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RESUMO 

Controle biológico de Botrytis cinerea em pós-colheita de morango (Fragaria x ananassa) 
por Streptomyces araujoniae sp. nov. 

 
A produção brasileira de alimentos cresce em ritmo vertiginoso, havendo previsão de 

expansão nos próximos anos. Nota-se, porém, que o modelo atual empregado ao controle de 
doenças e pragas agrícolas, tem causado diversos problemas de ordem ambiental, social e 
econômica. Uma alternativa à redução de tais impactos, tem sido a implementação do controle 
biológico no modelo de manejo. Neste trabalho, avaliou-se o controle biológico do fungo 
fitopatogênico Botrytis cinerea por compostos produzidos pela linhagem ASBV-1T. Os 
screenings “in vitro” demonstraram que a linhagem produz quitinases e metabólitos 
secundários ativos, conhecidamente descritos como fatores importantes ao controle de 
fitopatógenos. A caracterização parcial do complexo enzimático, indicou que as quitinases 
produzidas pela linhagem ASBV-1T apresentam maior atividade em meio alcalino (pH 6.8-
10.0), temperatura de 30°C e possuem estimativa de peso molecular superior a 100 kDa. Os 
ensaios “in vivo”, realizados em morangos comerciais (cv. Oso Grande) demonstraram a 
efetividade dos subprodutos bioativos de caráter ionóforos (monactina, dinactina, trinactina, 
tetranactina e valinomicina) em controlar a infestação de B. cinerea, durante a fase de pós-
colheita, em condições de armazenamento. Por meio da suplementação do meio de cultivo por 
sais inorgânicos, a via biossintética responsável pela expressão dos compostos de interesse 
pode ser ativada. A adição de MgS04 resultou em um aumento de 400% na produção de 
macrotetralídeos e 20% de valinomicina. Contudo, a expressão dos macrotetralídeos foi 
completamente inibida pela adição de ZnSO4. dobrando a produção de valinomicina. De 
acordo com os estudos de taxonomia polifasica, o isolado ASBV-1T, apresenta caracteristicas 
quimiotaxonômicos e moleculares pertinentes ao gênero Streptomyces, formando uma nova 
linha filética, no subclado das espécies S. albolongus, S. cavourensis subsp. cavourensis e S. 
celluloflavus. Diante do supra citado, propõem-se que o isolado seja reconhecido como a 
linhagem tipo de Streptomyces araujoniae sp. nov. Os resultados obtidos neste trabalho, 
permitem afirmar que a linhagem S. araujoniae sp. nov. apresenta potencial de ação contra o 
fitopatógeno B. cinerea, podendo auxiliar no controle desta doença durante a fase de pós-
colheita da cultura de morangos. Ainda resta, para estudos futuros, o desenvolvimento de 
formulação específica para o emprego destes compostos no manejo da cultura, bem como 
ensaios toxicológicos, assegurando a viabilidade de aplicação de tais compostos. 
 
Palavras-chave: Controle biológico; Quitinases; Ionóforos; Abordagem polifásica 
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ABSTRACT 

Biological control of Botrytis cinerea on post-harvest strawberry (Fragaria x ananassa) 
by Streptomyces araujoniae sp. nov. 

The Brazilian food production has been growing fast in recent years and is expected 
to expand even more. However, the models used for the control of pests and diseases in 
agriculture has been widely questioned because they cause problems of environmental, social 
and economic. To reducing the use of chemical agents, has been the implementation of 
biological control to the management model to reduce this problematic. In this study, we 
evaluated the biological control of fungal pathogen Botrytis cinera of active compounds 
produced by strain ASBV-1T. In vitro assays indicated the presence of chitinase and 
antifungal metabolites in compounds produced by strain ASBV-1T and may been contributed 
to the antagonistic activity againts the fungal pathogenic. Partial characterization of the 
enzymatic complex showed the highest production of chitinase under alkalines conditions at 
pH (6.8-10.0), 30°C and has estimated molecular weight above 100 kDa. The test in vivo, 
preformed in commercial strawberries (cv. Oso Grande) demonstrated the effectiveness of 
bioactive products of character ionophores (monoactin, dinactin, trinactin, tetranactin and 
valinomycin) controlling the infestation of B. cinerea during the post-harvest, in store 
conditions. The biosynthetic pathway responsible for the expression of the compounds of 
interest can be activated by supplementations of the culture medium by inorganic salts mainly 
with MgSO4  resulted in increse of 400% in the production of macrotetralides and 20% 
valinomycin. However, the expression of the macrotetralides was inhibited when added 
ZnSO4, bending the production of valinomycin. According to polyphasic taxonomic studies, 
the isolated ASBV-1T has chemotaxonomic and molecular characteristics of the genus 
Streptomyces, which formed a new phyletic line,  in subcalde of the S. albolongus, S. 
cavourensis subsp. cavourensis e S. celluloflavus species. Then propose that the isolate is 
recognized as the type strain of Streptomyces araujoniae sp. nov. The results obtained in this 
study revealed that S. araujoniae sp. nov. has action potential against the pathogen B. cinerea, 
can help control this disease during the post-harvest strawberries. Remains for future studies, 
the development of specific formulation of the employment of such compounds to crop 
management and toxicological tests, ensuring the feasibility of using such compounds.  
 
Keywords: Biological control; Chitinases; Ionophores; Polyphasic approach  
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1 INTRODUÇÃO 
O setor agrícola desempenha um papel de extrema importância para o Brasil. O país 

desponta como o terceiro maior produtor mundial de alimentos, com destaque para a 

produção de soja, cana de açúcar, milho, café e laranja. Nos últimos anos, o agronegócio foi 

responsável pelo superávit comercial nacional, acumulando cerca de 40% do total de 

empregos, respondendo por quase metade das exportações e um terço do produto interno 

bruto. 

Apesar do agronegócio brasileiro apresentar um crescimento vertiginoso, impactando 

positivamente na economia nacional, o atual modelo empregado na produção vem 

ocasionando inúmeros problemas de ordem ambiental e social. A aplicação ostensiva de 

agroquímicos para o controle de pragas e doenças agrícolas tem causado a contaminação de 

solos, rios e lençóis freáticos, seleção de estirpes resistentes a diversas moléculas químicas, 

supressão de organismos essenciais à ciclagem de nutrientes e intoxicação de trabalhadores e 

consumidores.  . 

O levantamento realizado em 2010 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) demonstrou que 30% dos alimentos analisados continham elevado índice residual 

de agrotóxicos e/ou continham resíduos de compostos químicos não permitidos pela 

legislação atual. As culturas de pimentão, morango e pepino lideram o ranking dos alimentos 

com maior taxa agroquímica residual, devendo por tanto receber uma atenção especial, com 

relação a forma de manejo empregada atualmente. 

Tais adversidades têm impulsionado inúmeras pesquisas para um novo modelo de 

agricultura sustentável, em que o manejo integrado e o controle biológico de doenças e pragas 

agrícolas apresentam-se como alternativas promissoras. Apesar de demandar um maior 

entendimento sobre a ecologia, a taxonomia, a fisiologia dos espécimes, bem como das 

interações biológicas da comunidade ambiental, o controle biológico possibilita reduzir a 

degradação do ambiente, permitindo a satisfação das necessidades humanas e ambientais das 

gerações atuais e futuras. 

Neste contexto, o estreptomiceto ASBV-1T – isolado de tubérculos de batata e ativo 

contra Aspergillus parasiticus (entre outros fungos fitopatogênicos) – foi avaliado com 

relação ao seu potencial bioativo, frente a infestação de Botrytis cinerea, em pós-colheita de 

morangos. O entendimento dos mecanismos de ação da linhagem ASBV-1T, em controlar o 

desenvolvimento de B. cinerea poderá auxiliar a formulação de bioprodutos capazes de 

modificar o modelo atual empregado à produção, reduzir a necessidade de cargas químicas 
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excessivas, aumentar o tempo de viabilidade do produto e possibilitar a adequação deste 

produto aos mercados externos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O desenvolvimento e a condição atual do agronegócio no Brasil 

Inúmeras ações adotadas por meio de políticas públicas possibilitaram a expansão 

agrícola do Brasil ao longo das últimas décadas. Considerando os últimos 50 anos, o 

agronegócio brasileiro apresentou um crescimento de aproximadamente 775% 

(AGRONEGÓCIO, 2011). Detentor de um território equivalente a 8.514.876 Km2, com uma 

população estimada em mais de 190 milhões de habitantes (INSTITUTO BRASILEIRO DE 

GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2010), o Brasil destaca-se entre os demais países da 

América do Sul por desempenhar um papel imprescindível ao cenário agrícola mundial.  

O Brasil lidera o ranking produtivo de laranja, cana de açúcar e café, e está entre os 

maiores produtores mundiais de soja, milho e carne bovina (FAO, 2009). É considerado 

atualmente o terceiro maior produtor de alimentos, atrás apenas de Estados Unidos e China 

(BRASIL, 2011) e o quinto maior produtor de grãos, atrás de China, Estados Unidos, União 

Europeia e Índia (FAO, 2012). O país é atualmente o segundo maior produtor de soja e milho. 

Outra cultura que ocupa lugar de destaque, dentre o agronegócio brasileiro é a cana de açúcar. 

Recentemente, o Brasil se tornou o maior exportador de açúcar e álcool, e segundo dados do 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento – MAPA, metade do açúcar 

comercializado no mundo é proveniente do Brasil (BRASIL, 2012). 

As culturas de soja, milho e cana de açúcar respondem por aproximadamente 70% do 

total de agrotóxicos utilizados no Brasil (IBAMA, 2010). A utilização destas cultivares na 

produção de combustíveis, bem como o sistema atual empregado de monocultura extensiva, 

contribuem para a utilização massiva de agrotóxicos, que impactam diretamente ao meio 

ambiente, através de contaminações em rios, lençóis freáticos, avifauna e acúmulo em solo. 

A importância do agronegócio para o país, pode ser melhor compreendida por meio 

de sua representatividade econômica. O setor corresponde a 33% do produto interno bruto 

nacional, 37% dos empregos, 42% das exportações e a totalidade do superávit comercial nos 

últimos anos (CENTRO DE ESTUDOS AVANÇADOS EM ECONOMIA APLICADA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO - CEPEA, 2011).  

Fatores ambientais favoráveis à produção de alimentos, tais como, disponibilidade de 

terras aráveis, abundância de recursos hídricos e potencialidade ao uso e desenvolvimento de 

energia renovável fazem do Brasil um país de destaque no mercado global, possibilitando que 

nos próximos anos, o país se torne o maior fornecedor de alimentos do mundo.  

Algumas projeções realizadas pelo Ministério da Agricultura indicam que as áreas 

plantadas deverão crescer aproximadamente 10 milhões de hectares nos próximos anos, 
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totalizando uma área equivalente a 70 milhões de hectares no ano de 2020. Esta expansão 

agrícola permitirá ao país um aumento de aproximadamente 40% da produção de grãos, 

dentre eles: soja, milho, trigo, arroz e feijão (BRASIL, 2010). Entretanto, esses incrementos à 

produtividade vêm sendo, nos últimos anos, conseguidos com o aumento desenfreado na 

utilização de defensivos agrícolas. Segundo o relatório de direitos humanos apresentado em 

2012, o Brasil lidera o ranking de consumo de defensivos agrícolas desde 2009. A quantidade 

aplicada em solo nacional anualmente corresponde a 20% do total de agroquímicos 

produzidos no mundo.  

Nos últimos cinco anos, o aumento do consumo destes compostos pelo país, esteve 

na ordem de 43%, totalizando aproximadamente 10 kg.ha-1. Dentre os inúmeros problemas 

decorrentes do uso abusivo de agroquímicos destacam-se as intoxicações. No intervalo entre 

1999 e 2009 foram relatados 62.000 casos, havendo 1.900 mortes (SISTEMA NACIONAL 

DE INFORMAÇÕES TÓXICO FARMACOLÓGICAS, 2010). Estimativas apontam uma 

subnotificação destes casos de intoxicações, na proporção de um para cada cinquenta casos, 

além dos estágios crônicos, decorrentes da exposição prolongada a pequenas quantidades 

destes compostos, que dificilmente são diagnosticados e consequentemente notificados 

(BOCHNER, 2007). 

2.2 A fruticultura no Brasil 

As dimensões territoriais apresentadas pelo Brasil, somadas as condições 

edafoclimáticas e sua posição geográfica privilegiada possibilitaram ao país a produção de 

frutas habituadas a clima tropical e temperado (ANDRIGUETO, 2004). A área utilizada pela 

fruticultura é de aproximadamente 2.000.000 ha, gerando anualmente 40 milhões de 

toneladas, concedendo ao Brasil o terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais de 

frutas (ANUÁRIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2010). 

O setor desempenha um importante papel econômico-social, responsável por 27% do 

total de empregos da área agrícola, gerando aproximadamente 5,5 milhões de empregos 

diretos. A fruticultura está presente em todos os estados do país, sendo muitas vezes uma 

fonte de renda exclusiva aos pequenos produtores, sendo considerada uma força motriz às 

economias locais estagnadas e com poucas alternativas ao desenvolvimento (BUAINAIN; 

BATALHA, 2007). 

Apesar da alta produção de frutas pelo Brasil, as exportações compõem apenas 2% 

do mercado mundial do setor (ANUÁRIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2010). Esta 
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condição é decorrente de legislações limitantes às importações e padrões fitossanitários 

rigorosos exigidos pelos países importadores entre outras barreiras internacionais.   

Com o objetivo de expandir os domínios de exportação, o conceito de Sistema de 

Produção Integrada de Frutas – PIF, originário nos anos 70 na Europa – passou a ser aplicado 

por algumas regiões do Brasil a partir do final do século passado. Este sistema visa atender as 

necessidades de toda a cadeia produtiva, permitindo rentabilidade, certificação, qualidade 

adequada ao patamar exigido pelo mercado internacional e sustentabilidade ambiental. 

