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de avestruz, que envia a cabeg¢a em um buraco para ndo ver o que ocorre ao seu

redor..... — DNA segredos & mistérios.
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RESUMO



O controle biolégico por meio do uso de microrganismos € uma alternativa para
diminuir o uso de defensivos quimicos no controle de fitopatégenos, que afetam
plantas de interesse agricola. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi identificar e
quantificar o potencial de inibicdo de bactérias previamente selecionadas contra
fungos fitopatogénicos. Foram avaliados oito microrganismos, sendo trés isolados
endofiticos obtidos de raizes do guaranazeiro (PcAl, PcA2, PcA3) e cinco isoladas de
sedimentos do Rio Madeira (MAD 24, MAD 42, MAD 51, MAD 189 e MAD 207). Estes
foram identificados por meio de analise morfomolecular, com base em dados de
microscopia eletrbnica de varredura e sequenciamento da regido 16S rDNA. O
potencial de inibicdo (PIC) contra quatro fitopatdogenos: Colletotricum siamense,
Pseudopestalotiopsis gilvanis sp. nov., Neopestalotiopsis formicarum e Fusarium
decemcellulare, foi obtido in vitro por meio da metodologia de cultura dupla, em meio
BDA. A média do percentual de inibicdo (PIC) ap6s 10 dias variou de 46% a 74%
dependendo da bactéria testada. Os isolados PcAl, PcA2, PcA3 e MAD207
apresentaram melhor desempenho contra F. decemcellulare (71%+2.8, 64%z1.7,
72145 e 78%z=1, respectivamente). O isolado MAD24 apresentou melhor
desempenho contra N. formicarum (72% +0.5), MAD42 e o MAD51 contra C. siamense
(72% +0.5; 74% +2.4), e MAD189 contra N. formicarum (69% +0.5). Os isolados PcA1,
PcA2, PcA3 e MAD207 foram identificados, com base na andlise de sequéncia regido
16S, como membros do género Bacillus, estes foram relacionados filogeneticamente
a B. amyloliquenfaciens, B. subtilis, B. nakamurai e B. velezensis respectivamente.
Dados de microscopia eletrbnica de varredura revelaram morfologia diferente para
cada isolado, o que sugere que estes pertencem a diferentes espécies. Os Isolados
MAD24, MAD42, MAD 51 e MAD189 foram identificados como membros do género
Streptomyces. As amostras MAD189 e MAD42 foram filogeneticamente mais
relacionadas entre si e formaram um clado separado, MAD51 mostrou baixa relacées
filogenéticas com as espécies analisadas e MAD24 foi agrupado no clado de S.
costaricanus, S. griseofuscusmurinus. Os dados morfolégicos corroboram com as
inferéncias moleculares e diferencas de tamanho e forma foram identificadas em todos
os isolados.

Palavras-chave: Actinobactérias; Antimicrobianos; Controle biologico.

ABSTRACT



Biological control through the use of microorganisms is an alternative to reduce the
use of pesticides in the control of plant pathogens, which affect plants of agricultural
interest. In this context, the objective of this work was to identify and quantify the
inhibition potential of previously selected bacteria against phytopathogenic fungi. Eight
microorganisms were evaluated: three endophytic isolates obtained from guaranazeiro
roots (PcAl, PcA2, PcA3)) and five isolates from Madeira River sediments, from these
four actinobacteria (MAD 24, MAD 42, MAD 51 and MAD 189). bacteria (MAD 207)).
These were identified by morphomolecular analysis based on scanning electron
microscopy and 16S rDNA region sequencing data. Inhibition potential (PIC) against
four phytopathogens: Colletotricum siamense, Pseudopestalotiopsis gilvanis sp. nov.,
Neopestalotiopsis formicarum and Fusarium decemcellulare, were obtained in vitro
using the double culture methodology in BDA medium. The mean percentage inhibition
(PIC) after 10 days ranged from 46% to 74% depending on the bacteria tested. The
isolates PcAl, PcA2, PcA3 and MAD207 performed better against F. decemcellulare
(71%+£2.8,64% +1.7,72 £ 4.5 and 78% = 1, respectively). The MAD24 isolate showed
better performance against N. formicarum (72% + 0.5), MAD42 and MAD51 against C.
siamense (72% + 0.5; 74% + 2.4), and MAD189 against N. formicarum (69% + 0.5).
PcAl, PcA2, PcA3 and MAD207 isolates were identified, based on sequence analysis
of the 16S rRNA gene, as members of the Bacillus genus, which were phylogenetically
related to B. amyloliconefaciens, B. subtilis, B. nakamurai and B. velezensis
respectively. . Scanning electron microscopy data revealed different morphology for
each isolate, suggesting that they belong to different species. Isolates MAD24,
MAD42, MAD 51 and MAD189 were identified as members of the genus Streptomyces.
Samples MAD189 and MAD42 were more phylogenetically related to each other and
formed a separate clade, MAD51 showed low phylogenetic relationships with the
analyzed species and MAD24 was grouped in the constraricanus clade, S.
griseofuscusmurinus. The morphological data corroborate the molecular inferences
and differences in size and shape were identified in all isolates..

