incubar por 10 dias, foram 

avaliados as características culturais como; crescimento micelial, formato da colônia 

(Puntiforme, Circular, Filamentosa, Irregular, Rizóide e Fuso), cor do micélio segundo RAL 

(Reichsausschuß für Lieferbedingungen) e bordo (Inteiro, Ondulado, Lobado, Erosado, 

Filamentoso e Rugoso) (GOODFELLOW et al., 2012; ROSENBERG et al., 2014). A 

identificação das actinobactérias foi realizada através da utilização de fontes de carbono, 

produção de enzimas extracelulares, crescimento em Ph diferentes, concentração de lisozima 

e Cloreto de sódio (GOODFELLOW & FIEDLER, 2010; SONAWANE et al., 2016) (Figura 

7). 
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Enzimática e Promotores de crescimento 

 

Avaliou-se a propriedade enzimáticas da actinobactéria: celulase (DA VINHA et 

al., 2011), quitinase (NGUYEN-THI & DOUCET, 2016), caseinase (ABU-GHAZALEH, 

2010), catalase (MARTINEZ-ROJAS et al., 2014), Lipase (SRIYAPAI et al., 2015), 

Pectinase (KAUNAT e BERNHARD, 1969). Avaliou-se as actinobactérias como promotores 

de crescimento como: Solubilização de fosfato (SAHU et al., 2007) e uréase (LI et al., 3013).  

 

Fermentação com diferentes fontes de carbono 

 

Para esse teste foi utilizado o meio básico mineral e cinco fontes e carbono: 

arabinose, sacarose, glicose, inositol e manose. O meio foi vertido em tubos de ensaio 

acrescido de azul de bromotimol 0,01%, logo após a inoculação das actinobactérias através de 

perfuração com alça de platina, foi acrescentado 2 ml de glicerol, para favorecer o um 

ambiente anaeróbico (Figura 8). A leitura do teste quando a coloração mudou para amarelo 

(positivo para fermentação) e não mudou de coloração continuou azul (negativo para 

fermentação). 

 

Figura 8 - Teste enzimático  

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Caracterização molecular da actinobactéria bioativa 

 

A extração de DNA da actinobactéria EMB_Actb_171 foi realizada a partir de 

culturas em meio líquido por um período de 48 horas, em seguida a extração do DNA foi 

através do kit Bacterial Genomic DNA Purification (HIMEDIA®). 

A amplificação por PCR da região 16S ribossomal, utilizando oligonucleotídeo 

para Eubactéria (27f 5´-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´) e (1492r 5´- 

ACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3´) segundo Lane (1991). A amplificação foi realizada 

com o kit de PCR EmeraldAmp® GT PCR Máster Mix (TAKARA). A reação de PCR foi 

realizada de acordo com a literatura citada acima desnaturação inicial 94º C por 4 min, 30 

ciclos de desnaturação, anelamento (98ºC/10 s, 60ºC/30 s e 72º C/1,5 min, respectivamente). 

Após a amplificação, 5 μL da reação de PCR verificada a amplificação em em gel de agarose. 

O produto de sequenciamento foi comparado no Genbank, utilizando o software Blast do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Efeito do composto metabólico da actinobactéria EMB_Actb_171 

 

Efeito do metabolito da actinobactéria EMB_Actb_171 sobre o fungo 

Colletotrichum musae pelo método CLSI, onde a concentração mínima inibitória (CMI) foi de 

12,5 mg mL-1 e para concentração mínima fúngica (CMF) 25,00 mg mL-1, mostrando que o 

metabolito teve efeito sobre fungo comparado o fungicida TECTO SC. Mostrou-se que o 

metabolito tem efeito sobre a parede do fungo e sobre o seu aparato interno dos conídios 

(Figura 10). 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 10 - Efeito do metabolito da actinobactéria EMB_Actb_171 sobre o fungo 

Colletotrichum musae, (A) controle negativo efeito sem o metabolito; (B) controle positivo 

TECTO SC; (C) efeito do metabolito EMB_Actb_171 na concentração de 25 mg mL-1. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

O efeito na Figura 1B demostra o rompimento da parede comparados com a 

Figura 1ª, a Figura 1C mostra o murchamento do aparato interno dos conídios, enquanto no 

controle negativo não houve nenhuma alteração do material e nem extravasamento do aparato 

interno. A actinobactéria do gênero Streptomyces possui atividades líticas agem 

principalmente pela lise por enzimas, tais como quitinase e glucanase (YASIR et al., 2009; 

SOARES JUNIOR et al., 2013). A quitina é um principal componente da parede da célula 

fúngica é como substrato para a enzima de quitinase (HOELL et al., 2006; GANGWAR et al., 

2016).  