2.3 A produção de morangos 

A cultura do morango (Fragaria vesca L.) foi inicialmente valorizada pelos povos 

europeus, por apresentar um alto valor nutritivo, ornamental e medicinal. O desenvolvimento 

de cultivares adaptados, principalmente às variações climáticas, tem possibilitado o cultivo de 

morangueiros em diversas regiões do mundo (SILVA et al., 2007). O morangueiro trata-se de 

uma planta herbácea, rasteira e perene. Possui um sistema radicular fasciculado, concentrando 

a maior parte de suas raízes nos cinco primeiros centímetros de solo (FILGUEIRA, 2003). A 

principal cultivar comercial é a espécie Fragaria x ananassa Duch. Ex. Rozier, obtida por 

meio do híbrido entre as espécies Fragaria chiloensis (L.) Duch. e Fragaria virginiana Duch 

(GALLETTA; BRINGHURST, 1990). 

O desenvolvimento do receptáculo floral permite a formação da porção carnosa, 

denominada pseudofruto. O consumo “in natura” constitui a principal forma de 

comercialização, por conta da apreciação às peculiaridades apresentadas, tais como: sabor, 

coloração, aroma e ótimo valor nutricional (SANTOS et al., 2007). 

Os estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e São Paulo correspondem aos 

principais produtores da cultura no país, com valores aproximados de 41,5%, 25,5% e 15,4%, 

respectivamente, compreendendo uma área estimada de 3,5 mil hectares (OLIVEIRA et al., 

2008). A produção mundial no ano de 2010 correspondeu a 4.366.662 toneladas, sendo que os 

principais produtores foram Estados Unidos e Espanha (FAO, 2010).  

Em relação a produção nacional, estima-se que no ano de 2010 foram produzidas 

aproximadamente 105 mil toneladas, dentro de um sistema classificado como agricultura 

familiar (BORTOLOZZO et al., 2007). Apesar deste sistema desempenhar um importante 

papel social, o mesmo dificulta a padronização de técnicas agrícolas, bem como as 

informações relacionadas à produção e qualidade das culturas (CARVALHO, 2006). 
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2.3.1 Doenças em pós-colheita à cultura do morangueiro 

A cultura do morangueiro, assim como grande parte das culturas intensivas, encontra 

alguns fatores limitantes à produção, como por exemplo, mudas de baixa qualidade, pouca 

disponibilidade de cultivares resistentes, manejo inadequado, variações de temperatura, 

umidade do ar e de solo desfavoráveis, além da ação indesejada de patógenos e pragas 

(SILVA et al., 2007). Os dados literários assumem 51 espécies fúngicas, 3 espécies 

bacterianas, 8 espécies de nematoide e 26 espécies de vírus como causadores diretos de 

efeitos adversos à cultura do morangueiro (MAAS, 1998). 

Os danos causados por tais fitopatógenos podem acometer todos os estágios da 

cultura do morangueiro, havendo pouca informação relacionada à possível redução de perdas 

durante o período de pós-colheita. As principais adversidades causadas durante o intervalo 

entre colheita e consumo estão relacionadas a ação de fungos, tais como: Botrytis cinerea, 

Rhizopus stolonifer e Penicillium digitatum (BAUTISTA-BANOS et al., 2003). 

O tempo de prateleira (shelf life) para os pseudofrutos de morangueiro é 

relativamente curto, podendo ser estimado em até uma semana. Injúrias ocasionadas durante o 

procedimento de colheita e/ou formas de acondicionamento favorecem o desenvolvimento do 

patógeno. A infestação por B. cinerea, nas condições de campo, pode reduzir em até 40% a 

comercialização de morangos. Nos casos de infestação severa, as perdas podem atingir 60-

70%, resultando em uma perda total no lucro do produtor (CALIFORNIA STRAWBERRY 

COMMISSION; THE CALIFORNIA MINOR CROPS COUNCIL - CSC; CMCC, 2003). 

Um fator agravante para a infestação por B. cinerea é a capacidade de seus conídios e 

micélios se desenvolverem em temperaturas próximas a 0°C (DORBY; LICHTER, 2007; 

LAHLALI et al., 2007), tornando este fitopatógeno o principal causador de perdas da cultura. 

As técnicas empregadas atualmente, como forma de controle do patógeno durante as 

fases de pré e pós-colheita constituem-se principalmente na aplicação de fungicidas, os quais 

reduzem a qualidade do produto, oferecem riscos à saúde, restringem o mercado consumidor e 

causam prejuízos ambientais (DOTTO et al., 2011). Alguns poucos produtos biológicos estão 

sob avaliação para mitigar os danos causados por esse fungo em câmaras de armazenamento. 

Estes produtos foram desenvolvidos para leguminosas e frutas e constituem-se de linhagens 

de Candida oleophila (ASPIRE – Isolado I-182), Metschnikowia frutícola (SHEMER) e 

Trichoderma harzianum (TRICODEX – Isolado T-39) (FRAVEL, 2005; BLACHINSKY et 

al., 2007) e geralmente competem por nutrientes e sítios de colonização, além da ação por 

micoparasitismo, produção de antibióticos, indução de resistência e supressão à esporulação 
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(SUTTON et al., 1997; FILONOW, 1998; JIJAKLI; LEPOIVRE, 1998; PAULITZ; 

BÉLANGER, 2001; JANISIEWICZ; KORSTEN, 2002). 

2.3.2 Botrytis cinerea – Fungo fitopatogênico causador de perdas agrícolas 

Conhecido popularmente como ‘mofo cinzento’, o fungo Botrytis cinerea - Pers. 

[teleomorfo: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel], é um patógeno facultativo que vive 

saprofiticamente no solo, podendo permanecer dormente por longos períodos na forma de 

escleródios. Sua disseminação ocorre principalmente em decorrência do transporte de 

conídios por correntes de ar ou insetos (KRUGNER; AUER, 2005; FURTADO et al., 2000). 

A doença causada por este fitopatógeno afeta todos os estágios do desenvolvimento 

vegetal, causando grandes prejuízos na produção de ornamentais, oleráceas, florestais e 

frutíferas. Apresenta uma maior incidência em sistemas protegidos, mas pode também, 

alcançar níveis consideráveis em campo aberto e câmaras de armazenamento, causando 

enormes prejuízos qualitativos e quantitativos (MORANDI, 2001). 

Jarvis (1989) descreve o patógeno como um fungo necrótico que se estabelece e se 

multiplica inicialmente em tecidos vegetais mortos, colonizando posteriormente os tecidos 

vivos adjacentes. O fungo pode penetrar no tecido através de ferimentos, ocasionados durante 

o manejo e/ou colheita (BRAUN; SUTTON, 1987), ou pela ação direta do apressório, 

mediada pela secreção de enzimas degradadoras da parede celular, como por exemplo, as 

poli-galacturonase e cutinases (RHA et al., 2006; CHOQUER et al., 2007). 

A doença acomete principalmente os tecidos jovens da parte aérea das mudas, 

atingindo posteriormente folhas e caules, causando a morte do ápice ou até mesmo da muda. 

O sintoma característico inicia-se com o enrolamento das folhas, seguido de seca e queda. 

Pode ocorrer sobre as partes afetadas o surgimento de tufos acinzentados, decorrente da massa 

de conídios fúngicos (KRUGNER; AUER, 2005). 

No Brasil, a doença tem sido constatada principalmente nos Estados de São Paulo, 

Paraná, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Algumas condições são descritas como favoráveis 

ao desenvolvimento de B. cinerea, dentre elas destacam-se: i) condições precárias de higiene; 

ii) temperaturas entre 10 e 25°C; iii) umidade elevada e baixa luminosidade e iv) manejo 

inadequado (ALFENAS et al., 2004). 

Em condições ambientais adversas ou em que o estado fisiológico do tecido do 

hospedeiro esteja favorável à penetração do patógeno, mas não ao crescimento ativo, o 

mesmo causará uma infecção latente. Transcorrida a fase adversa, o fungo colonizará os 
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tecidos adjacentes, produzirá esporos e reiniciará um novo ciclo de infecção (BENITO et al., 

2000). 

A aplicação intensiva de fungicidas, principal forma de controle deste patógeno, vem 

selecionando estirpes resistentes a inúmeros grupos químicos. Elad et al. (1994), constataram 

que a utilização de fungicidas dos grupos benzimidazóis (carbendazim, benomil e 

tiabendazol) e das dicarboximidas (iprodione, procimidone e vinclozolin) em culturas 

protegidas de tomate não foram capazes de erradicar a incidência de mofo cinzento.  

2.4 Problemas fitossanitários derivados da aplicação excessiva de agroquímicos 

A utilização irregular e descontrolada de agentes químicos agrícolas causou a morte 

de milhares de pessoas nas últimas décadas. Nos anos 2010 e 2011 foram registrados mais de 

1.500 casos de intoxicações causadas por agrotóxicos. Os casos não se concentram apenas nos 

trabalhadores rurais, expostos a agentes nocivos, mas também nos moradores das 

proximidades agrícolas e nos consumidores de produtos contendo elevadas concentrações de 

resíduos químicos (SISTEMA NACIONAL DE INFORMAÇÕES TÓXICO 

FARMACOLÓGICAS, 2010). 

O levantamento realizado em 2010, pela Agencia Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) demonstrou que 30% das amostras apresentavam qualidade insatisfatória ao 

Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos (PARA). A agência apontou o emprego de 

agentes químicos proibidos à cultura avaliada, como também a presença de resíduos químicos 

acima do limite permitido (ANVISA, 2011). Dentre as inúmeras informações apresentadas 

nesse levantamento, destaca-se a presença do composto químico organofosforado 

metamidofós. O mesmo foi evidenciado em amostras de alface, arroz, beterraba, cenoura, 

couve, mamão, morango, pepino, pimentão, repolho e tomate (ANVISA, 2011). 

Os primeiros organofosforados foram inicialmente sintetizados por Gerhard 

Schraeder, no ano de 1930, em trabalhos voltados ao desenvolvimento de inseticidas. 

Posteriormente, tais moléculas foram modificadas e chegaram a ser aplicadas como armas de 

guerra. A molécula atua na diminuição da atividade da enzima acetilcolinesterase, 

considerada a principal responsável pelo controle de impulsos nervosos, sendo portanto, 

essencial ao bom funcionamento do organismo. A inibição enzimática acarreta ao organismo, 

o acúmulo de acetilcolina e consequentemente um colapso do sistema nervoso central por 

superestimulação, causando perda do controle muscular, convulsões e morte por parada 

cardiorrespiratória (DOMINGOS, 2003). 
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As culturas de pimentão, morango e pepino apresentam as maiores taxas residuais 

dentre os alimentos analisados no ano de 2010. Os valores insatisfatórios, referentes à taxa 

amostral foram de 90%, 63% e 58%, respectivamente (ANVISA, 2011). Tal situação reforça a 

urgência de medidas alternativas para o modelo atual. A produção de alimentos livres de 

agrotóxicos ou com certificação de qualidade permitirão a valorização destes produtos e a 

disponibilização dos mesmos para exportação. 

2.5 Controle biológico – Uma alternativa à agricultura sustentável 

A utilização intensiva de agentes químicos, com o objetivo de mitigar danos 

causados por doenças, plantas invasoras ou pragas na agricultura, tem resultado em diversos 

problemas de ordem ambiental, como por exemplo, o alto teor residual em alimentos, 

acúmulo de compostos químicos indesejáveis no solo e contaminações de bacias hidrográficas 

e lençóis freáticos. O uso indevido desses defensivos ainda pode levar à intoxicação de 

agricultores, surgimento de doenças carcinogênicas, desequilíbrio ecológico, redução da 

biodiversidade, além de patógenos, pragas e plantas resistentes (PAULA JÚNIOR et al., 

2005). 

Por conta desses riscos, nota-se uma alteração do cenário agrícola mundial, com o 

surgimento de um mercado voltado ao consumo de alimentos isentos, ou com certificação de 

aplicação de defensivos agrícolas dentro dos parâmetros estabelecidos. A pressão da 

sociedade tem incentivado diversos países se adequarem aos interesses de suas populações, 

exigindo uma diminuição na aplicação de pesticidas. Dentre as possibilidades à redução do 

uso de agrotóxicos, o controle biológico vem se tornando uma alternativa viável (ZUCCHI, et 

al., 2008). 

Controle biológico é um fenômeno natural que consiste na regulação de plantas e 

animais, por inimigos naturais. O controle de um micro-organismo pela ação direta de outro 

micro-organismo antagônico pode ser decorrente da antibiose, do parasitismo, da competição, 

da predação ou da hipovirulência (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000). 

Além disso, o controle biológico pode ser uma alternativa para os países em desenvolvimento, 

carentes de recursos financeiros e com grande potencial agrícola (MELO; AZEVEDO, 2000). 

A evolução prática do controle biológico deu-se de forma diferenciada nas diversas 

regiões do mundo. Os primeiros bioinseticidas foram desenvolvidos por volta dos séculos 

XVIII e XIX. O estudo de antagonistas ao controle de doenças de plantas difundiu-se em 

1920, porém somente nos anos 70 tornou possível obter uma base sólida com relação ao 

controle biológico de doenças e pragas por meio de agentes microbianos (LOPES, 2009). 
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A aplicação de micro-organismos como os vírus, as bactérias e os fungos, como 

agentes de biocontrole, tem se mostrado eficiente à redução de efeitos danosos causados por 

pragas e fitopatógenos. Atualmente, os micro-organismos utilizados como base de controle 

estão sendo adequados às particularidades de cada organismo alvo, por meio do 

melhoramento genético (MELO; AZEVEDO, 2000). Este procedimento possibilita uma maior 

efetividade e especificidade do produto, além de auxiliar nos processos de formulação. 

Geralmente, os agentes de biocontrole apresentam vantagens sobre os pesticidas por 

serem considerados produtos ‘verdes’ e por apresentarem mais de um modo de ação para 

controlar os organismos-alvo. Dentre eles, destacam-se: 

- Competição: Disputa por espaço e/ou nutrientes em um determinado nicho ecológico. 

