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RESUMO

VIEIRA, Misia Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Bactérias Endofiticas da Seringueira Promovem o Controle de Sclerotinia
sclerotiorum e o Crescimento do Feijoeiro Comum (Phaseolus vulgaris L.).
Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientador: Mauricio Dutra Costa.

O manejo de doengas e a produtividade dependem muitas vezes do uso de
fertilizantes e agroquimicos, gerando poluicdo dos solos e da agua e degradacéao
ambiental. Além disso, o0s agroquimicos afetam o microbioma do solo e,
simultaneamente, selecionam patégenos resistentes devido a sua aplicagao
excessiva. Assim, ha uma demanda por estratégias alternativas, como o emprego de
bactérias endofiticas promotoras de crescimento para o aumento da produtividade de
diferentes culturas, como o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), e para o controle de
doencgas de plantas. Neste trabalho, bactérias endofiticas do caule, folhas e raizes de
seringueiras da floresta Amazodnica foram identificadas e testadas quanto ao
antagonismo ao fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-branco, e a
capacidade de promocao de crescimento do feijoeiro comum. Foram avaliadas 84
bactérias e foram identificados representantes dos géneros Achromobacter, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Ochrobactrum, Paenibacillus, Stenotrophomonas e
Tsukamurella. Os isolados 18 (18B22C-AM - Bacillus sp.), 140 (140B5F-AM — Bacillus
sp.), 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.) e 201 (201B16R-AC — Bacillus sp.) foram
eficientes no controle in vitro de S. sclerotiorum, e nesses isolados foram identificados
genes de lipopeptideos, como bacilomicina A, fengicina, iturina A e surfactina. Os
isolados 18, 174 e 201 foram eficientes no controle de S. sclerotiorum em plantas de
feijoeiro comum. A avaliagdo dos mecanismos de promogao de crescimento in vitro
revelou que os isolados 18, 140 e 174 fixam nitrogénio em meio FNB e os isolados
140 e 174 produzem sideréforos em meio sélido Casaminoacidos (CAA) contendo
CAS (cromo azurol S). Todos os isolados promoveram aumento na massa seca da
raiz do feijoeiro comum e os isolados 18, 174 e 201 promoveram aumento da massa
seca da parte aérea. Portanto, os resultados encontrados demonstram o potencial das
bactérias endofiticas de seringueiras para o desenvolvimento de bioinoculantes para
o controle do fitopatégeno S. sclerotiorum e para a promog¢ao do crescimento do

feijoeiro comum.



Palavras-chave: Endéfitos. Promocgao de crescimento. Controle biolégico. Feijao.



ABSTRACT

VIEIRA, Misia Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Rubber Tree Endophytic Bacteria Promote Sclerotinia sclerotiorum Control
and Growth in Common Bean (Phaseolus vulgaris L.). Adviser: Marisa Vieira de
Queiroz. Co-advisor: Mauricio Dutra Costa.

Disease management and productivity often depend on the use of fertilizers and
agrochemicals, leading to the pollution of soils and water, environmental degradation.
In addition, chemicals affect the microbiome of the soil and, simultaneously, select
resistant pathogens due to excessive chemical application. Thus, there is a demand
for alternative strategies, such as the use of endophytic growth-promoting bacteria to
increase the productivity of different crops, such as common bean (Phaseolus
vulgaris), and to control plant diseases. In this work, endophytic bacteria from the stem,
leaves and roots of rubber trees from the Amazon rainforest were identified, and tested
for antagonism to the plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum and the growth-
promoting capacity of common bean. Eighty-four bacteria were evaluated and
representatives of the genera Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Ochrobactrum, Paenibacillus, Stenotrophomonas and Tsukamurella were identified.
Isolates 18 (18B22C-AM - Bacillus sp.), 140 (140B5F-AM - Bacillus sp.), 174
(174B28R-AM - Bacillus sp.) and 201 (201B16R-AC - Bacillus sp.) were efficient in the
in vitro control of S. sclerotiorum, and lipopeptide genes such as bacillomycin A,
fengicin, iturin A and surfactin were identified in these isolates. Isolates 18, 174 and
201 were efficient in controlling of S. sclerotiorum in common bean plants. The
evaluation of in vitro growth promotion mechanisms revealed that isolates 18, 140 and
174 fix biological nitrogen in FNB medium and isolates 140 and 174 produce
siderophores in Casamino Acids (CAA) solid medium containing CAS (chrome azurol
S). All isolates promoted an increase in common bean root dry mass and isolates 18,
174 and 201 promoted an increase in shoot dry mass. Therefore, the results found
demonstrate the potential of rubber tree endophytic bacteria for the development of
bioinoculants for the control of the phytopathogen S. sclerotiorum and for the

promotion of common bean growth.

Keywords: Endophytic bacteria. Growth promotion. Biological control. Commom bean.
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1. Introducgao

Devido ao crescimento populacional nos ultimos anos e ao aumento da renda
per capita, a demanda global por alimentos expandiu-se e devera sofrer incrementos
de 1,3 % a.a. até 2030 e as projecdes de aumento da producao agricola mundial s&o
estimadas em 18 %, com a contribuicdo de 10 % da América Latina (OECD/FAO,
2021). Porém, a oferta de alimentos € significativamente afetada pelas mudancas
climaticas (CONAB, 2021), e pelo desenvolvimento de doengas que afetam plantas e
animais de interesse agricolas e agropecuario.

Com isso, ha ampliacao no uso dos agroquimicos para controle de doencas e
de fertilizantes, e ao mesmo tempo também de insumos bioldgicos na agricultura. A
utilizacdo de tais insumos cresceu para aumentar a produtividade das culturas e
controlar fitopatdbgenos, visando a seguranca alimentar e nutricional global
(OECD/FAOQO, 2021), até como alternativa potencial para a substituicao do uso dos
agroquimicos.