Zhang et al. (2011) verificaram que a actinobactéria Streptomyces hygroscopicus 

BS-112 o metabolito obtido, apresentou bioatividade antifúngica a Aspergillus flavus, com 

MIC 1,56 µg mL-1 e MFC 3,13 µm mL-1. Segundo Arasu et al. (2013) verificaram que 

metabolito de actinobactéria teve efeito antifúngico a Candida albicans e Aspergillus niger 

com valores de MIC foi de 12,5 e 25 mg mL-1. Trabalhos de Lahoum et al. (2016) a 

actinobactéria Actinomadura sp teve efeito antifúngica contra fungos toxogenicos Aspergillus 

carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae, A. flavus E73 Aspergillus parasiticus, Fusarium 

culmorum, Fusarium graminearum e Penicillium expansum, o MIC variou entre a 

concentrações de 2–100 mg/mL-1. 
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Efeito in vivo do composto metabólico da actinobactéria EMB_Actb_171 sobre o fungo 

Colletotrichum musae em frutos de banana.  

 

O composto obtido da actinobactéria EMB_Actb_171 teve efeito sobre o fungo 

pós-colheita C. musae em função das concentrações, apresentando menores valores no 

tratamento onde colocou se o metabolito primeiro e -1,5 horas depois da inoculação do fungo, 

compararado com demais tratamentos (+3h, -3h, +1h 30 min e 0 horas), tiveram diferença 

significativa entre os tempos as concentrações (Tabela 1). No presente estudo, o no ensaio 

antagonista in vitro demonstrou resultados promissores, para a utilização de EMB_Actb_171 

como agentes antifúngicos contra fungos fitopatogênicos. Semelhante os resultados têm sido 

relatados anteriormente na triagem de actinobactéria (AL-ASKAR et al., 2011).  

A redução do diâmetro da lesão e inibição da doença em frutos no ensaio in vivo 

pelo isolado EMB_Actb_171 indicam fortes agentes antifúngicos contra C. musae. O uso de 

agentes microbianos específicos trouxe notável sucesso no controlo de patógenos de plantas 

(OKIGBO, 2003). Muitas actinobactérias, especialmente, género Streptomyces teve atividade 

antifúngica a fitopatógenos (BERG et al., 2005; CAO et al., 2005; AL-ASKAR et al., 2011; 

ISMET, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

Figura 2 - Efeito do metabolito da actinobactéria em resposta da concentração pelo tempo 

aplicação A= 3,00 horas depois; 1hora e 30 minutos depois C= 3horas antes; 1 hora e 30 

minutos antes e 0,00 horas os dois foram aplicados juntos. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Vários estudos recentes têm demonstrado que o antagonista microrganismos do 

género Streptomyces e Bacillus (GOVENDER et al., 2005; LI et al., 2010). pode ajudar a 

limitar infecções fúngica de patógeno pós-colheita, Bacillus subtilis têm ação antagonistas 

contra o agente causal da antracnose, podridão flor e podridão da coroa de banana 

(ALVINDIA & NATSUAKI, 2009). Tratamento com B. subtilis em frutos de manga diminui 

o desenvolvimento da antracnose (KEFIALEW & AYALEW, 2008; ZHENG et al., 2013). 

Segundo Zhang et al., (2016) utilizando Streptomyces rochei A-1 verificaram ação na inibição 

da doença Botryosphaeria dothidea em frutos pós-colheita da maçã. Os resultados 

corroboram com nosso trabalho, mostrando que S. showdoensis restringir o in vitro e in vivo 

crescimento e germinação de conídios de C. musae, importante patógeno em doenças pôs-

colheita na banana. 
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Tabela 1 - Analise de regressão do isolado EMB_Actb_171 sobre diferentes concentrações e 

diferentes tempos de aplicação do metabolito. 