Organismos descritos como estrategistas “r” são eficientes para este processo (DJONOVIC et 

al., 2007). 

- Micoparasitismo: Degradação da parede celular fúngicas, por ação enzimática. O gênero 

Trichoderma apresenta diversos micro-organismos controladores para fungos fitopatogênicos 

(CHET; BENHAMOU, 1998). 

- Indução de resistência: Leveduras e bactérias antagônicas aplicadas em superfície foliar têm 

sido relatadas como indutoras à resistência ao agente infeccioso Botrytis cinerea (ELAD et 

al., 1994; ZAHAVI et al., 2000; HELBING, 2001). 

- Antibiose: Inibição do crescimento microbiano, por meio da produção de compostos 

bioativos, resultantes do metabolismo secundário. O gênero Streptomyces destaca-se entre os 

demais micro-organismos pela alta eficiência em metabolizar tais compostos (BERDY, 2005).  

2.5.1 Avanços biotecnológicos - Quitinases 

Dentre as inúmeras áreas tecnológicas em crescimento desde a década de 70 destaca-

se a biotecnologia, capaz de gerar riqueza e influência direta aos setores de economia, saúde, 

processamento de alimentos, agricultura, proteção ambiental e desenvolvimento de materiais 

(GAVRILESCU; CHISTI, 2005).  

Somente no ano de 2007 foram movimentados cerca de 2,3 bilhões de dólares no 

mercado mundial de enzimas, com estimativa de que nos próximos anos este valor possa 

alcançar 3,0 bilhões de dólares (THAKORE, 2008).  

Reconhecida como o segundo polímero mais abundante do planeta, a quitina está 

presente na cutícula de artrópodes, exoesqueleto de crustáceos e parede celular da maioria dos 

fungos (YEN; YANG; MAU, 2009). Em fungos, protozoários e invertebrados a quitina 

desempenha papel determinante à morfogênese, sendo considerada uma importante molécula 
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de defesa em vertebrados e inúmeras espécies vegetais (PATIL; GHORMADA; 

DESHPANDE, 2000). Por meio da síntese de quitinases, espécies bacterianas empregam a 

quitina e N-acetilglicosamina em seus processos metabólicos como fonte de carbono e energia 

(SVITIL et al., 1997; WANG; CHANG, 1997; ZOBELL; RITTENBERG, 1938). A hidrólise 

da quitina acarreta uma desestruturação nos tecidos (insetos) e células (fungos e bactérias) dos 

organismos-alvos levando-os a morte. Essa característica viabiliza o emprego de micro-

organismos produtores de quitinase, como agentes de biocontrole à fungos fitopatogênicos e 

insetos-pragas (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006), podendo assim, reduzir o emprego 

excessivo de moléculas químicas nocivas. 

2.5.2 Avanços biotecnológicos – Metabólitos secundários de origem microbiana 

De modo geral, as substâncias naturais isoladas de micro-organismos apresentam 

uma importância sem precedentes, não só como medicamento (antibióticos e 

imunossupressores), mas também relacionado aos agroquímicos, sendo estes menos danosos à 

saúde humana e ao meio ambiente (PINTO et al., 2002). Além disso, o biocontrole também é 

considerado um processo econômico compatível com as comunidades agrícolas de baixa 

renda (ROBBS, 1986). 

 Atualmente são conhecidos cerca de 10 milhões de produtos naturais derivados de 

fontes microbianas. A revolução da “Era Dourada“ dos antibióticos, entre as décadas de 40 e 

50, foi iniciada pela descoberta da Penicilina por Alexander Fleming. O período foi 

compreendido também pela descoberta da grande maioria dos antibióticos antibacterianos 

(tetraciclinas, cefalosporina, aminoglicosidios, macrolideos e estreptomicina). 

 Este período foi marcado também pela descoberta de compostos antitumorais, 

antivirais, antibióticos agrícolas e pelo início da utilização de metabólitos microbianos no 

campo da farmacologia (por exemplo, a ciclosporina). Na década de 40 foram descobertos 

cerca de 10 a 20 tipos de antibióticos, nas décadas seguintes, cerca de 300-400; em 1960, 

aproximadamente 800-1000 e em 1970, já se conheciam cerca de 2500 antibióticos (BÉRDY, 

2005; COLWELL, 1997; NEWMAN et al., 2003).  

 Os antibióticos obtidos por meio do metabolismo microbiano formam o mais 

importante grupo de produtos naturais. Tais compostos podem ser derivados do metabolismo 

primário ou metabolismo secundário. Os metabólitos primários (polissacarídeos, proteínas, 

enzimas, ácidos graxos e ácidos nucléicos) são comuns a todos os sistemas biológicos 

(BÉRDY, 2005). Os metabólitos secundários possuem baixo peso molecular, apresentam 
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grande diversidade química, com funções muitas vezes ainda desconhecidas (BÉRDY, 2005; 

KURYLOWICZ, 1981).  

 Os micro-organismos podem ativar suas vias biossintéticas, responsivas a produção 

de compostos bioativos, quando estão submetidos à pressão da seleção. Esses compostos 

podem ser produzidos em resposta a mudanças nutricionais, infecção e/ou competição. 

A descoberta e o estudo dos metabólicos secundários (biomoléculas ativas) 

possibilitaram a produção de novas drogas com características de alta especificidade, 

segurança e baixa toxicidade, que podem favorecer no combate de diversas doenças. Dentre 

todos os micro-organismos reconhecidamente produtores de compostos bioativos, os 

membros do gênero Streptomyces merecem uma posição de destaque. 

2.5.2.1 O gênero Streptomyces 

Micro-organismos pertencentes ao gênero Streptomyces apresentam distribuição 

mundial, com grande importância para a formação de matéria orgânica (CHRISTOVA; 

SHOLEVA; CHIPEVA, 1995), produção de antibióticos, e antitumorais (WATVE et al., 

2001; FIEDLER et al., 2005; OLANO; MENDEZ; SALAS, 2009) de importância 

biotecnológica. Atualmente, Streptomyces compreende o maior número de espécies descritas 

para um único gênero (aproximadamente 630 espécies - EUZÉBY, 2013) a maioria habitante 

de solo e de característica saprofítica, podendo também ser encontrados em amostras de água, 

plantas e em associação com diversos organismos. O gênero Streptomyces foi definido por 

Waksman e Henrici em 1943 para alocar a linhagem tipo da espécie Actinomyces albus 

(Krainsky), primariamente descrito como Streptothrix alba  (Rossi-Doria) (WAKSMAN; 

HENRICI, 1943). 

Uma característica marcante entre os micro-organismos deste gênero é o alto 

conteúdo de guanina e citosina (G+C) em seu DNA genômico. Tais micro-organismos 

mostram-se metabolicamente versáteis, podendo utilizar diversas fontes de carbono como 

fonte de energia. Apesar de apresentar um elevado número de micro-organismos, o gênero 

Streptomyces apresenta reduzido número de espécies patogênicas (CHATER, 2006).  

Dentre as inúmeras formas de exploração biotecnológicas possíveis aos 

Streptomyces, a produção de compostos bioativos é seguramente a mais estudada. Presentes 

na agricultura, veterinária e medicina os compostos provenientes do metabolismo secundário 

de membros do gênero Streptomyces representam cerca de 40% do total de antibióticos 

conhecidos atualmente (BÉRDY, 2005). O emprego de inúmeros destes biocompostos pode 
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favorecer o controle de patógenos indesejáveis, tornando possível a redução da carga química 

nociva, aplicada atualmente, pelos métodos convencionais.  

2.5.3 Abordagem taxonômica polifásica 

O emprego de organismos como controladores de pragas e doenças agrícolas 

depende diretamente de um estudo taxonômico entre os organismos envolvidos. Muitos foram 

os programas de controle biológico que não obtiveram êxito por falta de entendimento e 

correta definição entre o organismo alvo e o organismo aplicado como controlador (PARRA, 

2002).  

Nas ultimas décadas, a taxonomia de micro-organismos apresentou grandes 

modificações, incorporando tecnologias, novos modelos à identificação e critérios 

complementares para descrição de novas espécies. A definição atual para espécie procariótica 

é de um conjunto de linhagens que compartilham alto grau de similaridade em várias 

características independentes, conhecido como taxonomia filofenética (ROSELLO-MORA; 

AMANN, 2001). Sendo assim, a taxonomia moderna vale-se de dados fenotípicos, 

genotípicos e filogenéticos para alocar uma determinada espécie (GOODFELLOW et al., 

2007; RONG; HUANG, 2010).  

A taxonomia de actinomicetos tem sido elucidada utilizando uma abordagem 

polifásica, onde diversos métodos são utilizados para um correto posicionamento taxonômico 

da linhagem em estudo. Algumas dessas metodologias – características fisiológicas, 

bioquímicas, quimiotaxonômicas, fragmento do gene 16S rRNA com no mínimo 1300 bp – 

são consideradas clássicas e devem constar na descrição das espécies novas 

(STACKEBRANDT; FREDERINKSEN; GARRITY, 2002). Entretanto, por se tratar de uma 

ciência dinâmica, as classificações taxonômicas outrora baseadas em metodologias limitadas 

como critérios fenotípicos e morfológicos, vêm mudando radicalmente à medida que novas 

técnicas se tornam disponíveis (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000). Além disso, 

características específicas podem ser incorporadas como forma de evidenciar o grupo ao qual 

o isolado pertence. Um exemplo pode ser a determinação da sensibilidade à radiação 

ionizante de isolados pertencentes ao gênero Deinococcus, uma vez que membros desse grupo 

de actinomicetos são resistentes a altas doses dessa radiação (IM; JUNG; TEN, 2008). 

Ademais, características fisiológicas, como capacidade de crescimento em temperaturas 

elevadas, podem ser um indicativo para descrição de novos gêneros (ZUCCHI et al., 2012). 

Considerados atualmente como fatores determinantes ao agrupamento de espécies, a 

hibridização (DNA-DNA) e a proporção GC (%mol G+C) fornecem um índice bruto de 
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similaridade entre os genomas avaliados. Quando a hibridização entre dois micro-organismos 

é inferior a 70% ou a proporção GC apresenta diferença superior a 5%, tais organismos não 

devem ser considerados como membros de um mesmo táxon. (MADIGAN et al., 2010). 

A definição de espécie, bem como o delineamento de suas habilidades, propriedades 

metabólicas, potencialidades de aplicação e adversidades são fundamentais aos processos 

biotecnológicos futuros de emprego de novas linhagens e/ou desenvolvimento de produtos 

biológicos ao mercado.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar o potencial bioativo da linhagem Streptomyces ASBV-1T no controle 

de Botrytis cinerea em pós-colheita de morangos. 

3.2 Objetivos específicos 

 Avaliar o complexo quitinolítico e os metabólitos secundários produzidos 

pela linhagem ASBV-1T; 

 Realizar a elucidação estrutural dos compostos bioativos produzidos pela 

linhagem ASBV-1T; 

 Determinar o mecanismo de ação responsável pelo controle biológico de 

Botrytis cinerea; 

 Melhorar o posicionamento taxonômico da linhagem Streptomyces ASBV-1T.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Ativação das linhagens de trabalho – Streptomyces ASBV-1T e Botrytis cinerea 

Os micro-organismos empregados nos experimentos foram cedidos pela Coleção de 

Micro-organismos de Importância Agrícola e Ambiental – CMAA (Laboratório de 

Microbiologia Ambiental/Embrapa Meio Ambiente). A linhagem Streptomyces ASBV-1T 

(CMAA 894), mantida sob criopreservação (-80°C) em solução de glicerol (20% v/v) foi 

reativada em meio de cultivo ISP 2 (International Streptomyces Project meio 2; SHIRLING; 

GOTTLIEB, 1966 [ANEXO A]), a 28°C, por 10 dias. O fitopatógeno Botrytis cinera (CMAA 

1122) mantinha-se preservado em água destilada esterilizada (CASTELLANI, 1939) e foi 

reativado primeiramente em meio de cultivo Ágar Água – AA (ANEXO A), a 16°C, por 10 

dias. Em seguida, realizou-se a repicagem e incubação em meio de cultivo Batata Dextrose 

Ágar (BDA; BEEVER; BOLLARD, 1970 [ANEXO A]), a 16°C, por 7 dias. 

4.2 Potencial quitinolítico “in vitro” da linhagem Streptomyces ASBV-1T 

A produção de quitinase pela linhagem ASBV-1T foi avaliada inoculando-se  3,0 µL 

de suspensão celular (1x106 u.f.c.) no centro de uma placa de Petri, contendo meio de cultivo 

Glicose-Extrato de Levedura e Ágar (GYEA; GORDON; MIHM, 1962 [ANEXO A]), 

suplementado à 1% de quitina coloidal. As placas foram incubadas a 28°C, durante 15 dias, 

onde foi observado o potencial da linhagem à degradação do polímero. Os demais ensaios 

enzimáticos foram realizados inoculando-se a suspensão celular da linhagem ASBV-1T (1x106 

u.f.c.) em 300 ml de meio de cultivo Glicose-Extrato de Levedura (GYE [ANEXO A]), 

suplementado à 1% de quitina coloidal e incubado sob agitação constante (180 rpm), a 28°C. 

Alíquotas de 20.0 ml foram retiradas durante a incubação (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias), 

centrifugadas (15.000xg; 10 min; 4°C) e utilizadas como extrato enzimático às demais 

análises de caracterização enzimática. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

4.2.1 Curva de produção enzimática, influência de pH e temperatura à atividade relativa 

do complexo quitinolítico 

A quantificação relativa da atividade enzimática foi realizada utilizando quitina 

coloidal marcada Chitin Remazole Blue (Sigma) como substrato. O método foi modificado de 

Pisarzhevskii et al. (1997) em que a atividade da enzima é determinada medindo-se a 

alteração colorimétrica após a reação enzimática. Cada reação continha 300 µL de quitina 

coloidal marcada (0,3% p/v), incubados com 300 µL de extrato enzimático e 300 L de 

solução tampão. A reação foi interrompida com 200 µL de HCl 6N e centrifugada (15.000xg; 
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3 min; 4°C). Os grupos redutores formados durante a reação de hidrólise da quitina foram 

quantificados por leitura em espectrofotômetro (Shimadzu UV-1601 PC) no comprimento de 

onda () igual a 550 nanômetros (nm). Para cada amostra foram realizadas 3 leituras. 