Keywords: Actinobacteria; Antimicrobials; Biological control.
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1. INTRODUCAO



Doencas que acometem culturas de interesse agricola sdo um problema para
a producédo de alimentos no mundo. Os patdégenos causam mudangas nos processos
fisiolégicos, da planta em decorréncia da infec¢é@o e estes disturbios podem levar a
morte do hospedeiro (BARROS et al., 2010). A regido tropical possui um clima
favoravel aos fitopatdbgenos assim com a reducédo na producado. O uso de defensivos
agricolas tornou-se nos ultimos anos a principal alternativo para o controle de pragas
e doenca no mundo (TORRES et al.,, 2004). Contudo, o uso de agroquimicos
intermitente pode apresentar varias consequéncias como: riscos para a saude
humana afetando o sistema nervoso, os masculos e 6rgéos (JOKANOVIC et al., 2018;
SABRA et al., 2015), além de causar dores de cabeca, nauseas e visdes turvas ao
agricultores que entram em contato direto com o produto, os riscos também ocorrem
no meio ambiente, com contaminacao dos solos, lencéis freaticos, habitat terrestre e
marinho (CARVALHO, 2015; JAYARAJ et al., 2017).

O controle biolégico é uma alternativa para reduzir ou eliminar o uso de
defensivos quimicos na agricultura, significa usar de um fendmeno por meio do uso
de um organismo que atua como inimigo natural (REGO & ALMEIDA, 1998). Os
inimigos naturais podem atuar como parasitas, predadores ou podem ser micro-

organismos, que agem de forma antagonica frente a fitopatdégenos.

O antagonismo € um efeito inibitério contra outros microrganismos e é
resultante de uma competicdo por nutriente ou espaco, produzindo compostos que
atuam como bactericidas, bacteriostatico e fungicidas (SCHILLINGER et al., 1996;
JOGAIAH et al.,, 2016; SILVA et al.,, 2018). As substancias produzidas por
antagonistas podem ser utilizadas na pés-colheita de frutas evitando a colonizacéo de
fungos e consequentemente seu apodrecimento, na preservacao de alimentos para
gue tenham maior tempo de prateleira ou como fontes alternativas aos fungicidas de
origem sintética (BARDIN et al., 2015; YUAN et al.,, 2017) Além disto, essas
substancias também atendem a demanda da industria farmacéutica sendo essas,
potentes antimicrobianos naturais, anti-tumorais e outros (XIANG et al., 2015. UZMA
et al., 2018).

A microbiota adquirida dos solos e sedimentos possuem varias aplicacdes
biotecnoldgicas, como producdo de enzimas: lipases, amilases, proteases entre
outras (WILLERDING et al., 2011), producéo de pigmento (CELETINO & CARVALHO,
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2014), hormbnios vegetais e outras moléculas que promovem crescimento em plantas
(LONGATTI et al., 2014) e atividade antimicrobiana (MOTA & CLADERA, 2004). Os
sedimentos de rios também apresentam uma alta diversidade de microrganismos (KIM
& SPAROVEK, 2007). Podendo assim ser uma fonte para prospecc¢éo de organismos

como potencial biotecnoldgico.

Dentro dessa microbiota, o filo Actinobacteria, seguido dos fungos e demais
grupos bacterianos estdo entre 0s micro-organismos com maior potencial
biotecnoldgico. Actinobactérias do género Streptomyces é responsavel mais de 70%
dos antibidticos produzidos atualmente, além disso, também s&o utilizados para
controle biolégico, através de efeitos antagonistas contra fitopatégeno (LAM et al.,
2006; GEBREYOHANNES & FELEKE, 2013). Actinobactérias sdo bactérias gram-
positivas, caracterizadas por producao de hifas e micélio além da formacao de cadeia
de esporos, possui um alto conteddo G+C em seu genoma. Muitos desses micro-
organismos sao encontrados no solo, vivendo como parasitas ou saprofitos, e também

podem ser encontrados em ecossistemas aquaticos e ambientes extremos.

Em 1940, houve a descoberta do primeiro antibiotico ligado as actinobactérias,
chamado estreptomicina. Hoje, sabe-se que estas exibem genomas grandes
(frequentemente maior que 8 Mb), o que pode estar relacionado a alta capacidade
para producdo de tantos metabdlitos bioativos diferentes. Diversos géneros, como
Streptomyces, Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora e Actinoplanes,
sdo produtores de compostos usados nas industrias farmacéutica, agricola,
veterinaria e pecuaria (WINK & MOHAMMADIPANAH et al., 2017).

Outro filo de grande importancia na biotecnologia € o filo Firmicutes que tem
grande importancia na area médica, sendo ele responsavel por 60% da microbiota
intestinal (CRESCI, BAWDEN, 2015). Possui parede gram-positiva, baixo contetdo
G+C, ele compreende cerca de 270 géneros (FURUHASHI et al., 2007). Entre eles o
género Bacillus que possui forma de bastonete e produgédo de enddsporos, umas de
suas principais caracteristicas, possui uma alta aplicacdo na biotecnologia como:
producdo de probidticos, de antibidticos (Bacitracina e polimixina), de inseticidas,
antimicrobianos, surfactantes, degradacao de amilases, entre outros (TURNBULL &
KRAMER, 1991; LUDWIG & SCHLEIFER, 2009; CUTTING et al., 2011; FAN et al.,
2017).
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Em virtude da gama de aplicacdes derivadas de antagonistas, o presente
trabalho visa analisar o potencial dos géneros Bacillus e Streptomyces na inibicdo de
fitopatégenos, habilidades antagbnicas de interesse agricola para o estado do
Amazonas. Além disto também foram realizadas anélises morfoldgicas e moleculares
que permitiram identificar o género e as relacfes filogenéticas dos antagonistas