Assim, o emprego de microrganismos em praticas agricolas aumentou
significativamente nos ultimos anos como alternativa aos quimicos utilizados (Adeleke
et al., 2021; Vasileva et al., 2019). Além de causarem poluicdo do solo e da agua e a
degradacao ambiental, provocando problemas a saude humana e animal, os insumos
quimicos afetam o microbioma benéfico do solo (Chernov e Semenov, 2021; Rajkumar
et al., 2009) e, simultaneamente, seleciona linhagens resistentes dos patégenos
devido a mutagdes de novo nos genes que codificam o sitio alvo ou nos principais
genes de resisténcia (Hawkins et al., 2019; Ogawa et al., 2020).

Dentre as culturas de importancia agricola, o feijao (Phaseolus vulgaris L.)
apresenta destaque, por ser fonte de proteinas e estar presente na dieta diaria da
populacao de varios paises, principalmente da américa latina, sobretudo da maioria
da populacgao brasileira. No entanto, essa cultura sofre com o ataque de patdégenos
qgue reduzem significativamente a sua produtividade, causando doencas tais como a
antracnose, a ferrugem, a mancha-angular, o mofo-o branco, a murcha e o oidio
(Juliatti et al., 2015; Nunes et al., 2017). Dentro deste cenario, diferentes pesquisas
estdo sendo realizadas visando o desenvolvimento de inoculantes biolégicos que
aumentem a produtividade da cultura e antagonizem fitopatégenos (Ferreira et al.,
2020; Martins et al., 2018).
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Entre os microrganismos empregados, as bactérias endofiticas sao importantes
ferramentas aplicadas a agricultura e a industria e estudadas como alternativa
promissora na biorremediacdo e no controle de doengas devido a produgcdo de
metabdlitos secundarios que controlam o crescimento de fitopatégenos e o aumento
da producgéao de culturas de grande interesse econdmico (Chebotar et al., 2015).

Tais microrganismos possuem ciclo de vida bifasico alternado entre o solo e os
tecidos vegetais (Afzal et al., 2019). As mesmas colonizam principalmente os espacos
intercelulares devido a abundancia de nutrientes, e algumas também sao capazes de
colonizar intracelularmente (Pinski et al., 2019). As sementes também podem ser
colonizadas pelas bactérias endofiticas, permitindo a transmissdo desses
microrganismos de geracao a geragao (Chebotar et al., 2015).

Na interacdo microrganismo endofitico-hospedeiro, os nutrientes e um
ambiente estavel aos microrganismos sao fornecidos pela planta a qual se beneficia
por meio da protecao contra fitopatdgenos e promocao de crescimento que os
endofitos conferem (Afzal et al., 2019; Compant et al., 2005; Elanchezhiyan et al.,
2018; Santos e Varavallo, 2011). Além disso, microrganismos endofiticos mantém
relacionamento estreito e duradouro com a planta devido a natureza de seu estilo de
vida endofitico, isso pode fornecer as bactérias endofiticas a capacidade de
recolonizar a superficie da planta e resistir a algumas situagdes de estresse abibtico
e bidtico no solo (Afzal et al., 2019; Chebotar et al., 2015).

Um dos mecanismos de protecao a fitopatdgenos utilizado por microrganismos
endofiticos envolve a produgcdo de metabdlitos secundarios bioativos. Esses
metabdlitos podem estar diretamente envolvidos na antibiose e na defesa da planta,
por vez, agindo indiretamente na promocao do crescimento vegetal (Azabou et al.,
2020; Maksimov et al., 2020; Rong et al., 2020; Zouari et al., 2016). Dos produtos do
metabolismo secundario, os biossurfactantes do grupo dos lipopeptideos tém grande
importancia por serem capazes de alterar as propriedades fisicas e quimicas de
interfaces (Sansinenea e Ortiz, 2011).

Lipopeptideos sao moléculas anfipaticas, ou seja, possuem parte hidrofébica e
outra hidrofilica. Assim, devido as suas propriedades de reduzir a tensao interfacial e
formar micelas, os biossurfactantes podem modificar o comportamento interfacial e a
relacao de outras moléculas na interface e em solu¢ao (Van Hamme et al., 2006). Por
consequéncia, podem aumentar a biodisponibilidade e mobilidade de compostos

organicos hidrofobicos ou insoliveis em agua (Gotze e Stallforth, 2020; Singh ef al.,
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2007). Além disso, sao capazes de lisar as membranas (Greber et al., 2020; Ohadi et
al., 2020), tendo assim atividades antifungica, antibiética, anti-inflamatérias e
citotoxicas (Gotze e Stallforth, 2020).

O crescimento e o rendimento das plantas dependem essencialmente da producgéo
de fitohormdnios e biodisponibilidade de minerais que elas adquirem direta ou
indiretamente do solo. A principal auxina (um fitohormdnio) produzida por plantas e
bactérias € o acido indol-3-acético (AlA). Em plantas o AlA regula varios processos
como aumento e divisdo celular, diferenciacdo de tecidos e respostas a luz e quando
em interacdo com as plantas, o AIA bacteriano tem o potencial de interferir em
qualquer um desses processos, alterando de forma espacgo-temporal o pool de
auxinas da planta (Spaepen et al., 2007).

Além de promovem o crescimento das plantas por produzir/estimular a produgao
de fitohormdnios, as bactérias enddficas facilitam a aquisicao de recursos minerais
como fésforo (P) e ferro que geralmente sdo menos biodisponiveis e a fixacao de
nitrogénio (Borah et al., 2021).

O P é um macronutriente essencial para sustentar o crescimento ideal da planta e
desempenha diferentes e importantes papeis moleculares na célula vegetal, tais como
respiracao, vias de transdugcdo de sinais, atividade enzimatica, reacbes redox e
reacdes baseadas em fosforilagdo/desfosforilagdo. O P também é requerido no
suporte a fotossintese, fixacao biolégica de nitrogénio, formacdo de embrides e
sementes (Srivastava et al., 2018). Bactérias solubilizadoras de fosfato organico e/ou
inorganico, desempenham um papel importante na nutricdo das plantas por tornar o
P disponivel para absorcao pelas plantas, agindo como promotores de crescimento
(Rodriguez e Fraga, 1999), visto que, o fosfato inorganico (Pi), forma mais acessivel
para as plantas, raramente excedem 1-10 ym em solugdes de solo (Srivastava et al.,
2018).