4.2.2 Influência de sais inorgânicos à atividade relativa do complexo quitinolítico 

As mesmas condições descritas no item 4.2.1 foram utilizadas nesta análise. 

Entretanto, acrescentou-se na solução tampão os sais inorgânicos (CuSO4, FeSO4, MgSO4, 

MnSO4, NiSO4, ZnSO4) para uma concentração final de 1.0 mM, 2.0 mM e 5.0 mM. As 

leituras foram realizadas nos intervalos de incubação (0, 1, 2 e 4 horas) e a variação no valor 

da absorbância foi utilizada para quantificar a atividade enzimática. O controle negativo foi 

realizado com amostra inoculada e incubada sob as mesmas condições, sem a adição de sais 

na solução tampão.  

4.2.3 Potencial bioativo do complexo quitinolítico produzido pela linhagem ASBV-1T, 

frente a germinação conidial de Botrytis cinerea  

O filtrado da cultura de ASBV-1T, foi particionado por meio do Kit Amicon Ultra-0,5 

Centrifugal Filters for Protein Purification and Concentration (Merck-Millipore), conforme 

descrições do fabricante. Foram utilizadas membranas seletoras às frações de tamanho ≥ 100 

kDa, ≥ 50 kDa, ≥ 30 kDa e ˂ 30 kDa. O extrato enzimático foi filtrado sequencialmente (100 

kDa para 30 kDa) e as frações retidas foram armazenadas a -20°C. O ensaio bioativo foi 

realizado em meio BDA contendo 1x108 conídios.ml-1 do fitopatógeno, acrescidos em meio 

de cultivo fundente (~ 45°C). Após solidificação do meio, papéis de filtro esterilizados (0,5 

mm de diâmetro) foram colocados sobre o meio e utilizados como suporte à inoculação de 10 

L do filtrado particionado. As placas foram incubadas por 10 dias, a 15°C. O potencial 

bioativo foi verificado por meio da formação de halo de inibição à germinação conidial. 

4.3 Potencial bioativo “in vitro” da linhagem Streptomyces ASBV-1T, contra o 

crescimento de Botrytis cinerea  

A linhagem ASBV-1T foi estriada, em meio de cultivo BDA e incubada por 96 horas, 

a 28 °C. Em seguida, um plug (0,5 X 0,5 cm de diâmetro), retirado de placas de cultivo puro 

de B. cinerea, foi inoculado a 3 cm da borda da placa contendo a linhagem ASBV-1T. As 

placas foram incubadas a 16°C e avaliadas visualmente após o crescimento micelial. 
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4.3.1 Produção e extração de metabólitos secundários  

A linhagem ASBV-1T (1x106 u.f.c.) foi inoculada em 10 L de caldo Batata Dextrose 

– BD (ANEXO A) e incubada sob agitação constante (180 rpm), a 28°C, por 10 dias. Os 

metabolitos secundários foram extraídos segundo Canova et al. (2010), a partir do filtrado da 

cultura (pH 3,0), utilizando acetato de etila como solvente extrator. O conteúdo foi reduzido 

em rota evaporador (R-250/B490, Buchi/Schweiz), 90 rpm, a 45°C. O extrato bruto (~320 

mg) foi empregado nos ensaios de bioatividade e caracterização química, descritos 

posteriormente.  

4.3.1.1 Atividade dos biocompostos “in vitro” e “in vivo” 

Às avaliações “in vitro”, uma suspensão conidial de B. cinerea (1x108 conídios.ml-1) 

foi inoculada em 10 ml de caldo BD, contendo extrato bruto da linhagem ASBV-1T (0.1, 0.5 e 

1.0 mg.ml-1). O controle positivo foi realizado a partir da inoculação da suspensão conidial em 

caldo BD, contendo fungicida comercial Cercobin 500 SC (0.1, 1.0 e 5.0 mg.ml-1).  O 

controle negativo foi realizado a partir da inoculação da suspensão conidial em caldo BD. 

Todas as amostras foram incubadas sob agitação constante (180 rpm), a 16°C. Alíquotas de 

100 L foram retiradas de cada tratamento, nos intervalos (4, 8, 12, 16 horas) de incubação. O 

percentual de germinação foi determinado, a partir da observação do desenvolvimento do tubo 

germinativo, por microscopia ótica (aumento de 400x). Apenas os conídios apresentando 

tubos germinativos “verdadeiros” (o dobro do tamanho do conídio) foram considerados como 

germinação positiva. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Os resultados obtidos 

foram submetidos à análise estatística e avaliação de concentração de dose letal (LC50), 

utilizando como suporte os softwares ASSISTAT versão 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2002), e 

SAS, respectivamente.   

As avaliações “in vivo” foram realizadas em condições de armazenamento (15°C), 

utilizando morangos comerciais frescos (cv. Oso Grande). Os pseudofrutos foram submetidos 

a prévia desinfestação superficial (ZUCCHI et al., 2008). O extrato bruto foi solubilizado em 

Dimetilsulfoxido (DMSO). Os tratamentos consistiram na imersão dos pseudofrutos em 

suspensão celular de ASBV-1T (1x106 celulas.ml-1) ou extrato bruto de ASBV-1T (0.01, 0.1 e 

1.0 mg.ml-1), seguido da aspersão de suspensão conidial (1x108 conidios.ml-1) de B. cinerea. 

Os tratamentos controles foram realizados mediante i) avaliação de pseudofrutos sem 

procedimento de desinfestação superficial; ii) eficiência do procedimento de desinfestação; 

iii) colonização do patógeno em pseudofrutos desinfestados; iv) efeito do solvente DMSO à 
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germinação conidial; v) efeitos da linhagem ASBV-1T sob os pseudofrutos. O experimento foi 

realizado em triplicata, utilizando 6 pseudofrutos para cada tratamento. 

4.3.1.2 Caracterização química dos compostos bioativos presentes no extrato bruto de 

Streptomyces ASBV-1T  

As análises cromatograficas semipreparativas (HPLC/UV) foram conduzidas 

segundo Crevelin et al., (2013), por meio de coluna C18 Shim-pack Shimadzu (250 x 4,6 mm, 

5 m). Os parâmetros de eluição seguiram: 30 minutos de gradiente 20-100% metanol/água, 

10 minutos de 100% metanol, em fluxo contínuo de 0.8 ml.minuto-1. O monitoramento dos 

compostos foi realizado nos  270 e 340 nm. Posteriormente, o extrato bruto foi fracionado 

em modo preparativo (HPLC/UV), por meio de coluna C18 Shim-pack Shimadzu (250 x 20 

mm, 5m), em fluxo contínuo de 14.0 ml.minuto-1, seguindo os mesmos parâmetros de 

eluição descritos anteriormente. O perfil químico das frações obtidas foi analisado por meio 

de cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), em placas de alumínio pré-

fabricadas (Merck), contendo como fase estacionária sílica gel 60 F254. A fase móvel foi 

composta por mistura de hexano/acetato de etila (2:8; v/v). As frações que apresentaram perfil 

químico semelhante foram agrupadas. Em seguida, o potencial bioativo das frações foi 

avaliado por meio de ensaio “in vitro” contra B. cinerea. As frações (10 L) foram suportadas 

separadamente, por discos de papel de filtro esterilizados, em meio de cultivo BDA, contendo 

esporos do fitopatógeno (1x108 conídios.ml-1). A suspensão de esporos foi acrescida ao meio 

de cultivo fundente, para distribuição homogênea (BDA ~45°C). O controle negativo foi 

realizado por meio de discos de papel contendo 10 L de metanol 100%. As placas foram 

incubadas a 15°C, o potencial bioativo foi aferido por meio da formação de halo sob a 

germinação conidial. 

O extrato bruto e as demais frações bioativas foram analisados através de seus íons 

precursores (UPLC/MS), em equipamento ACQUITY UPLC H-Class Xevo® TQ-S (Waters 

Corporation, Milford, MA, USA), com uma fonte de ionização Z-spray, modo Full Scan. A 

análise inicial do extrato bruto, consistiu na injeção de 3 L de amostra em coluna C18 

ACQUITY-BETH (2.1 x 50 mm; 1.7 m), fase móvel A composta por H2O + 10 mM de 

acetado de amônio e fase móvel B de metanol. O parâmetro de eluição aplicado consistiu em 

5 minutos de gradiente 75-97% metanol, seguido de 5 minutos em 97% metanol, em fluxo 

contínuo de 0.3 ml.minuto-1. As análises foram realizadas em modo positivo e negativo, 

voltagem do capilar 3.2 kV, voltagem do cone 40 V, temperatura da fonte 150°C e 

temperatura de dessovatação do gás N2 300°C (faixas de massa entre m/z 250-1200). As 
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frações bioativas foram analisadas, em modo Full Scan, via inserção direta (ID/MS). As 

análises decorreram nas condições: voltagem da fonte ESI 4.0 kV, voltagem do capilar cone 

47.96 V, fluxo de gás 0.09 Lpm e temperatura do gás cone 270°C (faixa de massa entre m/z 

500-1500). O espectro de massa resultante da fragmentação dos íons alvo (MS/MS) foi obtido 

por meio de indução da dissociação ativada por colisão (CAD), utilizando gás Ar como fonte 

de energia. A energia de colisão aplicada variou de 10-50 eV.  

4.3.1.3 Compostos bioativos – Curva de produção, influência de sais inorgânicos e 

geração de biomassa 

A linhagem ASBV-1T (1x106 u.f.c.) foi crescida em 50 ml de caldo BD, sob agitação 

constante (180 rpm), a 28°C, por 20 dias. A cinética de produção dos compostos de interesse 

foi avaliada por meio de alíquotas de 1 ml retiradas nos intervalos 0, 1, 3, 5, 7, 10, 15 e 20 

dias de cultivo. Os metabólitos foram extraídos e analisados por UPLC/MS, conforme 

descrições anteriores. A produção relativa foi avaliada por meio da relação entre a intensidade 

da área dos sinais. Os resultados permitiram correlacionar o tempo de incubação com a 

produção dos compostos bioativos. Posteriormente, um segundo experimento foi realizado, 

avaliando a influência da adição de sais inorgânicos sob a produção de biomassa da linhagem 

ASBV-1T, bem como a produção dos compostos de interesse. Para isso, o caldo BD foi 

suplementado com CuSO4, FeSO4, MgSO4, MnSO4 ou ZnSO4, nas concentrações 1.0 mM, 

2.0 mM e 5.0 mM, sob as mesmas condições de incubação, durante 5 dias. A produção dos 

biocompostos foi determinada pela análise do extrato em UPLC/MS, conforme descrições em 

4.3.1.2. Ao final do experimento, a cultura foi centrifugada (7000 rpm; 20 minutos), realizou-

se o descarte do sobrenadante e o conteúdo celular foi liofilizado para obtenção do peso seco 

das amostras sob a influência dos sais. O controle negativo foi realizado inoculando a 

linhagem ASBV-1T (1x106 u.f.c.) em caldo BD, sem adição de sal. Os ensaios foram 

realizados em triplicatas. 

4.4 Taxonomia polifásica da linhagem ASBV-1T 

4.4.1 Análise filogenética do gene 16S rRNA 

A posição filogenética da linhagem ASBV-1T foi determinada pela análise do gene 

16S rRNA. O DNA genômico foi extraído da biomassa crescida em caldo Glicose Extrato de 

Levedura – GYE, durante 10 dias a 28°C. A amplificação do gene 16S rRNA foi efetuada em 

reação PCR segundo procedimento descrito por Kim et al. (2012). O amplicon resultante foi 

sequenciado e alinhado manualmente contra as sequências correspondentes de espécies tipo 

do gênero Streptomyces, obtidas no banco de dados EzTaxon (CHUN et al., 2007), aplicando-
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se o software MEGA5 (TAMURA et al., 2011). As árvores filogenéticas foram inferidas 

utilizando os algoritmos evolutivos de máxima-verossimilhança (FELSENSTEIN, 1981), 

máxima-parsimônia (FITCH, 1971) e “neighbour-joining” (SAITOU; NEI, 1987) desenhadas 

nos programas MEGA5 (TAMURA et al., 2011) e PHYML (GUINDON; GASCUEL, 2003). 

O modelo de Jukes e Cantor (1969) foi utilizado para gerar a matriz de distância para o 

algoritmo de “neighbour-joining”. As topologias das árvores resultantes foram avaliadas por 

análise de pseudo-replicação (“bootstrap”; FELSENSTEIN, 1985) do método de “neighbour-

joining” baseada em 1000 replicações utilizando o programa MEGA5. Streptomyces albus 

subs. albus (AJ6216022) e Streptacidiphilus albus (AF074415) foram utilizadas como grupo 

externo. 

4.4.2 Hibridização 

 
Os valores de reassociação DNA-DNA (ΔTm) entre a linhagem ASBV-1T e as 

espécies filogeneticamente mais próximas foram determinados utilizando técnica 

fluorimétrica (GONZALES; SAIZ-JIMENEZ, 2005). A temperatura ótima de renaturação 

(Tor) foi determinada a partir de Tor = 0.51(%GC) + 47. A temperatura de melting (Tm), onde 

50% das fitas duplas iniciais de DNA tornam-se fitas simples em decorrência da desnaturação 

térmica, foi calculada entre as combinações genômicas dos micro-organismos: ASBV-

1T/ASBV-1T, ASBV-1T/Streptomyces albolongus (NRRL B-3604T), ASBV-1T/S. 

celluloflavus (NRRL – 2493T) e ASBV-1T/S. cavourensis subsp. cavourensis (NBRC 

13026T), obtendo-se a variável de hibridização (Tm). Os ensaios foram realizados em 

triplicatas e duas repetições.  