estudados.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Rio Madeira

Pesquisas referentes a bacias hidrograficas tem sido progressiva no Brasil,
aliads, possui-se a maior bacia hidrografica do mundo: a Bacia Amaz6nica, que possui
dimensdes e caracteristicas proprias. Dentro dessa bacia tem-se o Rio Madeira com
cerca de 23% de contribuig&o, tornando-se o maior afluente da margem direita do Rio
Amazonas. Este rio tem sua formacgao na porcao andina, derivado do Rio Mamoré no
Peru, e em terras brasileiras torna-se o Rio Madeira, banhando os estados de
Rondonia, Mato Grosso e Amazonas (DE ARAUJO et al., 2018). Trés rios principais
que se juntam para formar o Rio Madeira sdo: o Rio Beni, 0 Rio Guaporé, e o Rio
Mamoré (ADAMY, 2016).

O Rio Madeira é classificado como rio de aguas brancas, com o pH entre 6,5-
7, alta condutividade elétrica e altas cargas de material em suspensdo (MUNIZ et al.,
2013). A heterogeneidade paisagistica presente na bacia do rio Madeira garante alta
diversidade por oferecer ambientes distintos como campinas, cerrados, florestas de

terra firme e de varzea, buritizais, tabocais, e aguas barrentas, pretas e transparentes.

2.2 Controle bioldgico

O controle biolégico é um fenbmeno natural que consiste na regulacdo de
populacdes de organismos vivos através de inimigos naturais. Essa técnica aplicada
tem como objetivo controlar as pragas agricolas e 0s insetos transmissores de
doencas a partir do uso de seus inimigos naturais (PARRA et al., 2002). Esse método

se embasa no estudo das relagGes dos seres vivos no meio ambiente.
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As espécies agricolas possuem inimigos naturais de grupos bastante
diversificados, como insetos, virus, fungos, bactérias, nematoides, protozoérios,
rickéttsias, micoplasmas, acaros, aranhas, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos.
(LANNA FILHO et al., 2010; NOUROZIAN, 2006). Inicialmente o controle biologico foi
primeiramente utilizado para controlar insetos, acaros e ervas daninhas, com o tempo,
a aplicacao do método tornou-se mais ampla para outros patdogenos.

O controle biolégico por microrganismos é um método alternativo para a
reducdo ou eliminacdo do uso de agroquimicos no controle de fitopatdégenos. A grande
diversidade de microrganismos e suas atividades antagonistas podem ser de grande
relevancia. Muitos trabalhos vém sendo elaborados com bactérias para elucidar as
interacdes entre antagonista-patdégeno-hospedeiro (FERRAZ et al., 2010; HALFELD-
VIEIRA et al., 2006). Os géneros de maior predominancias de bactérias sdo as
Pseudomonas, Bacillus spp., Streptomyces spp. e representantes da familia
Enterobacteriaceae (SILVA et al., 2008). Destes, 0 género Bacillus em particular por
apresentar uma multiplicidade de compostos antagénicos e por formar enddsporo.
Facilitando dessa forma a sua manutencdo e sobrevivéncia em diversos nichos
(LANNA FILHO & FERRO, 2010).

2.3 Streptomyces

Streptomyces € um género de bactérias pertencente ao filo de Actinobactéria,
sdo gram-positivas, possui um alto contetdo G+C e possui mais de 500 espécies de
Streptomyces descritas, sdo formadoras de micélio vegetativas e aéreos sao
encontradas predominantemente no solo e em ambientes aquéticos. No solo, essas
bactérias atuam com os fungos na degradacdo de matéria morta e ajudando na
fixacdo de nitrogénio para crescimento das plantas (VIAENE et al., 2016).

Esse género € conhecido pela variedade de metabdlitos secundario
produzidos, sendo este um dos maiores contribuinte para a farmacologia com cerca
de 70% dos antibidticos naturais (por exemplo, neomicina, cifemicina, grisemicina,
bottromicinas e estreptomicina), (HODGSON et al., 2000; SCHNIETE et al. 2018).

Em 2002 Bentley, et al., publicou o genoma completo da "S. coelicolor cepa A3
(2)" o cromossomo presente na bactéria continha 8.667.507 pb de comprimento com
um conteudo de GC de 72,1% e que 7.825 genes que codificam proteinas. Foi

apresentado que genomas de Streptomyces formam cromossomos com uma
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estrutura linear, diferentemente da maioria dos genomas bacterianos, que existem na

forma de cromossomaos circulares.

2.4 Bacillus

Bacillus € um género pertencente a familia Bacillaceae do filo Firmicutes, séo
bactérias gram-positivas que possuem forma de bastonetes, podem ser aerobios
obrigatorios ou anaerébios facultativos. Existe cerca de 300 espécies descritas e
muitos complexos de espécies ainda ndo resolvidos (GORDON et al., 1973;
SLEPECKY et al., 2006)

Esse Género € bem conhecido devido a formacao de endosporo representando
um estado ndo reprodutivo dessecado. Devido a essa caracteristicas estdo presentes
maioria das vezes em ambientes extremdfilos com alta temperatura, radiacdo ou
outras condi¢cdes abidticas extremas. Eles podem persistir nessas formas inativas por
muito tempo e séo resistentes as degradacdes do ambiente (PRIEST et al.,1973).

