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Inducao de substancias antagonicas produzidas pela
bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus
por raios ultravioleta

Marcela Motta Drechsel
Marcia Soares Vidal
José Ivo Baldani

Resumo

Microrganismos endofiticos tém sido utilizados no controle biolégico
uma vez que podem controlar fitopatdogenos por competicdo de
espaco, nutrientes e producao de bacteriocinas. Este trabalho teve por
objetivo avaliar in vitro o efeito da exposicdo ao cloroférmio ou a
radiacao ultravioleta sobre a produgao de substancias antagbnicas
pela estirpe PAL5' de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a
bactéria Xanthomonas albilineans (agente causal da escaldadura das
folhnas em cana-de-acucar). A metodologia de antibiose por difusdo em
dupla camada foi a utilizada para a deteccao do antagonismo. G.
diazotrophicus foi cultivada em meio DYGS liquido e aliquotas desta
cultura foram transferidas para o meio solido DYGS. Apds crescimento
por 24 horas as bactérias foram submetidas a morte celular, por meio
de exposicdo a luz ultravioleta ou pela adicdo de cloroférmio e
reincubadas por 24 horas. Apds a incubacido, 1 mL de cultura de X.
albilineans foi homogeneizado em meio semi-solido DYGS e colocado
como uma segunda camada onde a G. diazofrophicus havia sido
crescida previamente. As placas foram incubadas por 24 horas apos a
qual se verificou a formacao de halo de inibicdo. Tanto no tratamento
onde ocorreu a adicdo de cloroformio quanto no controle (sem
exposicao a cloroférmio ou raio ultravioleta) ndo houve a formacao do
halo. A atividade antagdnica so foi observada quando a cultura liquida
de G. diazotrophicus foi previamente submetida a radiacdo UV. Os
resultados observados sugerem que a producido de substancias
antaglnicas em G. diazotrophicus é induzida pela luz ultravioleta em
meio de cultura liquido.

Palavras-chaves: Gluconacetobacter diazotrophicus, Xanthomonas
albilineans, antagonismo, controle bioldgico.



Abstract

Endophytic microorganisms have been used for biological control since
they may control pathogens by competition for space, nutrients and
bacteriocin production. This study aimed to evaluate in vitro the effect
of chloroform exposition or ultraviolet radiation to antagonistic
substances produced by Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5'
strain against Xanthomonas albilineans (causal agent of leaf scald in
sugarcane). The double layer method was used to evaluate the
antagonism. G. diazotrophicus was cultivated in liquid DYGS medium
and aliquots were transferred to solid DYGS medium. After growth for
24 hours, the bacteria were submitted to cell death by ultraviolet
radiation or chloroform addition and reincubated for 24 hours.
Thereafter, 1 ml of X. albilineans culture was added to semi-solid
DYGS medium which was placed as a second layer where G.
diazotrophicus was previously grown. The inhibition halo was observed
24 hours later. The cells treated with chloroform and the control
(without chloroform or UV exposure) did not form halo. The
antagonistic activity was only observed when the liquid culture of G.
diazotrophicus was subjected to UV radiation. These results suggested
that production of antagonistic substances by G. diazotrophicus is
induced by ultraviolet radiation in liquid culture medium.

Key-words:  Gluconacetobacter  diazotrophicus, = Xanthomonas
albilineans, antagonism, biological control



Introducgao

Bactérias endofiticas sdo aquelas que colonizam tecidos internos de
uma planta nao se observando sinais externos de patogenicidade ou
qualquer efeito negativo sobre o hospedeiro (HALLMANN et al., 1997).
Por ocuparem um nicho ecoldgico semelhante aqueles de patégenos,
as bactérias endofiticas apresentam grande potencial para o controle
bioloégico (HALLMANN et al., 1997). Este controle pode ser resultante
de diversos mecanismos como competicao por espacgo e nutrientes na
planta hospedeira; produ¢do de compostos antimicrobianos (PLEBAN
et al., 1997) e inducio de resisténcia sistémica (M'PIGA et al., 1997;
BENHAMOU et al., 2000; DUIJFF et al., 1998).

Nos ultimos 15 anos, uma gama de isolados de bactérias endofiticas
fixadoras de nitrogénio (principalmente espécies do género
Herbaspirillum e a Gluconacetobacter diazotrophicus) associadas a
cana-de-agucar tem sido testada quanto ao seu potencial de
contribuicdo na nutricdo nitrogenada da cultura em ensaios
experimentais (MUTHUKUMARASAMY et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2006). Entretanto, apesar da potencialidade da cultura de cana-de-
agucar na geracao de divisas para o pais, poucos estudos foram
realizados para a avaliacdo dos possiveis efeitos da utilizagdo desses
microrganismos endofiticos no controle biolégico de suas principais
doencas.