4.4.3 Quimiotaxonomia 

O perfil quimiotaxonômico apresentado pela linhagem ASBV-1T, foi comparado 

com os perfis determinados aos micro-organismos do gênero Streptomyces. Procedimentos 

padrões foram aplicados para determinação dos isômeros do ácido diaminopimélico (A2pm; 

STANECK; ROBERTS, 1974), tipo de ácido murâmico (UCHIDA et al., 1999), 

predominância de menaquinona (MINNIKIN et al., 1984). Os ácidos graxos do isolado e das 

demais linhagens tipo S. albolongus, S. cavourensis subsp. cavourensis e S. celluloflavus 

foram metilados e analisados por cromatografia gasosa (Hawllet Packard 6890), utilizando o 

sistema padrão Sherlock Microbial Identification (MIDI), analisados pela plataforma 

ACTINO versão 5.0 (SASSER, 1990). A composição genômica (%MolG+C) foi determinada 
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através de ensaios em triplicata e duas repetições, conforme descrição de Gonzales e Saiz-

Jimenez (2005).  

4.4.4 Características culturais, morfológicas, fenotípicas e bioquímicas 

As linhagens foram crescidas em meio de cultivo padrão International Streptomyces 

Project – [ISP 1-7 (ANEXO A)] para análise comparativa de suas características culturais. As 

placas foram mantidas a 28 °C e avaliadas após 10 dias de incubação. A observação por 

microscopia eletrônica de varredura – MEV, foi realizada no Departamento de Fitopatologia e 

Nematologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em equipamento Field 

Emission Scanning Electron Microscope (LEO 982 Zeiss Leica), segundo as descrições de 

O'Donnell et al. (1993), e deu-se a partir do crescimento da linhagem ASBV-1T em meio de 

cultivo BDA por 20 dias, a 28oC. As linhagens foram avaliadas com relação à capacidade de: 

i) crescimento nas faixas de pH 4,0-10,0 [Tampão fosfato (ANEXO A)] e salinidade (NaCl 1-

7% p/v) em meio de cultivo Glicose Extrato de Levedura Ágar – GYEA; ii) resistência a 

antibióticos – ácido nalidíxico (10 g/mL), canamicina (10 g/mL), novobiocina (10 g/mL), 

penicilina  (20 g/mL), rifampicina (10 g/mL) e estreptomicina (16 g/mL); iii) crescimento 

em diferentes fontes de carbono – adonitol (1,0%), L(+) arabinose (1,0%), D(+) celubiose 

(1,0%), dextrina (1,0%), meso-erythritol (1,0%), D(+) frutose (1,0%), D(+) galactose (1,0%), 

glicerol (1,0%), glicogênio (1,0%), meso-inusitol (1,0%), α-lactose (1,0%), maltose (1,0%), 

D(+) manitol (1,0%), D(+) manose (1,0%), sorbitol (1,0%) e D(+) xylose (1,0%) em 

International Streptomyces Project-9 (ANEXO A); e iv) degradar diferentes compostos 

carbônicos – caseína (0,5%), celulose (1,0%), guanina (0,4%), hipoxantina (0,4%), pectina 

(0,4%), L-tirosina (0,4%), xantina (0,4%), xilano (0,4%), amido (0,1%), tributyrin (1,0%), 

ácido oxálico (0,2%), L(+) ácido latico (0,2%) ácido úrico (0,5%) e ácido málico (0,2%) em 

meio GYEA, gelatina (0,4%) em meio de Gordon (GORDON et al., 1974; ANEXO A) e 

tween 20, 40, 60 e 80 (1,0%) em meio Sierra (SIERRA, 1957; ANEXO A). As placas foram 

inoculadas com 3,0 L de suspensão celular (1x106 u.f.c), incubadas a 28 °C por até 21 dias. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Potencial quitinolítico da linhagem Streptomyces ASBV-1T 

A linhagem ASBV-1T mostrou-se como uma potencial produtora de quitinase, por 

meio da formação de um halo de 2 cm ao redor da colônia. A degradação do substrato 

incorporado pode ser evidenciada a partir do 10° dia de incubação, através de coloração da 

cultura em solução de iodo. 

5.2 Curva de produção enzimática, influência de pH e temperatura à atividade relativa 

do complexo quitinolítico 

Os ensaios enzimáticos realizados a partir do filtrado da cultura de ASBV-1T, 

demonstraram que a linhagem apresentou seu ponto máximo de expressão, com relação à 

produção de enzimas quitinolíticas nas condições avaliadas, entre o quinto e sétimo dia de 

cultivo, Figura 1A. A temperatura ótima à atividade do complexo enzimático é 30°C, 

conforme Figura 1B, apresentando maior eficiência à degradação de quitina, em meio 

alcalino, nos intervalos de pH 8.6 e pH 10.0, Figura 1C.  



 40 

0

20

40

60

80

100

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8

A
ti

v.
 E

n
zi

m
át

ic
a 

R
el

at
iv

a 
(%

)

Período Amostral

A

Curva de Produção

A
ti

v.
 E

n
zi

m
át

ic
a 

R
e

la
ti

va
 (

%
)

Temperatura de Incubação (°C)

B
0

20

40

60

80

100

20 30 40 50 60

Temperatura Ótima

0

20

40

60

80

100

3.0 3.6 4.0 4.6 5.0 5.6 6.0 6.6 7.0 7.6 8.0 8.6 9.0 9.6 10.0 10.6

A
ti

v.
 E

nz
im

át
ic

a 
R

el
at

iv
a 

(%
)

Potencial Hidrogeniônico

C

pH Ótimo

 
Figura 1 – Ensaio enzimático realizado a partir do filtrado da cultura ASBV-1T; A) Curva de produção 

enzimática; B) Temperatura ótima; C) pH ótimo 
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5.2.1 Influência da adição de sais inorgânicos sob o complexo quitinolítico produzido 

pela linhagem Streptomyces ASBV-1T 

A adição de sais inorgânicos pode atuar de forma positiva, negativa ou neutra à 

atividade enzimática quitinolítica. O complexo enzimático metabolizado pela linhagem 

ASBV-1T apresentou correlação positiva, sob a degradação do substrato disponibilizado, na 

presença de: CuSO4, MgSO4 e NiSO4. Houve um aumento da atividade relativa equivalente a 

10,1% (CuSO4 – 1.0 mM), 13,5% (MgSO4 – 2.0 mM) e 18,0% (NiSO4 – 5.0 mM). A adição 

de FeSO4 e ZnSO4, nas condições e concentrações aplicadas, não resultou pronunciadamente 

a atividade enzimática. Nota-se que a adição de MnSO4 apresentou correlação negativa à 

atuação enzimática, reduzindo significativamente a degradação do substrato,  conforme 

demostrado na Tabela 1. 

Tabela 1 – Influência de sais inorgânicos à atividade relativa do complexo enzimático quitinolítico produzido 
pela linhagem ASBV-1T 

Concentrações Sais inorgânicos  

  CuSO4 FeSO4 MgSO4 MnSO4 NiSO4 ZnSO4 

1 mM 110,1 92,2 100 54,3 95,3 93 

2 mM 108,1 100 113,5 82 112,6 104,5 

5 mM 102,7 84,7 107,2 46,8 118 90,1 
* Controle relativo = 100 

5.2.2 Potencial bioativo do complexo quitinolítico produzido pela linhagem ASBV-1T, 

frente a germinação conidial de Botrytis cinerea 

O potencial bioativo “in vitro” das frações (≥ 100 kDa, ≥ 50 kDa, ≥ 30 kDa e ˂ 30 

kDa), obtidas por meio do particionamento do filtrado da cultura de ASBV-1T, foi 

determinado a partir do 5° dia de incubação, através da formação de halo de inibição pela 

fração correspondente às proteínas de tamanho equivalente ou superior  a 100 kDa, Figura 2. 
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Figura 2 – Avaliação do potencial bioativo “in vitro”, das frações derivadas do particionamento do filtrado da 

cultura ASBV-1T, à germinação conidial de B. cinerea em meio de cultivo BDA 

5.3 Potencial bioativo “in vitro” da linhagem Streptomyces ASBV-1T, contra o 

crescimento de  Botrytis cinerea  

A linhagem ASBV-1T demonstrou-se eficiente à inibição do crescimento “in vitro” 

do fitopatógeno B. cinerea. O teste de antagonismo resultou em uma zona de inibição de 

aproximadamente 2.5 cm. A aplicação dos metabólitos secundários (1.0 mg/ml-1), resultantes 

da extração do filtrado da cultura ASBV-1T (teste de antibiose), também mostrou-se eficiente 

à inibição, apesar de apresentar uma zona de inibição menor do que a evidenciada 

anteriormente, conforme Figura 3A e B.  
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Figura 3 – Potencial bioativo “in vitro” da linhagem ASBV-1T, ao crescimento de B. cinerea. A) Ensaio de 

antagonismo; B) Ensaio de antibiose (Extrato bruto 1.0 mg.ml-1) 
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5.3.1 Atividade dos biocompostos “in vitro” e “in vivo” 

A ação do extrato bruto metabolizado pela linhagem ASBV-1T, sob a germinação 

conidial de B. cinerea “in vitro” foi equivalente a ação exercida pelo antifúngico comercial 

Cercobin 500 SC, aplicado como controle positivo de inibição. Pode-se observar a 

diferenciação de ambos os tratamentos em relação ao controle de germinação ao longo das 16 

horas de avaliação. Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram o percentual de 

germinação conidial e a análise estatística comparativa entre os tratamentos, por meio de 

Tukey (p ˂ 0.05). Apesar de não haver diferenciação significativa, entre a ação bioativa do 

antifúngico comercial e do extrato bruto, a análise de dose letal (LC50) demonstrou que o 

Cercobin 500 SC, exerce sua capacidade de controle em concentrações menores do que as 

exigidas pelo extrato bruto, sendo: 0.123 mg.ml-1 e 0.262 mg.ml-1, respectivamente.  

Tabela 2 – Germinação conidial de Botrytis cinerea (CCMA 1122) em caldo BD, suplementado por extrato bruto 
de ASBV-1T e Cercobin 500 SC 

Tempo (h) 
Cercobin 500 (mg.ml-1) Extrato bruto (mg.ml-1) 

Controle 
0.1 1.0 5.0 0.1 0.5 1.0 

4 2.0 b 1.0 b 1.7  b 1.0 b 1.0 b 0.3 b 6.7 a 

8 19.0 ab 10.7 bc 8.0 bc 11.0 bc 8.3 bc 1.7 c 25.7 a 

12 38.3 b 18.3 cd 21.7 cd 26.0 bc 21.7 cd 8.3 d 62.0 a 

16 38.3 bc 20.7 d 20.0 d 50.3 b 26.3 cd 22.0 cd 73.3 a 
Nota: As letras iguais entre os tratamentos significam a não diferenciação estatística, por análise de Tukey (p < 0.05) 

O ensaio “in vivo”, em condições de armazenamento, demonstrou a alta incidência 

do fitopatógeno B. cinerea em morangos comerciais, juntamente com a eficiência do 

procedimento de desinfestação aplicado (Figura 4 A e B, respectivamente). A virulência do 

inóculo de B. cinera (CCMA 1122) aplicado no ensaio, o efeito da linhagem ASBV-1T aos 

pseudofrutos e a não influência do solvente DMSO à germinação inóculo, pode ser observada 

na Figura 4 C–E. A suspensão celular da linhagem ASBV-1T não foi eficiente no controle da 

infestação do patógeno, porém os tratamentos contendo o extrato bruto (1.0 e 0.1 mg.ml-1) 

apresentaram grande redução à média de pseudofrutos infestados, Figura 4 F–H (Tukey; p < 

0.05), respectivamente. O tratamento contendo o extrato bruto na concentração 0.01 mg.ml-1 

não foi eficaz no controle da infestação de B. cinerea, apresentando similaridade com os 

índices do tratamento de controle de infestação do inóculo (Figura 4 I).  
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Figura 4 – Ensaio “in vivo” realizado em pseudofrutos de morangueiro em condições de armazenamento. Dia zero (início do experimento); Dia 5 (final do experimento) e 

Análise estatística dos resultados  

Legenda – A) pseudofruto sem desinfestação (in natura); B) controle da desinfestação; C) controle da virulência do patógeno; D) efeito da linhagem ASBV-1T aos 

pseudofrutos; E) efeito do solvente DMSO sob a germinação conidial; F) interação entre a linhagem ASBV-1T e B. cinerea; G–I) efeito do extrato bruto 1.0, 0.1 e 0.01 mg.ml-

1, respectivamente) no controle do patógeno. Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0.05) 
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5.3.2 Caracterização química dos compostos bioativos presentes no extrato bruto de 

Streptomyces ASBV-1T  

As condições cromatográficas aplicadas demonstraram-se eficientes à separação dos 

constituintes químicos do extrato bruto metabolizado pela linhagem ASBV-1T (Figura 5). O 

de 270 nm possibilitou uma maior resolução e consequentemente apresentou uma maior 

diversidade de compostos. Os compostos majoritários, evidenciados nos tempos de retenção 

(TR) entre 7-15 minutos apresentaram perfil químico de caráter mais polar.  

 
Figura 5 – Perfil químico do extrato bruto da linhagem ASBV-1T – HPLC/UV modo analítico 
 

As condições cromatográficas aplicadas ao fracionamento por HPLC/UV preparativo 

possibilitaram a obtenção de 53 frações com aproximadamente 10 mL cada. A avaliação “in 

vitro” demonstrou que as frações 42 e 43 (FR 42 e FR 43) apresentam bioatividade 

pronunciada contra B. cinerea (Figura 6). Essas frações foram selecionadas e submetidas a 

análises subsequentes para a elucidação estrutural. 