Outra caracteristica muito importante sdo as espécies associadas as plantas,
exemplo de B. Subilis € uma espécie muito estuda por ser um organismos modelo, ela
ajuda na fixacdo de nitrogénio em raizes de plantas além de secretar metabolitos
secundarios capazes de inibir ou estagnar o crescimento de fitopatdgenos. Nesse
género temos também espécies patbgenas para humanos, como a B. anthracis
agente causal da antracnose, sendo considerada uma arma biologica e B. cereus que
causa infeccdes alimentares (KUNST et al., 1997; EARL et al., 2008; HUGH-JONES
et al., 2009; BOTTONE, 2010).

3. OBJETIVOS

Geral:
e Realizar a identificacdo e caracterizagdo de bactérias com potencial para
controle de fitopatdgenos de interesse agricola.
Especificos:

e |dentificar com base em caracteristicas moleculares e morfolégicas

linhagens que possuam atividade contra fitopatdogenos;
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e Avaliar de maneira qualitativa e quantitativa o potencial de inibicdo dos
micro-organismos antagonicos isolados frente a Colletotrichum siamense,
Pseudopestalotiopsis gilvanis nov. esp., Neopestalotiopsis formicarum e

Fusarium decemcellulare.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reativacédo dos Fitopatogenos

Entre os fitopatdégenos isolados de plantas de interesse agronémico disponiveis
no laboratorio de biologia molecular da Embrapa Amazonia Ocidental, encontram-se
linhagens de fungos como Colletotricum siamense (agente causal da antracnose em
pimenteira); Pseudopestalotiopsis gilvanis nov specie e Neopestalotiopsis formicarum
agentes causais de manchas foliares conhecidas como manchas de pestalotiopsis e
Fusarium decemcellulare agente etioldgico do superbrotamento em guaranazeiro. Os
isolados foram preservados em meio BD + Glicerol 50% a -80°C e foram reativados

em meio BDA (Batata Dextrose Agar) para teste de inibic&o direta.

4.2 Bactérias selecionadas

Foram selecionadas trés bactérias isoladas em trabalhos anteriores,
executados no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental.
Essas bactérias inibiram fungos endofiticos presentes na placa e, por esse potencial

antagonico, foram selecionadas para este estudo.

O sedimento foi coletado do Rio Madeira, utilizando uma draga do tipo petit
ponar (FILIZOLA et al., 2006). As coletas foram realizadas em parceria com o0
INMETRO, por meio da Unidade Bésica Fluvial de Fiscalizacdo e Pesquisa (UBFFP).
As amostras foram mantidas em Tubos Falcon e sacos plasticos esterilizados,
conservadas em ambiente refrigerado e enviadas para o Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental, localizada na rodovia AM-010, Km 29,
estrada Manaus - Itacoatiara-Amazonas, onde foram realizados o isolamento e o0s

testes.
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Aproximadamente 1 grama de amostra do sedimento foi diluido em 10 mL de
agua ultrapura. A mistura foi submetida a diluicdes seriadas, em seguida foram
plagueados 50 pL da diluicdo 101. Foram utilizados trés meios de culturas distintos:
Actinomycetes Isolation Agar - AIA (2 g de caseinato de sodio; 0,100 g de L-
asparagina; 4 g de propionato de sodio; 0,500 g de fosfato dipotassico; 0,100 g de
sulfato de magnésio; 0,001 g de sulfato ferroso; 15 g de agar; 1.000 mL de agua
destilada; 5 mL de glicerol e pH 8.1 £2) (KUSTER & WILLIAMS, 1964); caseinato-
dextrose-adgar ACA (10 g de amido solavel; 0,3 g de caseina bovina; 2 g de nitrato de
potassio; 0,05 de Sulfato de magnésio; 2g de fosfato de potassio dibasico; 2g de
Cloreto de Sadio; 0,02 de Carbonato de calcio; 0,01 de Sulfato ferroso; 15 g de agar;
1.000 mL de &gua destilada e pH aproximado de 6,1) eficiente para a selecdo de
Streptomyces (KUSTER & WILLIAMS, 1964); Batata dextrose agar — BDA (200g de
batata; 20g de dextrose; 15g de agar; 1.000 mL de agua destilada) e ISP2 ( 4g de
dextrose; 4g de extrato de levedura; 10g de malte; 1.000mL de agua destilada). Os
meios foram suplementados com cicloheximida (50 mg/mL), para eliminacdo de
fungos, durante o isolamento. Testes antimicrobianos preliminares foram feitos e 5

bactérias com alto potencial antagonista foram selecionadas.

4.3 Obtencdes de culturas puras e extracao de DNA total

Culturas puras foram obtidas por meio da técnica de esgotamento por estrias
em meios ISP2, durante 7 dias a 30 °C. Para a extracao de DNA, as bactérias foram
cultivadas em meio ISP 2 sob agitacdo de 125 rpm a 30 °C por 7 dias. O DNA total foi
obtido utilizando o detergente catibnico CTAB 2%, adaptado de DOYLE & DOYLE
(1990), a quantificacao foi feita via Nanodrop e a integridade do DNA foi visualizada

em gel de agarose 0,8%.