Sob condicbes de estresse de ferro, os microrganismos podem produzir
compostos de baixa massa molecular com alta afinidade pelo ion férrico,
denominados sideréforos (Cueva-Yesquén et al., 2020). A producao de sideréforos
para quelagao de ferro € uma caracteristica importante em bactérias endofiticas, pois
a biodisponibilidade do ferro € muito limitada devido a baixa solubilidade dos ions Fe3*.
Sideréforos séo os agentes de ligagdo mais fortes de Fe3* (Borah et al., 2021).

O nitrogénio € um elemento essencial para biossintese de aminoacidos e proteinas

(Vejan et al., 2016), que esta presente em abundancia no meio ambiente em sua forma
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diatdmica (N2), limitando sua absorcao pelas plantas (Cueva-Yesquén et al., 2020).
Porém, células procaridticas desenvolveram mecanismo biolégico que torna
nitrogénio atmosférico (N2) biodisponivel através do processo biologico de fixagdo de
nitrogénio (Franche et al., 2009). Entre estes procariontes que fixam N2, estdo as
bactérias endofiticas com potencial biotecnolégico com aplicagao na agricultura (Liu
et al., 2017; ALKahtani, 2020).

Ainda ha poucos estudos acerca de bactérias endofiticas de seringueiras e do
potencial biotecnolégico desses microrganismos. Alguns estudos foram feitos de
isolamento de bactérias endofiticas da seringueira (Hevea brasiliensis) (Abraham et
al., 2013), e demonstraram o potencial antagdnico do isolado identificado como
Alcaligenes sp. cepa EIL, bem como a inducdo de resisténcia sistémica adquirida
(Abraham et al., 2013; 2015; 2019). Outra cepa endofitica ITBB B5-1 identificada como
Serratia marcescens € capaz de secretar quitinase e 3-1,3-glucanase tendo efeito
antifungico capaz de controlar a murcha de Fusarium em campo (Tan et al., 2015).
Hidayati et al. (2014) isolaram bactérias endofiticas também de seringueiras
promotoras de crescimento e com capacidade de fixar nitrogénio, produzir acido indol
acético, giberelina e citocinina. Dentre 415 bactérias endofiticas isoladas de
seringueiras, duas (Enterobacter AP6A3 e Bacillus ER212) foram capazes de reduzir
o estresse salino em plantulas de seringueira e promover o crescimento
(Khotchanalekha et al., 2019).

O uso de bactérias endofiticas em praticas agricolas para o tratamento de
sementes ou mudas e outras ferramentas de controle pode resultar em efeito sinérgico
contra um ou varios patégenos, levando a diminui¢cdo no uso de fertilizantes quimicos
e agroquimicos. Assim, este trabalho teve como objetivos identificar bactérias
endofiticas da seringueira, avaliar o potencial no biocontrole de Sclerotinia

sclerotiorum e na promogéao do crescimento do feijoeiro comum.
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2. Material e métodos

2.1. Microrganismos, cultivar de feijoeiro comum, condi¢gées de cultura

e manutencao das culturas

Neste estudo foram analisadas bactérias endofiticas de seringueiras da floresta
Amazobnica do Brasil (Tabela S1). Essas bactérias foram isoladas em meio de cultura
BDA contendo dois antibidticos, estreptomicina (12,5 mg/mL) e tetraciclina (12,5
mg/mL), durante testes que foram realizados para o isolamento de fungos (Figura S1).
As coletas, os tipos de tecidos e os tratamentos realizados para desinfestacdo dos
tecidos estao descritos em Araujo et al. (2018; 2020). As bactérias foram estocadas
em glicerol 20 % (Kuklinsky-Sobral et al., 2004) e fazem parte da bacterioteca do
Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos (LGMM) no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO - Campus UFV - Vigosa / MG,
Brasil).

O fitopatégeno utilizado nas analises foi S. sclerotiorum da colegdo do LGMM.
O cultivo para a obtencgéo dos indculos ocorreu em meio Batata Dextrose Agar (BDA)
durante 7 dias a 25 °C em camara de crescimento BOD.

Nos experimentos de avaliacdo de promocgao de crescimento do feijoeiro

comum e do controle da doenca foi utilizada a cultivar Pérola.

2.2, Identificagao molecular das bactérias endofiticas de seringueira

O DNA total das culturas puras foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as instrugbdes do fabricante.

Fragmento de aproximadamente 1.400 pb da regido 16S do rDNA foi
amplificado por meio de reagdes de PCR (Polymerase chain reaction) usando os
primers PO27F e 1492R (Tabela S3). A reacao foi realizada em um volume final de 25
ML contendo 50 ng de DNA da amostra, 25 mM MgClz2, 10 mM dNTPs, 5 uM de cada
primer, uma unidade da GoTag® Green MasterMix 2X e agua MilliQ usando
termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Alemanha). As condi¢cdes para
PCR foram: etapa de desnaturacéo inicial a 94 °C por 7 minutos, seguido por 30 ciclos

de desnaturacgao por 30 segundos a 94 °C, anelamento por 1 minuto e 30 segundos
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a 55 °C, alongamento por 1 minuto e 30 segundos a 72 °C, seguido por alongamento
final de 7 minutos a 72 °C.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5
%) contendo brometo de etidio (0,2 pl/ml) e enviados para o sequenciamento na
Macrogen Inc. (Coréia). As sequéncias obtidas foram editadas usando o programa
Geneious. A identificacao das bactérias foi realizada por comparacao com sequéncias
de referéncias disponiveis no GenBank (NCBI - National Center for Biotechnology
Information, USA). As sequéncias no formato FASTA das bactérias do presente
estudo e linhagens tipo (Tabela S2) foram alinhadas usando MAFFT 6.0 (Katoh e
Hiroyuki, 2008). O alinhamento foi exportado para o software MEGA versao 11 e a
arvore filogenética foi gerada usando o modelo Neighbor-Joining (NJ) com 1000
repeticdes bootstrap e enraizada com sequéncias de 16S rDNA de membros da

familia Enterobacteriaceae.