 
Figura 6 – Halo de inibição à germinação conidial de B. cinerea “in vitro”. FR 42 e FR 43, frações obtidas pelo 

fracionamento do extrato bruto da linhagem ASBV-1T em HPLC/UV preparativo 
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Análises por cromatografia de camada delgada comparativa – CCDC demonstraram 

que as FR 42 e FR 43 apresentam grande similaridade em relação ao perfil químico. Com isso, 

as mesmas foram agrupadas e denominadas como fração reunida – FR ASBV-1. Logo, essas 

frações foram submetidas à análise de Ionização por Electrospray – ESI/MS em modo Full 

Scan via Inserção Direta – DI/MS. A Figura 7 demonstra o espectro de massas obtido.  
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Figura 7 – Espectro de massas obtido pela Ionização por Electrospray por Inserção Direta da fração reunida FR 

ASBV-1 

A análise do espectro de massas, apresentado na Figura 7, revelou um conjunto de 

picos majoritários na faixa de m/z 750 e 850, além de um pico relativamente considerável 

entre a faixa de m/z 1100 e 1300. Os picos majoritários apresentaram, entre eles, uma 

diferença regular equivalente a 14 unidades de massa (-CH2-), evidenciando que tais 

compostos pertencem á mesma classe química de uma série homóloga.  

Os espectros de UPLC/MS da FR ASBV-1 (Figura 8) demonstraram que a 

metodologia aplicada correspondeu de forma eficiente à separação dos compostos de 

interesse, de modo que os íons de m/z 768, m/z, 782, m/z 796 e m/z 810 apresentaram perfis 

químicos semelhantes com pequenas diferenças em seus tempos de retenção. Por outro lado, o 

íon de m/z 1128 apresentou um perfil químico diferente, com característica de um composto 

mais apolar. Com as informações obtidas foi possível constatar que os compostos na faixa de 

m/z 750-850 apresentaram-se como adutos de H+ (m/z 751, m/z 765, m/z 779 e m/z 793), NH4
+ 

(m/z 768, m/z 782, m/z 796, m/z 810), Na+ (m/z 773, m/z 787, m/z 801, m/z 815) e K+ (m/z 789, 

m/z 803, m/z 817, m/z 831), uma vez que a diferença de massa entre os picos foram de 5, 16 e 

22 unidades de massa (u).  
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Figura 8 – Espectros de UPLC/MS da fração reunida (FR ASBV-1)  
Legenda – A) Cromatograma de Corrente Iônica Total – TIC da fração reunida FR ASBV-1; B-F) 
Cromatograma de Íons Extraídos – EIC dos íons de m/z 768, 782, 796, 810 e 1128, respectivamente 

Assim, com intuito de caracterizar os compostos de interesse, os íons adutos de sódio 

de m/z 787 [M + Na+] e m/z 815 [M + Na+] foram selecionados e submetidos aos 

experimentos de fragmentação por dissociação ativada por colisão – CAD. Os espectros 

obtidos por meio do monitoramento dos íons produtos estão apresentados na Figura 9. 

A

B

 

Figura 9 – Espectro de Íons Produto – CAD. Íons adutos de sódio A) m/z 787 e B) m/z 815 

 
O padrão de fragmentação, apresentado no espectro de íons produtos, demonstrou 

sucessivas perdas neutras referentes a 184 e 198 u. Tais perdas correspondem aos fragmentos 
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de Ácido-2-(5-aliltetrahidofurano-2-il)-propanóico (C10H16O3) e Ácido-2-[(5-(but-2-en-1-

il)tetrahidrofurano-2-il)]-propanóico (C11H18O3), respectivamente. Confrontando os dados 

obtidos, frente a informações disponíveis em literatura (VINCENTIN et al., 1990), foi 

possível identificar o primeiro grupo de compostos bioativos selecionado (m/z 768, m/z 782, 

m/z 796 e m/z 810), presente no extrato bruto da linhagem ASBV-1T como  pertencente a 

classe dos macrotetralídeos, sendo eles: monactina, dinactina, trinactina e tetranactina, 

respectivamente (Figura 10). 

Monactina
C41H66O12

R1 = CH2-CH3

R2 = CH3

R3 = CH3

R4 = CH3

Dinactina
C42H68O12

R1 = CH2-CH3

R2 = CH3

R3 = CH2-CH3

R4 = CH3

Trinactina
C43H70O12

R1 = CH2-CH3

R2 = CH2-CH3

R3 = CH2-CH3

R4 = CH3

Tetranactina
C44H72O12

R1 = CH2-CH3

R2 = CH2-CH3

R3 = CH2-CH3

R4 = CH2-CH3  
Figura 10 - Estrutura química dos macrotetralídeos produzidos pela linhagem ASBV-1T  

O metabólito presente na faixa de m/z 1100-1200 da FR ASBV-1 (Figura 7) também 

foi identificado pela metodologia descrita anteriormente. A avaliação realizada demonstrou 

que os demais picos presentes nessa mesma faixa de massa, referem-se aos íons adutos de H+ 

(m/z 1111), Na+ (m/z 1133), NH4
+ (m/z 1128) e K+ (m/z 1149). Neste sentido, o íon aduto de 

amônio, apresentando m/z 1128 [M + NH4
+] foi submetido ao experimento de CAD (Figura 

11) na tentativa de identificação estrutural deste composto. 

 
Figura 11 – Espectro de íons produtos do íon precursor de m/z 1128. Hiv = ácido 2-hidróxi-isovalérico; Lac = 

ácido lático e Val = valina  

Com relação ao íon de m/z 1128, os experimentos de CAD (Figura 11) indicaram 

sucessivas perdas neutras, equivalentes a 99, 72 e 100 u, como também perdas alternadas 
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destas mesmas unidades de massa. Tais perdas são referentes aos resíduos peptidólicos de 

valina (Val-H20; 99 u), ácido lático (Lac-H20; 72 u) e ácido 2 Hidroxi–isovalérico (Hiv-H2O; 

100 u), pertencentes ao composto dodecadepsipeptídeo, conhecido comercialmente como 

valinomicina (GRESE; CERNY; GROSS, 1989; NGOKA; GROSS, 2000). A estrutura 

química é ciclo [-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hiv)-]3, sendo composta de massa exata equivalente 

a 1110, conforme Figura 12. 
 

Valinomicina
C54H90N6O16  

Figura 12 – Estrutura química da valinomicina 

 
5.3.3 Compostos bioativos – Curva de produção, influência de sais inorgânicos e geração 

de biomassa  

A avaliação sob a cinética de produção dos compostos bioativos: monactina, 

dinactina, trinactina e tetranactina metabolizados pela linhagem ASBV-1T (Figura 13) 

demonstrou que a produção máxima de monactina ocorreu após 7 dias de incubação; 

enquanto que 10 dias foram necessários para a produção máxima de dinactina e trinactina, 

sendo que tetranactina só atingiu seu pico de produção no 15° dia. O monitoramento à 

expressão de valinomicina demonstrou que sua produção máxima ocorreu durante o 6° dia de 

cultivo. 

 1 
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Figura 13 – Curva de produção dos macrotetralídeos. Monitoramento realizado através de UPLC/IDMS 
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A suplementação do meio de cultivo (BD), com sais inorgânicos influenciou 

diretamente na produção dos compostos bioativos pela linhagem ASBV-1T (Tabela 4). A 

adição de CuSO4 e FeSO4, nas concentrações e condições avaliadas, inibiram completamente 

a expressão dos macrotetralídeos e reduziram drasticamente a expressão de valinomicina. 

Entretanto, MgSO4
 (2.0 mM) influenciou positivamente a produção dos macrotetralídeos 

(monactina, dinactina, trinactina e tetranactina). Além disso, o monitoramento realizado pelo 

UPLC/DI-MS demonstrou a aceleração da via metabólica responsável pela expressão dos 

macrotetralídeos. O ensaio foi realizado durante o quinto dia de cultivo e apresentou uma 

grande concentração de tetranactina, composto comprovadamente pertencente ao final da 

cadeia regular dos macrotetralídeos e pouco expresso durante o quinto dia de incubação, nas 

condições normais de cultivo (Figura 13). 

A adição de ZnSO4 ao meio de cultivo inibiu completamente a síntese dos 

macrotetralídeos. Entretanto, a suplementação do meio com ZnSO4 (1.0 mM) aumentou a 

produção de valinomicina em 116,7%.  

Tabela 4 – Produção relativa dos compostos de interesse sob a influência de sais inorgânicos. Monitoramento 
realizado através de UPLC/DIMS 

Sais Concentração Monactina Dinactina Trinactina Tetranactina Valinomicina 

C
uS

O
4 

1 mM - - - - - 

2 mM - - - - 1,3 

5 mM - - - - 1,6 

Fe
SO

4 

1 mM - - - - - 

2 mM - - - - - 

5 mM - - - - - 

M
gS

O
4 

1 mM 83,24 92 105,83 118,24 113,1 

2 mM 179,47 248,72 429,5 501,59 129,3 

5 mM 50,37 85,84 146,43 227,22 82,4 

M
nS

O
4 

1 mM 75,09 64,09 52,86 46,49 85,4 

2 mM 46,44 55,42 59,48 - 74,6 

5 mM 0,87 0,74 - - 47,2 

Zn
SO

4 

1 mM - - - - 216,7 

2 mM - - - - 66,2 

5 mM - - - - - 
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O crescimento da linhagem ASBV-1T foi diretamente influenciado pela adição de 

sais inorgânicos ao meio de cultivo. A suplementação por CuSO4 e FeSO4 (1.0, 2.0 e 5.0 mM) 

resultou na inibição completa do crescimento. Não houve correlação positiva, nas condições 

avaliadas, entre a adição de sais e crescimento da linhagem. Ou seja, a produção relativa de 

biomassa resultante do crescimento em meio suplementado por sais, esteve abaixo da 

produção relativa obtida no meio controle, conforme Figura 14. 

 
Figura 11 – Influência de sais inorgânicos à produção relativa de biomassa pela linhagem ASBV-1T 

 
5.4 Taxonomia polifásica da linhagem ASBV-1T  

5.4.1 Análise filogenética do gene 16S rRNA e hibridização 

A linhagem ASBV-1T (GenBank EU792889) formou uma linha filética distinta na 

periferia do subclado do gene 16S rRNA de Streptomyces celluloflavus. Esse status 

taxonômico foi suportado por um alto valor de suporte (93%) e também pelos demais 

algoritmos evolutivos avaliados (Figura 15). A linhagem ASBV-1T apresentou maior 

similaridade do gene 16S rRNA com a linhagem tipo de Streptomyces celluloflavus NRRL B-

2493T. Os dois organismos apresentaram uma similaridade de 99,4%, correspondente a 9 

nucleotídeos de diferença entre os 1447 sítios analisados. A similaridade da linhagem ASBV-

1T com as linhagens tipo de Streptomyces albolongus NRRL B-3604T e Streptomyces 

cavourensis subsp. cavourensis NBRC 13026 foi de 99,0%, equivalente a diferença de 14 e 

15 nucleotídeos entre os 1457 e 1458 sítios analisados, respectivamente. 
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Figura 15 – Relações filogenéticas (~1400 pb) do gene 16S rRNA entre a linhagem ASBV-1T e as linhagens 

tipo do gênero Streptomyces mais próximas baseadas no algoritmo evolutivo de “neighbour-
joining”. Estrelas indicam ramos da árvore que também foram recuperados nos algoritmos 
evolutivos de máxima-parsimonia e máxima verossimilhança; losangos brancos indicam ramos que 
foram recuperados usando o algoritmo evolutivo de máxima parsimônia. Números nos nós 
representam as porcentagens de suporte baseados na análise de "neighbour-joining" usando 1000 
pseudorepetições (apenas valores acima de 50% são apresentados). Barra: 0.005 substituiçôes por 
posicão nucleotídica 

 
As variações térmicas de dissociação (Tm) entre os DNAs genômicos da linhagem 

ASBV-1T e os DNAs híbridos preparados a partir de ASBV-1T/S. albolongus NRRL B-3604T, 

ASBV-1T/S. cavourensis subsp.  cavourensis NBRC-13026T e ASBV-1T/S. celluloflavus 

NRRL B-2493T foram 5.3, 10.1 e 6.8 °C, respectivamente (Figura 16). Tais valores 

correspondem respectivamente, a 63.5 ± 0.2, 39.8 ± 1.5 e 55.8 ± 0.7 % de similaridade entre 

as linhagens empregadas e a linhagem ASBV-1T. Os valores obtidos conferem com a 

recomendação: similaridade DNA–DNA < 70%, à determinação de uma nova espécie 

bacteriana (WAYNE et al., 1987). 
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Figura 16 – Desnaturação térmica de DNA genômico  
Legenda – Hibridização DNA/DNA ente linhagem ASBV-1T (linha sólida) e ASBV-1T com linhagens tipo 
Streptomyces mais próximas (linhas traçadas) 

 
5.4.2 Quimiotaxonomia 

As avaliações quimiotaxonômicas demonstraram que linhagem ASBV-1T apresenta 

predominância do isômero ácido LL-diaminopimélico, presença de ácido murâmico N-

acetilado e menaquinonas octahidrogenadas, contendo oito e nove unidades de isopreno (MK-

9 [H8] e MK-8 [H8]), na razão 19:5 e menores quantidades de MK-10 [H4] e MK-9 [H2], 

conforme Tabela 5, não sendo possível a caracterização dos açucares de parede celular do 

organismo. A constituição do DNA genômico (%G+C) da linhagem ASBV-1T, S. albolongus 

NRRL B-3604T, S. cavourensis subsp. cavourensis NBRC 13026T e S. celluloflavus NRRL B-

2493T foram de 79.6 ± 0.0, 72.0 ± 0.2, 71.4 ± 0.0 e 75.4 ± 0.1 %, respectivamente.  