4.4 ldentificagcdes moleculares e analises filogenéticas

Os primers actino A e actino H foram utilizados para amplificacédo da regiao 16S
com 1529 pb (V1 até v8) e para identificacdo molecular dos isolados. As reagdes de
PCR foram realizadas utilizando 50 ng do DNA total; 0,5 pmol de cada primer; 1X de
tampao de reacgéo (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500 mMKCI, 0,8% (v/v) Nonidet
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P40); 2 mM de MgCI2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Tag DNA Polimerase (DNA
Express) para um volume final de 25 pL. As condi¢cbes de PCR para todos as regides
foram: desnaturacéo inicial de 94°C/3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a
94°C/1 min, anelamento a 63°C, extensdo de 72°C/1:30 min e extenséo final a 72°C/5

min (Referéncia?).

Os amplicons foram visualizados por meio de eletroforese, utilizando um gel de
1,5%. Os produtos de PCR foram tratados com Polietilenoglicol (PEG 20%) e
sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 GeneticAnalyzer
(AppliedBiosystems™) conforme recomendag¢des do fabricante. A sequéncia
consenso para cada locus foi obtida com base no sequenciamento das fitas F e R

utilizando o programa DNA baserassembly (http://www.dnabaser.com/).

As sequéncias para cada locus foram obtidas através da ferramenta PopSet
(http: // www.Ncbi.nlm.nih) e individualmente alinhadas com MUSCLE, utilizando o
programa MEGA 7 (TAMURA et al., 2013). Analises filogenéticas foram baseadas em
Inferéncia Bayesiana (Bl), Maximum Likelihood (ML) e Maximum parsimony (MP) para
um alinhamento com o lécus 16S. O tratamento de gaps e missing data para as
analises de ML e MP foi feito por meio de partial deletion com cut off de 95%, bootstrap
nao paramétrico foi feito com 1000 replicatas e as arvores filogenéticas foram geradas
e visualizadas com o programa MEGA 7. A inferéncia bayesiana foi baseada através
do modelo testado com Mrmodeltest2 v2 (NYLANDER et al., 2004) através de um
alinhamento incluindo todos os sites. A arvore foi obtida por meio da ferramenta
MrBayes v. 3.6 usando a plataforma CIPRES (https://www.phylo.org/), Probabilidade
a posteriori (PP) bem como a topologia da arvore foi gerada com Figtree v. 1.1.2
(RAMBAUT et al., 2009).

4.5 Teste de inibicdo direta

Os isolados foram testados in vitro para potencial atividade antagbnica contra
F. decemcellulare, C. siamense, P. gilvanis nov. esp., e N. formicarum usando o
método de oposicdo direta (DENIS & WEBISTER, 1971). O micélio dos isolados
antagonicos foi inoculado nas margens da placa, contendo o meio BDA; o patdégeno
foi inoculado no centro da placa com distancia de 3 cm dos antagdnicos o teste foi
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realizado em triplicata e as placas foram incubadas a 25 °C. O tratamento controle foi
feito usando as linhagens de fungos fitopatogénicos individualmente em placas e as
avaliacdes foram feitas mensurando e anotando a porcentagem de inibicdo de

crescimento por cinco, sete, dez e quinze dias.

A porcentagem de inibi¢&o foi calculada através da equacéo IR (%) = Dc - Dt/Dc
x 100 onde: IR € a Taxa Inibitoria (%), Dc é o Diametro de controle negativo (cm); Dt
€ o0 diametro do tratamento ou controle positivo (cm), conforme descrito por
(CAMPANILE, et al., 2007).

4.6 Caracterizacdo morfolégica e Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia da colbnia foi feita através da visualiza¢do na lupa, considerando
0S seguintes aspectos da colonia: tamanho; forma; elevacéo; bordas; estrutura; brilho;
cor e aspecto. A presenca de flagelos, forma e arranjo das células e presenca de

esporos foram verificadas por meio de microscopia eletronica de varredura.

Para microscopia eletrbnica de varredura, as bactérias foram isoladas em meio
de cultura ISP2. Pequenos fragmentos, de aproximadamente 1 cm do meio contendo
as colonias foram recortados das placas. Estes fragmentos foram imersos em solucéo
fixadora por 24 horas posteriormente foram submetidos a desidratacdo em série
crescente de alcool (60%, 70%, 80%, 90% e 100%), secagem em ponto critico e
metalizacdo em ouro. As imagens foram feitas no microscopio eletrénico de varredura,
modelo TESCAN-VEGAN 3 (SOUZA et al., 1998).

4.7 Teste de amilase

O teste de amilase foi conduzido em placas de Petri, contendo meio seletivo (5
g de NaCl; 5 g de pepitona; 5g de extrato de carne; 10 g de glicose; 20 g de agar;
1000 mL de agua destilada, pH ajustado para 6.0) e in6culo das bactérias. As placas
foram incubadas por 3 dias, a 27°C. Apos esse periodo, os halos de degradacao foram
revelados com lugol (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).
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4.8 Teste de lipase

O teste de lipase foi conduzido em placas de Petri, contendo meio seletivo (10
g de peptona; 5 g de NaCl; 0.1g de CaClz. 2H20; 20g de &gar; 1000 mL de agua
destilada; pH ajustado para 6.0) (WANG et al.,, 2015), posteriormente foram
adicionados Tween-20 e inoculo das bactérias. As placas foram incubadas por 3 dias,
a 27 °C. Apos esse periodo, os halos de degradacéao foram medidos. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
As trés bactérias isoladas das amostras provenientes da raiz do guaranazeiro,
foram selecionadas por apresentar atividades antagbnicas contra fungos endofiticos

e patogénicos (Figura 1- A, B, C e D). J4 das amostras de sedimentos do rio madeira

apos o screening foram selecionadas cinco bactérias com potencial antimicrobiano
(Figura 2 A e B).