2.3. Avaliagao do potencial antagonico in vitro de bactérias endofiticas

da seringueira a S. sclerotiorum

2.3.1. Difusao de metabodlitos em meio de cultura

A atividade antagbnica das bactérias em ensaio de cultura pareada, foi
realizado com as bactérias endofiticas que nao eram do mesmo género/espécie, nem
mesma planta e mesmo tecido. Também nao foram testadas bactérias identificadas
como patogénicas para o homem. As bactérias selecionadas foram inoculadas em um
lado da placa de Petri contendo meio de cultura BDA a distancia de 1,5 cm da borda.
Apo6s 48 horas, no lado oposto, foi inoculado um disco de 5 mm de didmetro de micélio
de S. sclerotiorum com 7 dias de crescimento. Para o controle foram usadas placas
inoculadas com o fitopatégeno sem a presencga de bactéria. O teste foi feito com 28
bactérias, com trés repeticdes biolégicas. As placas foram incubadas a temperatura
de melhor crescimento de S. sclerotiorum (25 °C) até as placas de controle atingirem
3 cm de raio.

A porcentagem de inibicdo do crescimento (IC) micelial do fitopatdgeno foi
calculada aplicando a férmula IC= [(C-T)/C]x100, em que C é o crescimento micelial
radial do controle (mm) e T é o crescimento micelial radial nos tratamentos (bactéria

+ fungo fitopatogénico; mm).



15

2.3.2. Producgao de compostos volateis (COV)

A producao de compostos volateis (COV) foi avaliada de acordo com Azabou
et al. (2020), com modificagdes. Utilizaram-se placas de Petri bicompartimentalizadas,
contendo meio LB em uma particdo e meio BDA na outra. No meio LB, inoculou-se o
isolado bacteriano endofitico e, no meio BDA, foi inoculado um disco de 5 mm de
didmetro contendo micélio de S. sclerotiorum com 7 dias de crescimento. Para o
controle negativo, placas foram inoculadas somente com fungo.

Todas as placas foram incubadas a temperatura de melhor crescimento do
fitopatogeno (25 °C) e hermeticamente vedadas com parafime. A inibicao do
crescimento micelial do fitopatégeno foi medido quando a colénia da placa controle
atingiu 2 cm de raio. O calculo de inibigao foi feito como descrito no item 2.3.1.

2.4. Avaliacio do potencial de biocontrole in planta de bactérias

endofiticas da seringueira a S. sclerotiorum

Sementes de feijao foram desinfestadas em hipoclorito de sédio 0,5 % por 5
min, e lavadas em agua destilada estéril por 3 vezes. Em seguida foram imersas, por
10 min, em solucao salina 0,85 % (SS) ou em suspenséao bacteriana (SB), DO ajustada
para 0,8 a 600 nm dos isolados 18B22C-AM, 140B5F-AM, 174B28R-AM e 201B16R-
AC.

Em vasos contendo 0,5 Kg de substrato Topstrato ®, 5 sementes foram
semeadas e apos 4 dias foi realizado o desbaste para obtencao de plantulas uniformes
que foram utilizadas para o experimento composto por 4 tratamentos descritos na
Tabela 1. Cada tratamento conteve 5 plantas e 3 repeticdes biologicas. As plantas
foram irrigadas para manter 60 % da capacidade de retencao de agua. A inoculacao
do patégeno S. sclerotiorum foi realizada com discos da cultura de 5 mm x 5 mm

aplicados nas folhas das plantas com 10 dias de idade.
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Tabela 1: Tratamentos utilizados para avaliagao do potencial antagénico de bactérias

endofiticas da seringueira a S. sclerotiorum em feijoeiro comum.

Tratamentos Descricao
1 SS
2 SS + Patégeno
3 SB
4 SB + Patégeno

SS — Sementes de feijao comum imersas em solugao salina 0,85 % durante 10’, SB —

Sementes de feijoeiro comum imersas em suspensao bacteriana durante 10’

A severidade da doenca foi avaliada 4 dias ap6s a inoculagéo do patégeno em
duas folhas por planta, pela quantificacdo da area foliar lesionada por meio do
programa Quant V.1.0 (Vale et al., 2001) e expressa em percentagem de area

lesionada.

2.5. Identificagao da presenga de genes que codificam lipopeptideos

Reacgdes de PCR foram realizadas com primers especificos para os genes de
surfactina, iturina A, fengicina e bacilamicina A descritos na Tabela S3. Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % e o resultado

registrado em fotodocumentador.

2.6. Avaliacao in vitro da presenga dos mecanismos de promocao de

crescimento

2.6.1. Solubilizacao de fosfato

As bactérias foram cultivadas por 7 dias a 28 °C em placas contendo meio
NBRIP (Nautiyal, 1999). Passado o periodo de incubacgao, as colénias de bactérias

que formaram halo foram consideradas solubilizadoras de fosfato.
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2.6.2. Fixacao de nitrogénio

A identificacado de bactérias fixadoras de nitrogénio foi realizada em tubos de
ensaio contendo meio FNB (Dobereiner, 1995). Foi feita a inoculagdo das bactérias
pelo método de picagem e incubacao por 7 dias a 28 °C. Apds esse periodo, as
coldnias que formaram halo na superficie do meio e modificaram a cor do meio FNB

para azul foram consideradas fixadoras de nitrogénio.