+3 horas 
Concentração a b Gl R2 F P 

0,00 -3,734 7,834 4 0,96** 159,566 0,0001 
12,50 -3,299 6,708 4 0,96** 159,8602 0,0001 
25,00 -5,698 6,324 4 0,87** 41,2337 0,0014 
50,00 -6,002 5,971 4 0,78** 22,5718 0,0051 
100,00 -5,677 5,240 4 0,80** 9,2454 0,0287 

Fungicida 4,481 0,952 4 0,77* 7,7349 0,0388 
+1horas 30 minutos 

0,00 -3,734 7,834 4 0,96** 159,5667 0,0001 
12,50 -8,232 8,181 4 0,89** 54,0366 0,0007 
25,00 -8,679 7,592 4 0,85** 36,8581 0,0018 
50,00 -8,894 7,272 4 0,80** 26,0371 0,0038 
100,00 -8,584 6,995 4 0,78** 22,7082 0,0050 

Fungicida 4,481 0,952 4 0,77* 7,7349 0,0388 
-3 horas 

0,00 -3,734 7,834 4 0,96** 159,56 0,0001 
12,50 -5,146 7,665 4 0,96** 148,863 0,0001 
25,00 -6,695 7,448 4 0,90** 55,2143 0,0007 
50,00 -7,762 6,806 4 0,82** 28,7679 0,0030 
100,00 -5,960 5,739 4 0,77** 21,7779 0,0055 

Fungicida 4,481 0,952 4 0,77* 7,7349 0,0388 
-1 hora 30 minutos 

0,00 -3,734 7,834 4 0,96** 159,560 0,000 
12,50 2,692 2,101 4 0,88** 49,224 0,001 
25,00 5,610 0,589 4 0,75** 19,381 0,007 
50,00 6,870 0,000 4 1,00 ------ ------- 
100,00 6,870 0,000 4 1,00 ------ ------- 

Fungicida 4,481 0,952 4 0,77* 7,735 0,039 
0,00 horas 

0,00 -3,734 7,834 4 0,96** 159,560 0,000 
12,50 -5,953 6,612 4 0,89** 54,506 0,001 
25,00 -5,638 6,385 4 0,90** 55,264 0,001 
50,00 -4,977 6,037 4 0,95** 53,547 0,001 
100,00 -4,874 5,473 4 0,82** 29,728 0,003 

Fungicida 4,481 0,952 4 0,77* 7,735 0,039 
Fonte: Elaborado pelo autor  
** e * A regressão foi comparado pelo teste t student a 1 e 5% de probabilidade. 

 

Govender et al. (2005) tratando com estirpe de Bacillus. subtilis em frutos de 

manga com diminui o desenvolvimento da lesão da antracnose. Os resultados mostram que a 

estirpe EMB_Actb_171 restringiu tanto teste in vitro e in vivo crescimento e germinação de 

conídios de C. musae, patógeno comum e economicamente importante em frutos de banana. 
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O presente trabalho demonstrado in vitro e in vivo potencial desta actinobactéria 

selecionada para controlar a mais importantes fungos patogénicos que causam fruta 

antracnose na banana. No entanto, mais estudos são necessários para avaliar o efeito de 

potenciais agentes de controle biológico em condições de estufa e de campo e também para 

purificar e caracterizar os metabólitos secundários produzido por estas actinomicetos. 

 

Caracterização do isolado EMB_Actb_171 
 

A Caracterização morfológicos todos os isolados mostraram a formação de 

micélio e colônias irregulares, de coloração amarelo, amarelo pálido, creme, branco e marrom 

e forma ondulada, lobada e rugosa com teste Gram foram positivos para todos os isolados 

antagonistas provenientes do solo. 

 

Tabela 2 - Caracterização cultural do isolado EMB_Actb_171 segundo IPS (International 

Project Streptomyces). 

Meios 

Crescimento 

micelial Cor Pigmentos Superfície Forma Borda 

Waks +++ Branco - Erosada Irregular Ondulada 

IPS2 + Creme - Erosada Irregular Ondulada 

IPS3 ++ Creme - Erosada Irregular Ondulado 

IPS4 ++ Branco - Erosada Irregular Ondulado 

IPS5 + Marrom - Erosada Irregular Ondulado 

IPS6 -------- -------- - -------- -------- -------- 

IPS7 -------- -------- + -------- -------- -------- 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Tabela 3 - Caracterização do isolado Streptomyces showdoensis em fontes diferentes de 

carbono, enzimática e diferentes pH. 

Fonte de 

Carbono EMB_Actb_171 Enzimática EMB_Actb_171 pH EMB_Actb_171 

Glicose - Celulase + 3 - 

Sacarose + Lipase - 4 - 

Maltose + Caseinase + 5 + 

Xilose + Amilase - 6 + 

Arabinose + Quitinase + 7 + 

Manitol + Peroxidase + 8 + 

Raminose + Fosfatase + 9 + 

Inositol - Urease - 10 - 

Rafinose +  --------  --------  --------  -------- 

Lactose +  --------  -------- -------- -------- 

Frutose +  --------  -------- -------- -------- 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Tabela 4 - Caracterização do isolado EMB_ATC_171 em diferentes concentrações de 

salinidade, diferentes concentrações de Lisozima e fermentação em diferentes fontes de 

Carbono. 