Fig 1: Isolados do género Bacillus sp. A e B: placas de meio BDA contendo fragmentos de raiz do guaranazeiro revelam
bactérias com potencial antagonista para fungos endofiticos. C e D: testes preliminares mostram atividade contra
fitopatdgenos de interesse agricola.

5.1- Identificacdo molecular e caracterizacdo morfoldgica dos isolados

Com base no sequenciamento da regido 16S os isolados testados foram
separados em dois géneros: Bacillus (PcAl, PcA2, PcA3 e MAD207) e Streptomyces
(MAD24, MAD42, MAD 51 e MAD189). Inferéncias filogenéticas para cada género
foram realizadas e os resultados indicam que os isolados PcAl, PcA2, PcA3 e
MAD207 estdo filogeneticamente mais relacionados com espécies do complexo
Bacillus subtilis (Figura 2). Os dados baseados na regido 16S sao normalmente
insuficientes para resolver complexos que estéao intimamente relacionados como o de

B. subtilis, devido a elevada conservacdo e consequentemente baixa resolugao
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filogenéticas. A resolucéo filogenéticas destes complexos sado realizadas por meio de
andlise multilocus onde analise concatenada de diferentes genes e do 16S rDNA séo
utilizados separar as espécies (Ash et al., 1991; ROONEY et al., 2009).

Dentro do grupo da B. subitlis o isolado PcAl, PcA3 e MAD207 esta
filogeneticamente relacionado com B. velezensis, anteriormente descrita como uma
variedade de B. Amyloliquenfaciens. Contudo, RUIZ-GARCIA et al., (2005) relata que
estirpes de B. velezensis se tratava de uma nova espécie com potenciais para
producdo de surfactantes e antimicrobianos. Ja o isolado PcA2 esta mais proximo da
espécie de B. subtilis uma espécie conhecida por estar presente nas raizes das
plantas ajudando na fixacao de nitrogénio, induz as plantas ao crescimento e produz

antimicrobiano que diminui o ataque do fitopatégeno.
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Bacillus subtilis (EU138453.1)
Bacillus subfilis (EL138455.1)
43 Bacillus subtilis (EU138452 1)
& PcA?2
Bacillus tequilensis (EL138487 1)
— Bacillus inaquosus (EL138455. 1)
Bacillus inaguosus (ELI138470.1)
Bacillus inaquosus ([EU138467.1)
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (EU138464. 1)
Bacillus mojavensis (EU136460.1)

e7|1? | | Bacillus mojavensis (EU138486.1)
53 | Bacillus subtilis subsp. spizizenii (EU136466.1)
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (EU138465.1)
— Bacillus vallismortis (EL138463.1)
Bacillus amyloliquefaciens (EU138507. 1)
PcA3
1 54| | Bacillus velezensis (EU138456.1)
41| ¥ PcAl
& MAD 207
a5|| | Bacillus velezensis (EU138475.1)

B8 | Bacillus velezensis (ELU138474.1)
Bacillus sonorensis (EU138473.1)

— Bacillus afrophaeus (EU138516.1 )
Bacillus atrophaeus (EU138513.1)

Bacillus pumilus (ELI138517.1)
Staphylococcus edaphicus CCM 8730

—
0.01

Fig. 2: Inferencia filogenética com base no método Maxima verossimilhanca (ML- maximum-
likelihood) com ramificacdo de 1000 bootstrap. Mostrando a relagdo filogenética entre vinte e
seis isolados do género Bacilluss com um grupo externo do Género Staphylococcus.

A inferéncia filogenéticas dos isolados MAD24, MAD42, MAD51, MAD189
indicou que MAD 24 é o Unico que esta mais proximidade relacionado a espécies ja
reportadas e foi agrupado em um clado politbmico com varias espécies entre elas S.

costaricanus, uma espécie relatada por ESNARD & POTTER (1995) isolada de solo

tropical, com potenciais contra fungos e nematoides.



21

Os isolados MAD189 e MADA42 estao filogeneticamente os mais proximos entre
si e formaram um grupo separado das demais espécies. O isolado MAD51 nao
mostrou clara relacdo filogenética com as demais espécies utilizadas nesta analise,
sendo alocado como membro mais externo do clado que apresenta espécies como:
S. pulveraceus, S. ciscaucasicus e S. sanglieri, estas ultilizadas na biotecnologia como
produtor de proteases (JAYASREE et al., 2012), degradando metais pesados (LI et
al., 2010) e atividade antagonista (AZURA et. Al, 2016).