2.6.3. Producao de acido indol-3-acético (AlA)

As bactérias foram cultivadas em meio 1/10 TSA sem L-triptofano e apds 24 h
foram transferidas para placas contendo meio 1/10 TSA enriquecido com 5 mM de L-
triptofano coberto por membrana de nitrocelulose e incubadas a 28 °C por 24 h. Apés
a incubacgao, as membranas foram removidas e saturadas com solugcao de Salkowski
e incubadas a temperatura ambiente. Os isolados que formaram halo avermelhado na
membrana entre 0,5 - 2 h foram considerados produtores de AlA (Cattelan, 1999).

2.6.4. Producao de sideréforos

A producao de sideroforos foi avaliada segundo Caballero-Mellado et al. (2007)
com modificagbes. As bactérias foram cultivadas em 50 mL de meio Casaminoacidos
(CAA) liquido a 28 °C por 5 dias sob agitacao continua de 150 rpm. Apos esse periodo,
microgotas de 10 pl da cultura de células foram depositadas em meio CAA solido
acrescido de 7 da solugao CAS (cromo azurol S). Em seguida, as placas foram
incubadas a 28 °C por 5 dias. Os isolados que converteram a cor azul da solugao CAS
para amarelo foram considerados produtores de sideréforos.

2.7. Avaliagao da promogao de crescimento vegetal em mudas de

feijoeiro comum

Sementes de feijao foram desinfestadas e imersas nas solugbes SS e SB
conforme descrito no item 2.4, assim como, a selecdo das plantulas que foram
utilizadas para o experimento. A avaliagdo foi conduzida no periodo de agosto a

setembro em delineamento inteiramente casualizado composto por 9 plantas por
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bactéria. O controle foi composto por plantulas que foram imersas na solugéao SS e os
tratamentos pelas plantulas que foram imersas na solugdo SB. As plantulas foram
semeadas em vasos de 3 Kg contendo substrato Topstrato ® e irrigadas para manter
60 % da capacidade da retencao de agua.

Apos 45 dias as plantas foram avaliadas quanto a altura da parte aérea,
comprimento da raiz, numero de folhas, massa fresca e massa seca. As medi¢cdes
foram realizadas com auxilio de régua. A altura da parte aérea foi medida a partir da
base do caule. O peso foi medido com auxilio de balanca de precisao, a parte aérea
e a raiz foram cortadas em pedacos menores e pesados. Em seguida, para o peso da
massa seca, a parte aérea e a raiz foram colocadas em sacos de papel e mantidos

em estufa para secagem a 60 °C e pesados até atingirem peso constante.

2.8. Analise de dados

Os testes do potencial antagbnico e mecanismos de promog¢ao de crescimento
foram realizados trés vezes com trés repeticées. Os valores foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott com
5 % de significancia. As analises dos dados foram realizadas no programa R version
4.1.1 (2021-08-10) usando as bibliotecas base (R Core Team 2021) e os graficos
foram realizados utilizando a biblioteca ggplot2 v. 3.3.5 (Wickham, 2009).
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3. Resultados

3.1. Identificagao molecular das bactérias endofiticas de seringueira

O total de 84 bactérias de caule, folhas e raizes de seringueiras do estado do
Amazonas e Acre foram isoladas (Tabela S1). Destas, 57 tiveram o género
identificado com base na sequéncia da regiao 16S do rDNA. Na analise pode ser
observado a formacao de oito clusters (Figura 1A), nos quais a maioria das bactérias
foram identificadas como membros dos géneros Achromobacter, Bacillus,
Burkholderia, Ochrobactrum e Stenotrophomonas, e em menor frequéncia identificou-
se os géneros Enterobacter, Paenibacillus e Tsukamurella (Figura 1A, B1 e B2).

Resultados obtidos a partir da analise filogenética da sequéncia da regidao 16S
das espécies tipo e isolados de seringueira (Figura 1A, B1 e B2), indicou que 6
isolados (240B8F-AM, 52B14F-AC, 234B22C-AM, 112B20F-AM, 246B28F-AM e
43B20F-AM) estao proximamente relacionados com alto suporte de bootstrap (100 %)
com o isolado tipo de Achromobacter spanius (Figura 1A e B1). Em Burkholderia, os
isolados 36B19R-AC e 89B7R-AC estao proximamente relacionado com B. metallica
e outros 4 isolados oriundos das raizes (8BOR-AC, 13B9R-AC e 180B1R-AC) e do
caule (153B23C-AC) de seringueiras do Acre formaram um clado independente
filogeneticamente relacionado com B. lata e B. paludis, que fazem parte do complexo
B. cepacia (Bcc) (Figura 1A e B1). Todos os 17 isolados que pertencem ao género
Stenotrophomonas sao possiveis novas espécies (Figura 1A e B1). No clado
pertencente ao género Bacillus, alguns isolados estao filogeneticamente relacionados
com B. proteolyticus (93B10F-AM, 204B16R-AC, 221B29F-AM e 201B16R-AM) e B.
velezensis (18B22C-AM), ja outros isolados formaram um clado mais préximo de B.
methylotrophicus (Figura 1A e B2). O isolado 71B14F-AC esta mais relacionado com
Ochrobactrum pseudogrignonense (bootstrap 100 %) e outros 4 isolados formaram
um clado independente que se relaciona com O. intermedium. e trés isolados
(25B20F-AC, 72B28F-AM e 110B18F-AM) estdao mais proximamente relacionados
com Tsukamurella tyrosinosolvens. Somente um isolado (191B22R-AC) agrupou com
Enterobacteriaceae bacterium e um isolado (160B22R-AC) com o género

Paenibacillus, mais préoximo a P. jamilae. (Figura 1A e B2).
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Figura 1. A. Arvore filogenética modelo Neighbor-Joining (NJ) baseada na comparagao das
sequéncias do gene 16S rDNA mostrando a posi¢ao das bactérias endofiticas de seringueiras
da floresta Amazbnica (fonte de cor azul) em relacdo as espécies de isolados tipos de
bactérias pertencentes aos géneros Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Ochrobactrum,
Stenotrophomonas, Paenibacillus, Tsukamurella e Enterobacter. A arvore foi enraizada com
membros da familia Enterobacteriaceae. Numeros dos nodos indicam percentagem de
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ocorréncia em 1000 bootstrap. B1 e B2 é a segregacdo da arvore A para facilitar a
visualizacao dos clados e da identificacao das bactérias.