Sabe-se que as metodologias in vitro que avaliam a potencialidade
antaglnica de possiveis agentes de biocontrole ndo substituem os
meétodos classicos de inoculagdo na planta (ROMEIRO, 2007).
Entretanto tais metodologias sao largamente empregadas por
mimetizar eventos que seriam de dificil analise in vivo, além da
geracao de resultados rapidos e de boa reprodutibilidade e de auxiliar
no processo de selecdo de agentes de biocontrole (ROMEIRO, 2007).
Dentre as metodologias empregadas destacam-se a de antibiose por
difusdo em dupla camada, producdo de compostos volateis e
producao de siderdforos (DAVISON, 1988).

A metodologia de antibiose por difusdo em dupla camada é a mais
utilizada para estudos in vitro de controle biolégico (KEKESSY e
PIGUET, 1970). Neste método, o microrganismo antagonista é
incubado em placas com o seu meio especifico. Apos o crescimento,
as células sao mortas pela adicdo de cloroférmio, para se certificar
que a atividade antagbnica acontece pela atividade de substancias
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excretadas no meio e ndo por uma possivel competicdo entre
microrganismos. Em etapa posterior, adiciona-se uma cultura liquida
do fitopatdégeno junto a um meio de cultura fundende especifico para o
crescimento da bactéria. A verificacao da presenca do halo de inibicao
que representa o antagonismo, se da apos 1 a 5 dias de incubacao.
Muitos pesquisadores utilizam a adicdo do cloroférmio para a morte
celular (WIRAWAN et al., 2007; SMARDA et al., 2007). Outros autores
modificaram a metodologia de Kékessy e Piguet (1970) utilizando a
exposicdo a raios ultravioleta tanto para a morte das col6nias das
células produtoras de antibiose quanto para aumentar a produgcao de
bacteriocinas (KYEREMEH et al., 2000; BEGLEY et al., 2009).

Este trabalho teve por objetivo investigar a indugao por exposicao a
cloroféormio e a radiagao ultravioleta sobre a producdo de substancias
antagonicas pela bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus
a bactéria Xanthomonas albilineans, agente causadora da escaldadura
das folhas em cana-de-agucar.

Material e métodos

Estirpes, meios e condi¢oes de cultivo

Para este ensaio utilizou-se a estirpe PAL5' de Gluconacetobacter
diazotrophicus, obtida da colecdo de cultura de bactérias diazotréficas
da Embrapa Agrobiologia, e a estirpe ICMP 196 de Xanthomonas
albilineans obtida da colegcao de bactérias fitopatogénicas do Instituto
Biologico do estado de Séo Paulo.

Uma colbnia caracteristica de cada estirpe, obtida de cultivo em meio
DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986), foi inoculada em um tubo de
ensaio contendo 5 mL de meio liquido DYGS, permanecendo em
agitagao constante de 200 rpm a 30°C. A estirpe de G. diazotrophicus
foi incubada por 24 horas enquanto que a estirpe de X. albilineans foi
cultivada por 48 horas. Para o teste de antagonismo, a bactéria G.
diazotrophicus foi inoculada em meio sdélido DYGS em aliquotas de
100 uL, em trés pontos equidistantes, e as placas incubadas por
24 horas.
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Teste de antagonismo
Inducgéao de atividade antagonistica

e Adicao de cloroféormio

As placas contendo as culturas de G. diazotrophicus crescidas em
meio solido foram invertidas e foi adicionado 1 mL de cloroférmio na
parte interna da tampa da placa afim de matar as células formadoras
das colbénias. O cloroférmio residual foi evaporado pela abertura das
placas por 30 minutos dentro da capela de fluxo laminar.

e Exposicao aos raios ultravioleta

As colbnias de G. diazotrophicus foram expostas por 30 minutos a
radiacdo ultravioleta (A A = 254 nm) que equivale a uma energia de
120 microwatts/cm?, com as placas de petri destampadas afim de
matar as células formadoras das col6nias. Uma variacdo desta
metodologia foi a exposicdo dos tubos de ensaio, mantidos em
posicao vertical e sem tampas de vedacao, contendo a cultura liquida
de PAL5", & radiacdo ultravioleta antes destas serem incubadas em
meio sélido para o crescimento das células. Como controles dos testes
de antagonismo foram utilizadas culturas ndo expostas ao cloroférmio
e a radiacao ultravioleta. Para todos os testes foram utilizadas 3
placas por tratamento com um delineamento inteiramente casualizado.

Cultivo da estirpe-alvo de antagonismo em sobrecamada

Seguiu-se a metodologia de antibiose por difusdo em dupla camada
descrita por Kékessy e Piguet, (1970) com algumas modificacoes.
Adicionou-se uma sobrecamada contendo 4 mL de meio DYGS
fundente (45°C) semi-sélido com 1 mL de suspensao celular de X.
albilineans. A analise de dados ocorreu apos 24 horas de incubacao
por meio de deteccao visual de presenca ou auséncia da formacao de
halo de inibigao.