Tabela 5 – Análise do perfil de menaquinonas da linhagem ASBV-1T e linhagens Streptomyces mais próximas 

Menaquinona Linhagens 

  1 2 3 4 

MK-8 (H4) - 10,29 2,5 5,29 

MK-8 (H8) 17,38 - 7,15 - 

MK-9 (H2) 5,34 - - 1,6 

MK-9 (H4) - - - 5,79 

MK-9 (H6) - - - 6,68 

MK-9 (H8) 65,39 65,53 56,35 35,45 

MK-10 (H4) 11,86 24,17 22 45,16 
Legenda – 1) ASBV-1T; 2) S. albolongus B-3604T; 3) S. cavourensis subsp. cavourensis F-7461T e 4) S. 

celluloflavus B-2493T 
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A composição dos ácidos graxos de membrana, da linhagem ASBV-1T e das 

linhagens Streptomyces mais próximas filogeneticamente, está apresentada na Tabela 6. 

Todas as linhagens apresentaram grande quantidade de C16:0 (13.4–31.4 %), C18:19c (15.5–

37.3 %) e características somadas de anteiso-C18:0/C18:26.9c (15.2–26.2 %). O isolado ASBV-

1T distingue-se por apresentar proporções elevadas de C16:0 (31.4 %) e C18:19c (37.3 %).  

Tabela 6 – Avaliação de ácidos graxos de membrana das linhagens Streptomyces 

Ácidos graxos (%) Linhagens  

  1 2 3 4 

C10:0 0.09 - - - 

iso-C12:0 - - 0.13 - 

C12:0 0.12 0.21 0.16 0.29 

iso-C13:0 - 0.14 0.12 - 

anteiso-C13:0 - - 0.43 - 

iso-C14:0 - 1.85 2.22 1.06 

C14:0 1.57 0.85 0.66 0.59 

iso-C15:0 - 10.12 3.42 5.15 

anteiso-C15:0 - 12.06 13.55 3.50 

iso-C16:1 H - 0.81 0.47 - 

C16:1 w6c/C16:1 w7c 6.72 1.72 1.27 3.28 

iso-C16:0 - 13.46 8.82 4.20 

anteiso-C16:0 - - 0.18 - 

C16:0 31.40 13.43 14.30 18.30 

anteiso-C17:1 w9c - 0.84 1.24 - 

C17:1 w8c 0.42 - - - 

iso-C17:0 - 2.62 1.24 2.72 

anteiso-C17:0 - 4.77 4.30 1.79 

cyclo- C17:0 - 4.13 1.34 2.53 

C17:0 0.15 - - - 

anteiso-C18:0/C18:2 w6,9c 17.60 15.21 24.02 26.24 

C18:1 w9c 37.26 15.49 20.52 25.45 

C18:0 4.67 0.52 0.65 1.06 

C20:1 w9c - - 0.20 0.44 
Legenda – 1) ASBV-1T; 2) S. albolongus B-3604T; 3) S. cavourensis subsp. cavourensis F-7461T e 4) S. 

celluloflavus B-2493T  
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5.4.3 Características culturais, morfológicas, fenotípicas e bioquímicas 

As características culturais da linhagem ASBV-1T e das linhagens Streptomyces mais 

próximas filogeneticamente foram descritas a partir do crescimento em meios ISP 1–7. O 

isolado ASBV-1T produz micélio de pigmentação amarelada e esporos de coloração branca 

em meio ISP–3. A disposição das hifas aéreas do isolado difere-se de uma cadeia curta e 

retilínea, para uma cadeia flexuosa de esporos, conforme Figura 17. 

 
Figura 17 – Electromicrografia de varredura da linhagem ASBV-1T, crescida em meio International 

Streptomyces Project-3, durante 15 dias, 28°C 

Com exceção ao meio ISP-5, a linhagem ASBV-1T apresentou bom crescimento nos 

demais meios ISP utilizados, evidenciando as diferenciações à produção de pigmentação em 

meio, coloração micelial e coloração dos esporos, entre a linhagem ASBV-1T e as linhagens 

Streptomyces mais próximas (Figura 18).  
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Figura 18 – Variações morfológicas entre as linhagens Streptomyces, crescidas em meio International 
Streptomyces Project (ISP 1–7)  

Legenda – 1) ASBV-1T; 2) S. albolongus B-3604T; 3) S. cavourensis subsp. cavourensis F-7461T; 4) S. 
celluloflavus B-2493T 

O ensaio fenotípico demonstrou que a linhagem ASBV-1T e as demais linhagens tipo 

Streptomyces avaliadas foram capazes de crescer, nas condições avaliadas, entre os intervalos 

de pH 4,0 e 10,0 e em presença de 1,0% de NaCl, são resistentes aos antibióticos penicilina G 

e ácido nalidixo, não degradam ácido lático, guanina e são capazes de degradar gelatina e 

utilizar frutose, galactose, glicerol, maltose, manose ou xylose como única fonte de carbono.  

Além disso, a linhagem ASBV-1T pode ser prontamente diferenciada das linhagens tipo mais 

próximas, pela sua susceptibilidade ao antibiótico canamicina, por sua inabilidade em 

degradar ácido oxálico e capacidade de crescer utilizando adonitol como única fonte de 

carbono. As demais diferenciações entre o isolado ASBV-1T e as demais linhagens podem ser 

observadas na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Diferenças fenotípicas entre a linhagem ASBV-1T e linhagens Streptomyces mais próximas                                                                                                                                  
(continua) 

Características Linhagens 

  1 2 3 4 

Antagonismo:         

Botrytis cinerea CMAA 1122 + + + - 

Fusarium oxysporum CMAA 1121 + + + - 

Pythium dissotocum CMAA 1206 + + + - 

Rhizoctonia solani CMAA 901 + - + - 

Sclerotinia sclerotiorum CMAA 1105 + + - + 

Sclerotium rolfsii CMAA 352 - + + - 

Potencial enzimático - 
APIZYM:         

Fosfatase ácida + + - + 

Fosfatase alcalina + - + + 

-quimotripsina + - + - 

Arilamidase cistina + + + - 

Esterase (C4) + - + + 

Lipase esterase (C8) + + - + 

-glucosidase + - + - 

-glucosidase + - + - 

-manosidase - - - + 

Naftol-AS-B1-fosfohidrolase - + - + 

Valina arilamidase + + + - 

Degradação:         

Caseína + + + - 

Quitina + + + - 

Hypoxantina - - + + 

Pectina + + + - 

Amido + + + - 

Tributyrim - - + - 
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Tabela 7 – Diferenças fenotípicas entre a linhagem ASBV-1T e linhagens Streptomyces mais próximas                                                                                                                             

(conclusão) 
 

Características Linhagens 

  1 2 3 4 

     

Tween 20 - + - - 

Tween 40 - + - - 

Tween 60 - + - - 

Tween 80 - + - - 

Ácido úrico + - + - 

Xantina + - + + 

Xylano + - + + 

Fonte de carbono:         

Adonitol + - - - 

L-arabinose + + + - 

Celubiose + + + - 

Dextrina + + + - 

Dulcitol + - - - 

meso-Erythritol + - - + 

Glicogênio + + + - 

myo-Inusitol + - + + 

Lactose + + + - 

Maltose + + + + 

Manitol + - + - 

Sorbitol + - + - 

Crescimento:         

3,0 NaCl (p/v) + + - + 

10°C + - + - 

37°C + - + - 

Legenda – 1) ASBV-1T; 2) S. albolongus B-3604T; 3) S. cavourensis subsp. cavourensis F-7461T; 4) S. 
celluloflavus B-2493T 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Linhagem ASBV-1T – Complexo enzimático quitinolítico 

Considerado o segundo polímero natural de maior abundancia, a quitina (-1,4-N-

acetilglucosamina) tem despertado atualmente, grande interesse por diferentes áreas 

tecnológicas. Durante muitos anos, a indústria pesqueira destinou este subproduto à aterros, 

oceanos e/ou incineradores, medida imprópria do ponto de vista econômico e ecológico 

(HALDER et al., 2012; KANDRA; CHALLA; JYOTHI, 2012). Estima-se que anualmente, 

cerca de 1x1011 toneladas de quitina são depositadas naturalmente nos leitos oceânicos. A 

ação microbiana deste ecossistema não permite o acúmulo do material (HALDER et al., 

2013). A biodegradação dá-se por meio da ação conjunta do complexo enzimático (quitinase 

– EC 3.2.1.14 e -N-acetilhexosaminidase – EC 3.2.1.52), denominado coletivamente como 

quitinases. 

As quitinases são amplamente empregadas para a obtenção de protoplastos fúngicos, 

isolamento proteico, formulados farmacêuticos a base de quitossacarídeos e como agentes 

biocontroladores de fungos fitopatogênicos e insetos pragas (HELDER et al., 2013). Algumas 

bactérias e fungos tais como: Aeromonas sp., Bacillus sp., Cellulomonas sp., 

Chromobacterium sp., Clostridium sp., Legionella sp., Listeria sp., Pseudomonas sp. Vibrio 

sp. e Streptomyces sp. apresentam capacidade de empregar quitina como fonte exclusiva de 

carbono e nitrogênio, tornando-os importante à ciclagem natural deste elemento, bem como 

potenciais agentes de controle biológico (BHATTACHARYA; NAGPURE; GUPTA, 2007; 

PARK; LEE; HARMAN, 2005). 

A linhagem ASBV-1T demonstrou o seu potencial quitinolítico nos ensaios “in 

vitro”, a partir da degradação do substrato incorporado ao meio de cultivo (1% quitina 

coloidal; BDA e BD). Os resultados apresentados à temperatura ótima, pH ótimo (Figura 1) e 

ativação enzimática por meio da adição de sais inorgânicos (Tabela 1) foram realizados de 

forma independente. Goel e Naseby (2007) relatam que a presença de sais e o pH do meio 

interferem diretamente na estabilidade térmica e atuação enzimática, havendo maior 

interferência à classe química do sal, do que pela concentração da solução. Portanto os 

resultados obtidos nos ensaios enzimáticos de ASBV-1T poderão apresentar variações, caso 

haja interação das condições experimentais.  

Jiang et al. (2012) também reportam correlação positiva à atividade quitinolítica, a 

partir de adição de MgSO4 e correlação negativa, a partir da adição de MnSO4 e ZnSO4. 
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Porém, os autores relatam redução da atividade enzimática relativa, na presença de CuSO4, 

dado divergente ao obtido em nossos experimentos.  

Quitinases metabolizadas por Streptomyces podem apresentar peso molecular 

variado entre 20 e 70 kDa. Acreditamos que a fração bioativa, à germinação conidial de 

Botrytis cinerea “in vitro”, descrita como ≥ 100 kDa (Figura 2), possa ser um agregado 

enzimático, incapaz de transpor a membrana seletora Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filters for 

Protein Purification and Concentration. A caracterização quitinolítica dependerá de ensaios 

específicos, como por exemplo: purificação (precipitação por sulfato de amônio), diálise 

(Tampão Tris-HCl 50 mM), separação (Coluna HiPrep QXL; Superdex 75 HR), e SDS 

PAGE, conforme descrição de Jiang et al. (2012). 

6.2 Linhagem ASBV-1T – Metabólitos secundários e biocontrole de Botrytis cinerea 

O gênero Streptomyces compõe-se de um grupo de micro-organismos 

conhecidamente descritos pela sua habilidade em metabolizar compostos bioativos de 

interesse biotecnológico. Dentre estes compostos, os macrotetralídeos apresentam-se como 

uma classe química de amplo espectro, tais como: antibacteriano, antifúngico, antitumoral, 

antiprotozoário, inseticida e imunossupressor (CALLEWEART et al., 1988; TANOUCHI; 

SHICHI, 1987; ZIZKA, 1998).  

O primeiro composto, pertencente a esta classe, foi isolado em meados dos anos 50 

(CORBAZ et al., 1955), e foi descrito como nonactina, curiosamente por não apresentar 

qualquer atividade antibiótica (KELLER-SCHIERLEIN; GERLACH, 1968). Os compostos 

monactina, dinactina, trinactina e tetranactina metabolizados pela linhagem Streptomyces 

ASBV-1T estão descritos atualmente como tetra ésteres cíclicos lipofílicos neutros e são 

derivados do ácido nonático e ácido homononático (REZANKA et al., 2004), os quais 

conferem à classe das nactinas seu caráter ionóforo (MARRONE; MERZ, 1992; 

PRESSMAM, 1976; STERERDING; KADENBACH, 1990). 

O monitoramento realizado sob a cinética do primeiro grupo de compostos, presente 

na FR ASBV-1, demostrou que monactina, dinactina, trinactina e tetranactina são resultados 

de uma mesma via metabólica apresentando sua expressão em forma de cadeia regular (Figura 

13). A estruturação química desses compostos ocorre a partir da substituição de um, dois, três 

e quatro radicais metil (CH3) por radicais etil (CH3-CH2) na estrutura base - nonactina (JANI; 

EMMERT; WOHLGEMUTH, 2007). Curiosamente, a nonactina, considerada precursora 

destes compostos não foi identificada em nossas análises.  
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Também isolada inicialmente a partir de culturas de Streptomyces (BROCKMANN; 

SCHMIDT-KASTNER, 1955), a valinomicina é descrita atualmente como um ciclo peptídeo 

de grande potencial bioativo, podendo ser empregada como antibacteriano (PARK et al., 

2008), inseticida, nematicida, antiviral e antitumoral (CHENG, 2006; RYOO et al., 2006). A 

estrutura química do composto dispõe de uma cavidade interna hidrofílica, a qual suporta a 

acomodação de íons K+ (EISENMAN, 1968; PRESSMAN, 1973), fator descrito como 

responsável à capacidade de transpor membranas plasmáticas (MARUYAMA et al., 2007). 

As cadeias externas de valina e ácido hidroxi-isovalérico determinam à estrutura química do 

composto seu caráter hidrofóbico. 

Os macrotetralídeos apresentam baixa toxicidade a animais e ao ambiente 

(COPPING; MENN, 2000), e são conhecidamente descritos como polinactinas, pela 

dificuldade encontrada em separar, isoladamente os compostos: monactina, dinactina, 

trinactina e tetranactina. A valinomicina, por sua vez, é reportada como um composto de 

toxicidade moderada à saúde humana (TEPLOVA et al., 2006). Zizka (1998) e Park et al. 