3.2 Avaliagao do potencial antagonico in vitro

3.2.1. Difusao de metabdlitos em meio de cultura

A atividade antagbnica das bactérias foi avaliada em ensaio de cultura pareada.
Dentre as 28 bactérias testadas (Figura S2), 4 (18B22C-AM — Bacillus sp, 140B5F-
AM — Bacillus sp., 174B28R-AM — Bacillus sp., 201B16R-AC — Bacillus sp) reduziram
mais de 50 % o crescimento do S. sclerotiorum (Tabela 2; Figura 2). Desta forma,
estas quatro bactérias mais promissoras foram selecionadas para os préximos testes

in vitro e in planta.



24

Tabela 2. Avaliacao da inibicao do crescimento (IC) de S. sclerotiorum por bactérias

endofiticas da seringueira.

Média do IC
Isolados  S.s
3 9
18 59
20 6,1
25 25
34 8,6
35 13,52
43 18,17
52 23,65
60 12,05
64 9,54
72 12,86
73 22
87 24,65
92 41
102 19,95
117 12,51
120 32,9
129 13,33
140 55,1
160 37,77
162 34
174 66,61
192 10,57
201 52,32
204 27,36
210 10,77
221 27,92

234

21,7
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Controle Isolado 18 Isolado 140 Isolado 174 Isolado 201

Figura 2. Antagonismo de bactérias endofiticas de seringueira pertencentes ao género
Bacillus (Figura 1 e Tabela S2) a S. sclerotiorum.

3.2.2. Produc¢ao de compostos volateis

Nenhum dos isolados produziu compostos volateis capazes de inibir o

crescimento do S. sclerotiorum nas condicées testadas (Figura 3).

Controle Isolado 18 Isolado 140 Isolado 174 Isolado 201

Figura 3. Avaliacdo da produgdo de compostos volateis por bactérias endofiticas de
seringueira pertencentes ao género Bacillus (Figura 1 e Tabela S2) capazes de inibir S.
sclerotiorum.

3.3. Avaliagao do potencial antagonico de Bacillus spp- endofiticos da

seringueira a S. sclerotiorum em feijoeiro comum

A atividade antagénica das bactérias foi avaliada em ensaio in vivo em feijoeiro
comum mantido em temperatura controlada de 25 °C. As bactérias do género Bacillus
(18B22C-AM, 174B28R-AM e 201B16R-AC) foram significativamente eficientes no

controle do mofo branco no feijoeiro nas condi¢cdées avaliadas (Figura 4; Figura S3).
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Figura 4. Atividade antag6nica de Bacillus spp. endofiticos da seringueira a S. sclerotiorum
em feijoeiro comum. A bactérias 18B22C-AM (B. velezensis), 174B28R-AM (Bacillus sp.) e
201B16R-AC (B. proteolyticus) apresentaram efeitos significativos para a redugao do mofo
branco no feijoeiro comum. Tratamentos anotados com a mesma letra ndo apresentam
diferenca estatistica pela analise de variancia seguida pelo teste de Scott-Knott, ambos ao
nivel de 0.05 de probabilidade.

3.4. Identificacao da presenc¢a de genes que codificam lipopeptideos

Todos os isolados analisados apresentam pelo menos um dos genes pesquisados.
O isolado 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.) contém os genes que codificam para
surfactina (srfAA), iturina A e bacilomicina A. O isolado 140 (140B5F-AM — Bacillus
sp.) apresenta somente o gene para surfactina (srfAA) e o isolado 174 (174B28R-AM
— Bacillus sp.) para o gene de surfactina (sfp). Ja o isolado 201 apresenta o gene para

a surfactina (srfAA) e o gene para a fengicina (Figura S4).

3.5. Avaliagao dos mecanismos de promogao de crescimento in vitro

As bactérias avaliadas nao solubilizaram fosfato e n&o produziram AIA nas
condicOes testadas. Todas, exceto a bactéria 201 (201B16R-AC — B. proteolyticus)
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apresentaram resultado positivo para fixacao de nitrogénio biolégico e somente as
bactérias 140 (140B5F-AM — Bacillus sp.) e 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.)
produziram sideréforos (Figura S5).

3.6. Avaliagao da promogao de crescimento vegetal in vivo

A massa seca das raizes do feijoeiro apresentou diferencgas significativas quando
tratadas com as bactérias 140 (140B5F-AM — Bacillus sp.), 174 (174B28R-AM —
Bacillus sp.), 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.) e 201 (201B16R-AC — Bacillus sp.),
respectivamente, no experimento realizado entre fevereiro e marco (Figura 5). Ja no
experimento realizado no periodo entre agosto e setembro, as mudas do feijoeiro
apresentaram resultados significativos em relagéo ao controle com as suas sementes
tratadas com as bactérias 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.) e 18 (18B22C-AM —
Bacillus sp.). Ainda em relacao as variaveis relacionadas as raizes, nao foram obtidos
resultados significativos quanto ao comprimento e volume das raizes em nenhum dos
periodos avaliados (Figura 5).