Streptomyces costaricanus (JQ768263.1)

41 | Streptomyces costaricanus (JQ768264.1)

. Streptomyces costancanus (JQ768262.1)

Streptomyces malaysiense (KJ632663.1)
Streptomyces phaeoluteichromatogenes (AJ391814.1)

{Sfmpfomycea misionensis (MN421091.1)

n

3 L Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus (AB184760.1)
Streptomyces owasiensis (AB184515.1)
— Streptomyces misionensis (EF178678.1)
Streptomyces multispiralis (AB 1584474 1)
Streptomyces brunneogriseus (AB184509.1)

& MAD 51

Strepfomyces pulveraceus (AB1848086)

8341L

Streptomyces ciscaucasicus (AB184208.1)

& L Streptomyces sanglien (MN421091.1)

| —————————— % MAD 24

4 Streptomyces costaricanus (AB249939.1)
Streptomyces griseofuscus (AB184206.1)
Streptomyces murinus (NR 112445.1)
Streptomyces padanus (JX976314.1)
Streptomyces costaricanus (MH432685.1)

_,70 MAD 189
58 & MAD 42

L Streptomyces levis (AB184670.1)
Streptomyces albidoflavus (AB184255.1)

7

[}

53

Mycobactenum fuberculosis (X58590.1)

——
0.01

Fig. 3: Inferéncia filogenética com base no método Maxima verossimilhanga (ML- maximum-
likelihood) com ramificacdo de 1000 bootstrap. Mostrando a relacdo filogenética entre vinte e
seis isolados do género Bacilluss com um grupo externo do Género Staphylococcus.

Os dados morfolégicos corroboram com as inferéncias moleculares,
analises preliminares de MEV indicam que cada um dos 8 isolados apresentam
tamanho e morfologia diferentes, reforcando a hipotese que estes pertencem a

diferentes espécies.
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Tabela 1: Morfologia da colénia dos isolados do género Bacillus.

Morfologi Tamanh
a o] Forma Elevagéo Borda Estrutura Brilho Cor Aspecto
Irregula | Protuberant Esbranquicad Gelatinos
PcAl Médio r e Lobada Lisa Opaca a a
Ondulada Translucid
PcA2 Médio Lisa Achatada S Lisa a Transparente Leitosa
Granulos
PcA3 Médio Lisa Elevada Lobadas a Opaca Beje Leitosa
MAD207 Médio Lisa Ondulada Lobada Lisa Opaca Beje Leitosa

Legenda: Tamanho (pequena < 2cm; media 2 a 5 cm; grande = 5 cm)

A n

SEM HV: 15.0 kV WD: 5.00 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 5.12 mm
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE 2 pm SEM MAG: 33.3 kx Det: SE
View field: 6.92 ym  Date(midly): 07/ INPA - LTMOE View field: 10.4 um | Date(midly): 07/16/19

by
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. k. 1 7 v E 55 i
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View field: 10.4 pm Date(m/dly): 07/16/19 INPA - LTMOE View field: 10.4 ym Date(m/d/ly): 07/16/19 INPA - LTMOE

Fig. 4: fotomicrografia dos Isolados PcA1 (A), PcA2 (B), PcA3 (C) e MAD207(D) crescidos em dois meios de
culturas LB para analise da morfologia celular e da coldnia.
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Os dados de MEV e aspectos da col6nia permitiram identificar diferencas na
morfoldgica da colénia micro e macroscopicamente. Nao foram visualizados flagelos,
o formato das células se diferencia no tamanho e no comprimento dos quatro isolados

(Tabela 1) e microscopia eletrénica (Figura 4).

Tabela 2: Morfologia da coldnia dos isolados do género Streptomyces.

Meio o L
: Micélio Micélio .
de crescimento ) . Pigmento
aéreo vegetativo
cultura
ACA Pouco Marrom -
AlA Pouco - Esbranquicada | Amarelo
MAD24 ISP2 Bom Marrom Branca Amarelo
BDA Bom Marrom Branca Amarelo
ACA Pouco Branca -
AlA Pouco - Esbranquicada
MADA42
ISP2 Bom Branca Branca
BDA Bom Branca Branca
ACA Pouco Marrom -
AlA Pouco - Esbranquicada
MAD51 Marrom
ISP2 Bom Branca Branca
claro
Marrom
BDA Bom Branca | Amarelo claro
claro
ACA Pouco - Esbranquicada
AlA Pouco - Esbranquicada
Marrom
MAD189 ISP2 Bom Branca Branca
claro
. Marrom
BDA Bom Cinza Branca
Claro

Legenda: - ndo apresentou;
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A morfologia da colénia (Tabela 2) do género Streptomyces junto com a
eletromicrografia (Figura 5) foi possivel observar a diferenca da morfologia entre as
espécies, a producdo de esporos e producdo de pigmentos em diferentes meios de
cultura. Com a microscopia eletronica de varredura foi possivel observar a diferenca

nas hifas e na formacao da cadeia de esporos de cada isolado.

SEM MAG: 16.7 kx Det: SE SEM MAG: 16.7 kx Det: SE

SEM HV: 15.0 kV WD: 5.09 mm : | VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 4.77 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 20.8 um Date(m/d/y): 07/16/19 INPA - LTMOE View field: 20.8 ym | Date(m/dly): 07/16/19 INPA - LTMOE

>

SEM HV: 15.0 kV WD: 471 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 4.71 mm 7 VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE 2 pm SEM MAG: 16.7 kx Det: SE 5 pm
View field: 692 ym  Date(m/dly): 07/16/19 INPA - LTMOE View field: 20.8 ym  Date(m/dly): 07/16/19 INPA - LTMOE

C

Fig. 5: fotomicrografica dos Isolados MAD 189 (A), MAD 51 (B), MAD 42 (C) e MAD 24(D) crescidos em dois
meios de culturas ISP2 para andlise da morfologia celular e da coldnia.

5.2 Potencial inibitérios de isolados do género Bacillus

Os isolados apresentaram potencial de inibicdo contra os quatro fitopatogenos
testados e a maior inibicédo contra o fitopatdgeno F. decemcellulare, agente causal do
superbrotamento em guaranazeiro (LOBO et al., 2016). Earl et al., (2008) relatam que
Bacillus subtilis € um complexo de espécies que sao associadas a raizes de plantas.