(2008) apresentam a concentração mínima inibitória (MIC) de tetranactina e valinomicina a 

24.0 e 4.0 g.ml-1, respectivamente. O extrato bruto da linhagem ASBV-1T utilizado nos 

experimentos, continha a proporção 13, 43, 32, 6 e 6 % de monactina, dinactina, trinactina, 

tetranactina e valinomicina, respectivamente, apresentando valores de MIC próximos a 100 

g.ml-1. Esta relação sugere que dinactina e trinactina apresentem baixa atividade antagônica 

à Botrytis cinerea, frente à atividade apresentada por tetranactina ou que os compostos 

competem pelos mesmos sítios de ligação, reduzindo a eficiência bioativa.  

Os experimentos demonstraram a efetividade destes biocompostos em controlar o 

crescimento do fitopatógeno B. cinerea, não havendo diferenciação estatística entre este 

agente bioativo e os agentes químicos utilizados atualmente como forma de controle à 

infestação do patógeno em culturas de morango. O emprego de suspensão celular da linhagem 

ASBV-1T, nos ensaios “in vivo” não resultou no controle da infestação, muito provavelmente 

por não haver tempo suficiente à colonização dos pseudofrutos pela linhagem. Em trabalho 

realizado anteriormente, Zucchi et al. (2008), reportaram a eficiência da linhagem ASBV-1T 

em controlar a infestação de Aspergillus parasiticus em grãos de amendoim, por meio de 

tratamentos curativos, onde a linhagem bioativa foi inoculada com 24 horas de antecedência 

ao patógeno. 

A influência dos sais inorgânicos à produção de compostos bioativos, bem como o 

impacto deste fator na biomassa final são informações pouco reportadas em trabalhos 

científicos, porém muito exploradas pela indústria biotecnológica. Neste trabalho podemos 



 64 

observar que a suplementação do meio de cultivo por ZnSO4 (1.0 mM), resultou na 

superexpressão de valinomicina e inibição completa da via responsável pela expressão dos 

macrotetralídeos e redução de biomassa em aproximadamente 50%. A produção de 

macrotetralídeos aumentou aproximadamente 400%, a partir da suplementação por MgSO4 

(2.0 mM) (Tabela 4 e Figura 14).  

A imobilização celular (KOURKOUTAS et al., 2004; PRASAD et al., 2005), por 

meio de matrizes compostas por alginato, carvão, silicone, maltodextrina, cerâmica, buchas 

vegetais, dentre outras, poderá auxiliar futuramente no desenvolvimento de bioprodutos, a 

partir da linhagem ASBV-1T.  

6.3 Streptomyces araujoniae sp. nov. – Taxonomia polifásica 

As variações entre os valores de hibridização (DNA/DNA), a constituição de bases 

nitrogenadas no DNA (%Mol G+C), relações filogenéticas (16S rRNA), perfis 

quimiotaxonômicos (MK-H e ácidos graxos) e propriedades fenotípicas confirmaram que a 

linhagem Streptomyces ASBV-1T trata-se do núcleo de um novo táxon do gênero 

Streptomyces e por conseguinte,  o nome Streptomyces araujoniae sp. nov. foi proposto 

(SILVA et al., 2013; ANEXO B). 

Streptomyces araujoniae sp. nov. (a.ra.u.jo.ni’ae. N.L. gen. fem. araujoniae, 

nomeado como forma de  homenagear a Prof. Dr. Janete Magali de Araújo (UFPA) em 

reconhecimento às suas contribuições aos estudos de actinomicetos brasileiros).  

Pertence a classe Actinobacteria, aeróbico, gram-positivo, catalase-positivo, com 

crescimento micelial aéreo predominantemente branco, diferenciado por uma cadeia retilínea 

e flexuosa de esporos de superfície lisa (0,6-0,7 x 1,0-1,2 m) quando cultivada em meio de 

ISP 3. Produz pigmentação solúvel, de coloração amarelada, em meio ISP 6. A linhagem 

apresenta bom crescimento nos intervalos de 10 e 37 °C, pH 4,0 a 10,0, mas não é capaz de 

crescer na presença de NaCl (5,0% p/v). Demonstra-se capaz de degradar gelatina e incapaz 

de degradar guanina. Utiliza adonitol, D-frutose, D-galactose, D-manose, D-xylose, dulcitol e 

glicerol (1,0% p/v) como única fonte de carbono ao crescimento, e é incapaz de utilizar ácido 

lático (0,2% p/v). Apresenta potencial enzimático para a produção de leucina arilamidase, mas 

não expressa à tripsina, -galactosidase, -glucosidase, e -fucosidase (APYZim Teste). Inibe 

o crescimento de diversas linhagens fitopatogênicas, tais como: Botrytis cinerea, Fusarium 

oxysporum, Phythium dissotocum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Aspergillus 

parasiticus. Apresenta resistência a sulfato de estreptomicina, rifampicina e sensibilidade a 

sulfato de canamicina e novobiocina (10 g/mL).  
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A linhagem ASBV-1T (CBMAI 1465T ; CCMA 894T e NRRL B-24922T)  foi isolada 

a partir de tubérculos de batata (ZUCCHI et al, 2008). A descrição é baseada em um único 

isolado e por isso, serve como a descrição da linhagem tipo. O número de acesso GenBank 

para o gene 16S rRNA de S. araujoniae ASBV-1T é EU792889. 
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7 CONCLUSÃO 

 A linhagem Streptomyces ASBV-1T demonstrou seu potencial bioativo, por meio da 

produção de complexo enzimático quitinolítico e metabólitos secundários;  

 Macrotetralídeos e valinomicina foram responsáveis pelo controle da infestação de 

Botrytis cinerea em pós-colheita de morangos; 

 Procedimentos simples e de baixo custo, como por exemplo, a adição de sais 

inorgânicos ao meio de cultivo, pode influenciar drasticamente a fisiologia de 

actinomicetos, permitindo que haja maior expressão dos compostos de interesse, 

redução da produção de biomassa e silenciamento de vias metabólicas;  

 A linhagem ASBV-1T constitui um novo táxon dentro ao gênero Streptomyces, sendo 

nominada como Streptomyces araujoniae sp. nov. 
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ANEXO A 

1 – Batata Dextrose Ágar (BDA) 

* Caldo de batata -----------------------------------------------------------------------------------------------  200 mL 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------------------------------  800 mL 

Dextrose -----------------------------------------------------------------------------------------------------------  20,0 g 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  16,0 g 

2 – Caldo Batata Dextrose (BD) 

* Caldo de Batata -----------------------------------------------------------------------------------------------  200 mL 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------- 800 mL 

Dextrose -----------------------------------------------------------------------------------------------------------  20,0 g 

* Para cada quilograma de batata descascada, adicionar 1000 mL de água destilada. O conteúdo deve ser 

fervido durante 30 minutos. Após este procedimento, filtrar em gaze estéril e completar o volume final à 

1000 mL através da adição de água destilada. O caldo deve ser particionado em volume de 100 mL e 

mantido a -20 °C. 

3 – Agar Água (AA) 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  16,0 g 

4 – Glicose Extrato de Levedura Ágar (GYEA)  

Extrato de levedura -----------------------------------------------------------------------------------------------  10,0 g 

Glicose -------------------------------------------------------------------------------------------------------------  10,0 g 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  16,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,2±0,2 

5 – Caldo Extrato de Levedura (GYE) 

Extrato de levedura --------------------------------------------------------------------------------------- -------- 10,0 g 

Glicose -------------------------------------------------------------------------------------------------------------  10,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,2±0,2 
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6 – Meio de Gordon (Degradação de Gelatina) 

KH2PO4 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 9,1 g 

Na2HPO4 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------  9,5 g 

Extrato de levedura ------------------------------------------------------------------------------------------------ 0,1 g 

Vermelho de Fenol -----------------------------------------------------------------------------------------------  0,01 g 

** Solução de gelatina 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  6,8 

** A gelatina deverá ser autoclavada separadamente em água destilada, sendo posteriormente incorporada 

ao meio basal, de forma obter uma concentração final de 1,0 (p/v). 

7 – Meio Sierra (Degradação de Tween) 

Peptona bacteriana -----------------------------------------------------------------------------------------------   10,0 g 

NaCl -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------   5,0 g 

CaCl2.H2O ----------------------------------------------------------------------------------------------------------   0,1 g 

*** Solução de Tween ------------------------------------------------------------------------------------------   10 mL 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  15,0 g 

Agua destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,4 

*** O(s) Tween(s) deve(m) ser autoclavado(s) separadamente em água destilada. Utilizar 10 mL de 

Tween de forma obter uma concentração final de 1,0%. 

8 – International Streptomyces Project 1 (Extrato de Triptona Ágar) 

Triptona bacteriológica --------------------------------------------------------------------------------------------  5,0 g 

Extrato de levedura bacteriológica ---------------------------------------------------------------------------- 3,0 mL 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  15,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,0 - 7,2 

9 – International Streptomyces Project 2 (Extrato de Malte Ágar) 

Extrato de levedura ------------------------------------------------------------------------------------------------ 4,0 g 

Extrato de malte --------------------------------------------------------------------------------------------------   10,0 g 

Dextrose -------------------------------------------------------------------------------------------- ----------------- 4,0 g 

Ágar ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------    20,0 g 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------------------- ------ 1000 mL 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,3 
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10 – International Streptomyces Project 3 (Extrato de Aveia Ágar) 

**** Filtrado de aveia ---------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

***** Solução traço de sais ----------------------------------------------------------------------------------- 1,0 mL 

Ágar ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 18,0 g 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,2 

**** Para o preparo do filtrado deve-se adicionar 20,0 g de aveia em 1000 mL de água destilada. Após 20 

minutos de fervura, o caldo deve ser filtrado em gaze estéril. O volume final deve ser ajustado para 1000 

mL, por meio da adição de água destilada. 

***** Solução traço de sais 

FeSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,1 g 

MnCl.4H2O ---------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,1 g 

ZnSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,1 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------------------------------   100 mL 

- A solução deve ser autoclavada durante 20 minutos a 121 °C e armazenada a 4°C. 

11 – International Streptomyces Project 4 (Meio de Amido com Sais Inorgânicos) 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------------------------------   500 mL 

K2HPO4 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

MgSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  1,0 g 

(HH4)2SO4 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 2,0 g 

NaCl -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  1,0 g 

CaCO3 --------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 2,0 g 

****** Solução de amido -------------------------------------------------------------------------------------  500 mL 

pH ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 7,0 - 7,4 

Agar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  20,0 g 

****** Para o preparo da solução de amido deve-se adicionar 10 g de amido em 500 mL de água 

destilada. A solução deve ser homogeneizada por meio de aquecimento.  

12 – International Streptomyces Project 5 (Meio Glicerol/Asparagina) 

L- asparagina ------------------------------------------------------------------------------------------- ------------  1,0 g 

Glicerol ------------------------------------------------------------------------------------------------------------   10,0 g 

KH2PO4 ------------------------------------------------------------------------------------------------------- ------- 1,0 g 

*** Solução traço de sais --------------------------------------------------------------------------------------   1,0 mL 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  15,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  6,8±0,2 
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13 – International Streptomyces Project 6 (Extrato de Peptona Férrica) 

Peptona bacteriológica férrica ágar ---------------------------------------------------------------------------- 36,0 g 

Extrato de levedura bacteriológica ------------------------------------------------------------------------------ 1,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 7,0±0,2 

14 – International Streptomyces Project 7 (Meio de Tirosina) 

Glicerol ------------------------------------------------------------------------------------------------------------   15,0 g 

L-tirosina ------------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,5 g 

L-asparagina --------------------------------------------------------------------------------------------------------  1,0 g 

K2HPO4 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,5 g 

MgSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,5 g 

NaCl ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

FeSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,01 g 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

*** Solução traço de sais --------------------------------------------------------------------------------------   1,0 mL 

Agar ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 20,0 g 

pH ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  7,2 - 7,4 

15 – International Streptomyces Project 9 (Meio Basal de Sais Minerais para degradação de carbono) 

(NH4)2SO4 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------  2,64 g 

KH2PO4 ---------------------------------------------------------------------------------------------------- -------- 2,38 g 

K2HPO4.3H2O ----------------------------------------------------------------------------------------------------   5,65 g 

MgSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  1,0 g 

******* Solução traço de sais Pridham e Gottlieb --------------------------------------------------------- 1,0 mL 

Ágar ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  15,0 g 

Água destilada -------------------------------------------------------------------------------------------------  1000 mL 

pH -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  6,8±7,0 

******* Solução traço de sais Pridham e Gottlieb 

CuSO4.5H2O ------------------------------------------------------------------------------------------------------   0,64 g 

FeSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------------------------- ---- 0,11 g 

MnCl2.4H2O -------------------------------------------------------------------------------------------------------  0,79 g 

ZnSO4.7H2O ------------------------------------------------------------------------------------------------------   0,15 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------------------------------   100 mL 

- As fontes de carbono foram dissolvidas em água destilada e autoclavada separadamente. A solução deve 

ser incorporada ao meio de cultivo de forma a obter a concentração desejada. 
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16 – Solução Tampão (Avaliação de Tolerância a pH) 

O tampão fosfato (0,2M) foi preparado nas concentrações de pH 4,0; 5,0; 9,0 e 10,0 a partir da 

combinação das soluções tamponantes A (0,2M Fosfato de Potássio Monobásico) e B (0,2M Fosfato de 

Potássio Dibásico) nas proporções: 199,7 : 0,3 ; 197,3 : 2,7 ; 1,4 : 198,6 e 0,1 : 199,9, respectivamente. As 

soluções devem ser autoclavada durante 20 minutos, a 121 °C. Cada solução suporta o seu volume 

equivalente de meio de cultivo, caso necessário o pH final deverá ser ajustado a partir de solução estéril 

de NaOH (1M) ou HCl (1M). 

 

TODOS OS MEIOS DE CULTIVO DEVEM SER AUTOCLAVADOS DURANTE 20 MINUTOS, 

A 121 °C. 
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ANEXO B 
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