Em relacdo a parte aérea, as plantas cujas sementes foram tratadas com as
bactérias 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.), 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.) e 201
(201B16R-AC — Bacillus sp.) no momento do plantio, no periodo de agosto a
setembro, apresentaram valores de massa seca da parte aérea significativamente
diferentes em relacao as plantas cujas sementes nao foram inoculadas por bactérias
ou tratadas com a bactéria 140 (140B5F-AM — Bacillus sp.) (Figura 5). As plantas
tratadas com as bactérias nao apresentaram resultados significativos em relacao ao
comprimento da parte aérea e o numero de folhas. Ainda em relagcéo a parte aérea,
nao foi evidenciado resultados significativos em nenhuma das variaveis analisadas

durante o periodo de fevereiro a margo (Figura 5).
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Figura 5. Atividade de promocao de crescimento do feijoeiro comum quando tratado com
Bacillus spp. endofiticos da seringueira. Tratamentos anotados com a mesma letra nao
apresentam diferenca estatistica pela analise de variancia seguida pelo teste de Scott-Knott,
ambos ao nivel de 0.05 de probabilidade.
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4. Discussao

Durante o isolamento de fungos endofiticos de seringueiras da floresta
amazodnica brasileira realizado por Araujo et al. (2018; 2020), em meio de cultura com
a presenca de dois antibidticos (estreptomicina e tetraciclina), foi observado o
crescimento de bactérias endofiticas resistentes a esses antibiéticos. Neste estudo,
essas bactérias endofiticas foram identificadas com base na sequéncia do rDNA/rRNA
16S e analisadas quanto a capacidade de controle do fitopatdgeno S. sclerotiorum e
de promocao do crescimento do feijoeiro comum.

As bactérias endofiticas analisadas pertencem aos géneros Achromobacter,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Ochrobactrum, Paenibacillus,
Stenotrophomonas e Tsukamurella (Figura 1 A, B1 e B2). Porém, para confirmagéao
mais segura de uma espécie bacteriana é necessaria a caracterizacao fenotipica e
molecular adicional, visto que alguns isolados identificados como Burkholderia sp.,
Bacillus sp., Stenotophomonas sp. e Ochrobactrum sp. podem ser espécies novas €
a identificacéo da regido 16S nao permite chegar a nivel de espécie devido a baixa
resolucao.

Os isolados 43 (43B20F_AM), 52 (52B14F_AC), 112 (112B20F_AM), 234
(234B22C_AM), 240 (240B8F_AM), 246 (246B28F_AM) agruparam com A. spanius
(Figura 1A, B1 e B2), espécie também isolada de ambientes hospitalares (Nath et al.,
2020), bem como de solos (Thulasi et al., 2018) e plantas (EI-Gamal et al., 2018).

As espécies B. lata, B. paludis e B. metallica, as quais alguns dos isolados do
presente estudo estdo filogeneticamente relacionadas, ja foram descritas com
atividades benéficas, como degradacao de hidrocarboneto (Muccee et al., 2021),
potencial para promogéao de crescimento vegetal (Da Silva et al., 2012; Laha et al.,
2021; Riera et al., 2017), producao de pioquelina (sideréforo) potencialmente eficaz
no tratamento de infecgcbes causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos
(ARB) (Ong et al., 2016; 2017) e antagbnicos a patégenos bacterianos (Riera et al.,
2018) e fungicos (Barrera-Galicia et al., 2021).

Ochrobactrum pseudogrignonense, espécie a qual o isolado 71 (71B14F-AC)
esta mais relacionado, € uma espécie descrita como tolerante a cobre sendo capaz
de degradar o corante catiénico trifenilmetano Verde Malaquita (MG) considerado
téxico para organismos aquaticos e animais, incluindo humanos (Chaturvedi e Verma,

2015). Um isolado O. pseudogrignonense obtido da rizosfera de Imperata cylindrica
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também foi descrito como promotor de crescimento de trigo em condi¢cdes de estresse
salino (Chakraborty et al., 2019) e outro isolado da rizosfera de plantas de milho, foi
capaz de solubilizar fosfato de rocha como bioestimulante importante no crescimento
do milheto (Silva et al., 2021).

Outros quatro isolados, 35 (35B17F _AC), 60 (60B28F_AM), 73 (73B29C_AM)
e 119 (119B29C_AM) se relacionaram com O. intermedium, espécie descrita como
biorremediadora com potencial de aplicagao no tratamento de lodo de petréleo capaz
de degradar diferentes hidrocarbonetos (Bezza et al., 2015). O. intermedium isolado
de solos de areas industriais também mostram potencial na remocao de poluentes
metalicos (Sharma e Shukla, 2021).

O isolado 191 (191B22R-AC) foi identificado como da familia
Enterobacteriaceae e uma espécie do género Enterobacter ja foi descrita como
potencial promotora de crescimento vegetal, fixadoras de nitrogénio e solubilizadora
de fosfato inorganico (Hardoim et al., 2013). O género Tsukamurella também ja foi
descrito como endofitico por Salam et al. (2017) que isolaram de Dracaena
cochinchinensis (Lour.).

Somente um dos isolados, 160 (160B22R-AC), foi identificado como
Paenibacillus sp., género ja descrito como endofitico de diferentes hospedeiros e com
potencial acdo no controle biolégico (Khan et al., 2020a; Serrano et al., 2021) e na
promocéo de crescimento vegetal (Bettencourt et al., 2021; Khan et al., 2020a). E
possivel que todos os 17 isolados que agruparam ao género Stenotrophomonas sejam
novas espécies, visto que até o momento apenas 19 espécies foram identificadas e
publicadas validamente (https://lpsn.dsmz.de/genus/stenotrophomonas). Outros
trabalhos ja relataram o isolamento de Stenofrophomonas endofiticas em diferentes
culturas (Chen et al., 2020; Egamberdieva et al., 2021; Mitter et al., 2019; Ulrich et al.,
2021; Zhu et al., 2016).