Devido a formacdo de endodsporo (estrutura de resisténcia) ela facilmente se
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dissemina pelo solo. Essa associacdo faz com que haja um maior crescimento das
plantas, pois as bactérias inibem o crescimento de fitopatbgenos presentes nas
plantas, suas enzimas secretadas ativam o sistema de defesa e horménios de
crescimento da planta, além de disponibilizar nutrientes necessarios para as plantas
(nitrogénio, fosforo), (CARZOLA et al., 2007; NARGORSKA et al., 2007).

Fig. 6: Teste de inibigao dos isolados PcA1 (A), PcA2 (B), PcA3 (C), MAD 207 (D), frente ao fitopatdogenos C. siamenses;
F. decemcellulare; N. forminacum e P. gilvanis.

A porcentagem de inibicAo dos isolados foi mais eficiente conta o F.
decemcellulare, o PcCA1 e MAD207 apresentou a melhor inibicdo ao 10° dia e de 72%
e 78% respectivamente, e 0 PcA2 e PcA3 apresentaram ao 15° dia com 76% e 74%.
O fitopatdgeno C. siamente foi menos inibido por PcAl e PcA2 com o melhor potencial
ao 10° dia com 65% e 56% respectivamente. O P. gilvanis foi menos inibido pelo
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isolado PcA3 com o melhor potencial (61%) no 10 dia e o N. formicarum pelo MAD207
no 10° dia com 58% (Figura 6 e 7). Nos testes bioquimicos de degradacéo de amilase
e lipase, os isolados apresentaram um halo de degradagdo com IE menor que 2
indicando que estes ndo séo bons produtores destas enzimas.
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Fig. 7: Teste de inibicdo dos isolados PcA1 , PcA2, PcA3, MAD 207, frente ao fitopatégenos C. siamenses; F.
decemcellulare; N. forminacum e P. gilvanis.

5.3 Potencial inibitério de isolados do género Streptomyces

O teste de inibicdo mostrou que os isolados possuem atividade antagodnica
contra todos os fitopatdogenos testados (com excecdo do MAD42 contra o F.
decemcellulare). Os isolados MAD51 e MADA42 inibiram melhor o fitopatdgeno C.
siamense apresentando a melhor inibicdo no 10° dia com 74% e 72%
respectivamente, contra o N. formicarum no 10° dia o isolado MAD189 apresentou
69% e o MAD 24 no 15° com 74% de inibig&o. Todos os isolados apresentaram menor
inibicdo contra o F. decemcellulare também com o melhor rendimento no 10° dia, a

linhagem MAD42 n&o cresceu com o F.decemcellulare entdo n&o foi possivel realizar
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a analise deste isolado (Figura 8 e 9). Nos testes bioquimicos de degradacdo de

amilase e lipase, os isolados apresentaram um halo de degradac¢ao com IE menor que

2 indicando que estes ndo s&o bons produtores destas enzimas.

Fig. 8: Teste de inibicdo dos isolados MAD189(A), MAD51(B), MAD42 (C), MAD24 (D), frente ao fitopatdgenos C.
siamenses; F. decemcellulare; N. forminacum e P. gilvanis.



28

~
=}

-3
&

-3
S

Fungos

o
@

Fungos

Coletotricum siamense

o
S

letotricum stamen.
— Fusarium decemcellulare Coletotricum stamense

- ik form)
— Neopestsiotiopsis formicarum Neopestalotiopsis formicarum

a~
o

Pseudopestalotiopsis gilvanis Pseudopestalotiopsis gilvanis

IS
S

w
&
Inibicdo do Crescimento micelial, em %

Inibicdo do Crescimento micelial, em %

w
=}

N
&

Dias Dias
@ 7¢ 65
BE &
o 65 It € 60-
- o t
S 69 T 5
0] 8
8 [}
z Fungos E 50- Fungos
[*]
2 Coletotricum slamense o Coletotricum siamense
@ 5 ” €4
£ Fusarium decemcellulare qE> Fusarium decemcellulare
ﬁ 45- Neopestalotiopsis formicarum g 40- — Neopestalotiopsis formicarum
o o
o 7 Pseudopestalotiopsis gilvanis 5 e Pseudopestalotiopsis gilvanis
QM o
g °
5 O 30-
.& 3 s "
-1 8,
€30 € “
[
20- b
20~
5d 7 10d 5d 7d od 15d
Dias Dias

Fig. 9: Teste de inibicdo dos isolados MAD24(A), MAD42(B), MAD51 (C), MAD189(D), frente ao fitopatdgenos C.
siamenses; F. decemcellulare; N. forminacum e P. gilvanis.

6. CONCLUSOES

As analises macro e microscOpica mostraram que as espécies possuem
caracteristicas diferentes. Isolados (PcAl, PcA2, PcA3 e MAD 207) foram
identificados molecular e morfologicamente como pertencente ao género Bacillus. Os
isolados pertencentes ao género Streptomyces (MAD24, MAD42, MAD51 e MAD189)
mostraram a morfologia das colbnias e pigmentacéao diferentes, com hifas e formacao

da cadeia de esporos em algumas dessas amostras.

Todos os isolados apresentaram inibicdo contra os fitopatdbgenos de quatro

géneros diferentes.
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