Resultados e Discussao

Ndo foi observado antagonismo da bactéria G. diazotrophicus,
utiizada como produtora de substancias antagbnicas, contra a
bactéria fitopatogénica X. albilineans, quando o cloroféormio foi utilizado
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para a morte celular (Figura 1A). Conforme esperado, também n&o foi
observada a presenga de halo no tratamento controle (auséncia de
exposicao ao cloroformio) (Figura 1B).

Resultados positivos de antagonismo foram observados por Mufioz-
Rojas et al. (2005) ao utilizarem a metodologia de dupla camada com
a adicao de cloroformio na avaliacdo de estirpes de G. diazotrophicus
contra outras estirpes desta mesma espécie. Ndo esta clara a razdo
do efeito observado contra outras estirpes da mesma espécie e nao
contra uma estirpe de outra espécie.

Figura 1: Antagonismo d stirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a estirpe
ICMP 196 de Xanthomonas albilineans aplicada em sobrecamada. A: células de PAL5T mortas pela
adicdo de cloroférmio; B: controle negativo (auséncia de cloroférmio).

Também nao foi observada atividade antag6nica contra X. albilineans
quando as colbnias ja incubadas da G. diazotrophicus foram tratadas
com radiagao ultravioleta no meio que recebeu a segunda camada
(Figura 2A). Existem diversos estudos de antagonismo entre bactérias
que utilizam a exposicado a radiagao ultravioleta na metodologia da
dupla camada (KYEREMEH et al., 2000; BEGLEY et al, 2009). Nesses
estudos, as estirpes com o potencial antagbnico a serem testados sao
expostas a radiacao ultravioleta no proprio meio que recebera a
segunda camada. A finalidade do UV nestes estudos € assegurar a
morte das bactérias e consequentemente excluir a possibilidade de
que o antagonismo seja devido a alguma competicdo entre as duas
bactérias a serem testadas assim como induzir a produgdo de
substancias antagbnicas conforme discutido abaixo.

Entretanto, em nossas avaliagcbes com G. diazotfrophicus e X.
albilineans a presenca de halo s6 foi observada quando a G.
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diazotrophicus foi irradiada com UV durante seu crescimento prévio
em meio liquido (Figura 2B). Tal mecanismo de antagonismo foi
proposto por Spangler e colaboradores em 1985. Segundo estes
autores a producédo de agentes antimicrobianos como bacteriocinas
em bactérias Gram-negativas, é induzida pela presenca de agentes
que danificam o DNA ou por fatores ambientais como o aumento da
densidade populacional ou falta de nutrientes. Quando essas bactérias
sao expostas a radiacao ultravioleta, bacteriocinas sdo produzidas em
larga escala (JAMES et al., 1996). Segundo esses autores, o fator
responsavel por esta indugao é o “sistema SOS de reparo do DNA”.
Quando o sistema SOS ¢ induzido, a bacteriocina se acumula dentro
da célula e sua exportagcédo so inicia quando esta se encontra em uma
grande concentragdo no citoplasma bacteriano. Pela agcdo de uma
proteina de transporte, a membrana externa comeca a ficar permeavel
permitindo assim a liberacdo de proteinas de baixo peso molecular, o
que inclui muitos agentes de antagonismo (JAMES et al., 1996).

B

Figura 2: Antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a estirpe
ICMP 196 de Xanthomonas albilineans. A: exposi¢do das colénias de PALST a radiagao ultravioleta
apods o crescimento da bactéria na placa por 24 horas; B: Exposi¢éo da cultura liquida de PAL5" a

radiagéo ultravioleta por 30 minutos seguido da inoculagdo em placas contendo o meio de cultivo

DYGS. Em ambos os casos, uma sobrecamada de meio de cultivo contendo X. albilineans foi

inoculada apos a incubagéo por 24 horas.

Os resultados apresentados sugerem que a radiagdao ultravioleta
induziu a produgdo de compostos antimicrobianos na estirpe PAL5' de
Gluconacetobacter diazotrophicus durante a exposicao das células em
fase logaritma em meio de cultura liquida. A razdo da causa da
inducdo sé ocorrer em G. diazotrophicus em cultura liquida ainda é
desconhecido. E possivel que a estrutura da coldnia formada em meio
solido sirva como uma espécie de barreira fisica para a exportagao de
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agentes antagonistas induzidos ou mesmo que a quantidade de
substancia liberada seja pequena e insuficiente para a formacao de
halo. Esta metodologia otimizada para G. diazotrophicus servird como
ferramenta para outros estudos de sintese e regulacdo da expressao
de genes envolvidos na producdo de bacteriocinas ja identificados no
genoma da G. diazotrophicus e a possivel utilizacdo destas
substancias antagbnicas no controle de fitobacterioses como, por
exemplo, a escaldadura das folhas e raquitismo da soqueira em cana-
de-acucar.

Conclusao

A radiacdo  ultravioleta estimula a producdao de substancias
antagdnicas pela estirpe PAL5" da bactéria endofitica G.
diazotrophicus em meio liquido contra a bactéria fitopatogénica X.
albilineans.
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