NaCl 

(mg/ml) 

S. 

showdoensis 

Lisozima 

(mg/ml) 

S. 

showdoensis Fermentação 

S. 

showdoensis 

0 + 0 + Arabinose + 

2,5 + 12,5 + Sacaraose + 

5 - 25 + Glicose - 

7,5 - 37,5 - Inositol + 

10 - 50 - Mamose + 

-------- -------- -------- -------- --------  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As Actinobactérias têm morfologia da cadeia de esporos que pode ser observada 

por estereoscópio óptica (GOODFELLOW & FIEDLER, 2010). As categorias morfológicas 

propostas por Stolpnik et al. (1968) onde foi observada cadeia de esporos em meio de cultura, 
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superfície da colônia e coloração, também proposto por outros autores esses métodos 

(ZAKALIUKINA IU et al., 2004). Substrato e pigmentos do micélio foram observados em 

meio ISP 4 (Meio amidos sais inorgânicos) categorizando em cinco grupos de cores 

provenientes da liberação de pigmentos solúveis no substrato (SELVAMEENAL et al., 2009). 

Estudos de amostras de solo 131 isolados obtidos, testados e distribuídos em séries de acordo 

com a cor do micélio aéreo e cor da esporulação. Os membros da série cinzenta foram 

representados por 40% do total número de isolados; contudo, a menor ocorrência foi 

conhecida pela série vermelha (2%) (KRASIL'NIKOV & EL'-REGISTAN, 1966)  

Alimuddin et al. (2011) em seu estudo sobre a distribuição da flora dos isolados 

na Jordânia, relataram que a classe de cor branca foi a mais prevalecente com (43,6%) em 

solo rizosferico da planta Cajuput, os outros foram representados por todas as classes de cor. 

As cores das Actinobactérias tem comprimentos de onda geralmente localizadas nas faixas 

verde e amarelo do espectro o padrão RAL de Cor foi o sistema de cores mais próximo dos 

materiais biológicos porque muitos dos guias de menor croma que outros sistemas de cores 

(GOODFELLOW et al., 2012; ROSENBERG et al., 2014). 

 

Identificação molecular do isolado Streptomyces showdoensis 

 

Análise das sequências de genes de 16S rRNA que mostrou é idêntico ao 

Streptomyces showdoensis (100% de similaridade) com GenBank número de acesso de banco 

de dados (HQ834290) e, em seguida designado Streptomyces showdoensis. O grau de 

antifúngica atividade varia muito entre as actinobactérias (NURKANTO e JULISTIONO, 

2014). Vários pesquisadores já têm relatado atividade antimicrobiana semelhante de 

actinobactérias contra fungos patogénicos (FIALHO DE OLIVEIRA et al., 2010; SAXENA et 

al., 2013). Prapagdee et al. (2008) encontraram 146 cepas de actinobactérias isoladas de solos 

da rizosfera de pomares apenas 10 linhagens apresentaram atividade antifúngica.  

Khamna et al. (2009) de 16 amostras de solo da rizosfera de plantas medicinais 

foram isolados 396 cepas todas Streptomyces, sendo de 27 dos isolados apresentaram 

atividade antifúngica. Muitas espécies de actinobactéria, particularmente aqueles pertencente 

ao género Streptomyces, como são bem conhecidos agentes de biocontrole antifúngicos que 

inibem vários fungos patogénicos de plantas (FIALHO DE OLIVEIRA et al., 2010; 

NURKANTO & JULISTIONO, 2014). A atividade antagonista de Streptomyces á patógenos 
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geralmente está relacionado à produção de compostos antifúngicos (YU et al., 2015) e / ou 

enzimas hidrolíticas extracelulares (KONG et al., 2013; XU et al., 2014). 

 

CONCLUSÃO 
 

A Streptomyces showdoensis possui bioatividade antifúngica e o tempo de 

aplicação pode influenciar no efeito de crescimento da lesão, demonstrou efeitos inibidores 

evidentes contra o fungo C. musae (MMBF226/12).  
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

As actinobactérias obtidas do bioma da caatinga tem um potencial um grande de 

bioprospecção para a agricultura. 
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