Assim, como exemplificado nos paragrafos acima, as bactérias endofiticas de
seringueiras nativas da floresta Amazdnica brasileira identificadas podem apresentar
funcdes biotecnoldgicas promissoras a serem exploradas em estudos futuros em
diferentes contextos: agricola, ambiental e para a saude animal e humana. Como
descrito acima, neste estudo foram avaliados os isolados pertencentes ao género
Bacillus quanto ao controle do fitopatogeno S. sclerotiorum e a promocgéo de

crescimento do feijoeiro comum.
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Os isolados 18 (18B22C-AM - Bacillus sp.), 174 (174B28R-AM - Bacillus sp.) e
201 (201B16R-AC - Bacillus sp.) foram eficientes no controle de S. sclerotioum no
teste in vitro (cultura pareada). Esse resultado vai de acordo com o trabalho de Lopes
et al. (2018), em que foram identificados isolados endofiticos com potencial de
antagonismo contra S. sclerotiorum, incluindo isolados de Bacillus, que teve atividade
antagénica alta, entretanto, esse antagonismo nao foi analisado em plantas. Porém
nossos isolados foram testados in vivo e foram eficientes no controle de S.
sclerotiorum, assim como encontrado por Sabaté et al. (2018), em isolados de Bacillus
spp. B19 e P12 e B. amyloliquefaciens B14, isoladas de solo, reduziram
significativamente o mofo branco em feijoeiro.

Outros isolados de Bacillus também foram descritos como antagonistas a S.
sclerotiorum, como B. altitudinis MS16 (Goswami e Deka, 2020) e B.
amyloliquefaciens EZ1509 (Farzand et al., 2020). Além disso, a linhagem EZ1509
produziu lipopeptideos, surfactina, iturina e fengicina, assim como nossos isolados em
que também foram encontradas regidées de codificagdo para surfactina, iturina A,
fengicina e bacilomicina A, para o isolado 18; surfactina para o isolado 174 e o isolado
201 apresentou genes para surfactina, fengicina e bacilomicina A. Os resultados do
presente estudo corroboram o estudo realizado por Alvarez et al. (2011), em que foram
identificadas regides de codificacdo de lipopeptideos como surfactina, fengicina A e
fengicina B em B. amyloliquefaciens cepa ARP23 e iturina A na cepa MEP218, os
quais foram eficientes na inibicao do crescimento de S. sclerotiorum.

Uma das formas das bactérias endofiticas promoverem o crescimento vegetal
é facilitar a aquisicdo de recursos do meio em que se encontra, como nitrogénio,
fésforo e ferro. As bactérias endofiticas 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.), 140 (140B5F-
AM - Bacillus sp.) e 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.) foram capazes de fixacao
biol6gica de N, um dos elementos essenciais na nutricao das plantas e que geralmente
se encontra em baixa biodisponibilidade no solo (Masclaux-Daubresse et al., 2010).
Os resultados do presente estudo estdao de acordo com trabalhos anteriores que
demonstraram a atividade diazotréfica de Bacillus endofiticos de outras plantas (Khan
et al., 2020b, 2020c).

As bactérias 140 e 174 nas condigbes testadas produziram sideréforos,
compostos quelantes de metal de baixo peso molecular, assim ha aumento na
absorcao de ferro e remediacao de metais pesados (Saxena et al., 2019). Diferentes

espécies endofiticas de Bacillus foram descritas como produtoras de sideroforos
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(Khan et al., 2020b; Kushwaha et al., 2020). Mas até o momento do relato desse
estudo nao houve qualquer trabalho que descrevesse B. proteolyticus e B.
methylotrophicus como fixadoras de N e/ou produtoras de sideréforos, espécies as
quais nossos isolados 201 e 140, respectivamente se relacionaram filogeneticamente.

Na avaliagao in vivo de promocg¢ao de crescimento vegetal, as mudas do
feijoeiro apresentaram valores de massa seca da raiz representativos quando as suas
sementes foram tratadas com as bactérias 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.) e 174
(174B28R-AM — Bacillus sp.). Ainda em relagao as variaveis relacionadas as raizes,
embora nao tenham apresentado resultados significativos quanto ao comprimento e
volume das raizes no periodo avaliado, é provavel que as bactérias tenham atuado
no desenvolvimento das raizes secundarias, o que garantiu que as plantas
adquirissem a massa seca das raizes significativamente maiores que as plantas cujas
sementes nao foram tratadas pelas bactérias.

Em relacédo a parte aérea, as plantas cujas sementes foram tratadas com as
bactérias 18 (18B22C-AM — Bacillus sp.), 174 (174B28R-AM — Bacillus sp.) e 201
(201B16R-AC — Bacillus sp.), apresentaram valores de massa seca da parte aérea
significativamente maiores em relacao ao controle. Embora, as plantas tratadas com
as bactérias nao tenham obtido resultados significativos em relagdo ao comprimento
da parte aérea e o numero de folhas, o resultado expressivo quanto a massa seca da
parte aérea evidéncia que as bactérias do género Bacillus (18, 174 e 201) possam ter
favorecido o desenvolvimento da parte aérea do feijoeiro em relacéo ao diametro, bem
como, com tendéncia ao maior investimento energético da planta em relacdo ao
desenvolvimento de érgaos reprodutores e sementes (graos) de feijao. Sendo assim,
sao necessarias avaliagbes em tempos maiores, de acordo com o ciclo da cultura.

Os resultados obtidos no presente estudo estao de acordo com o encontrado
por Ferreira et al. (2018), em que bactérias isoladas de nédulos do feijoeiro, como
alguns representantes do género Bacillus promoveram ganho de massa seca as
raizes de feijao e a massa seca da parte aérea. Em relacao ao numero de folhas, nao
houve diferenca dos tratamentos em relagcéo ao controle, assim como visto por Ismail
et al. (2021) em que foi avaliado o efeito dos extratos de endofiticos no crescimento
tambéem de P. vulgaris.

As diferencas significativas no antagonismo contra S. sclerotiorum e
caracteristicas/mecanismos para promocgao de crescimento do feijoeiro e resultados

de ganhos quanto a matéria seca das raizes e, nas condigcbes de temperatura e
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umidade de agosto a setembro, da parte aérea das plantas, as mesmas sao potenciais
ferramentas a serem utilizadas como alternativa para o controle biolégico do mofo-
branco e melhoramento da producgéao de feijao.

No entanto, fazem-se necessarias avaliagbes quanto a eficiéncia da inoculagao
dessas bactérias via plantulas no momento do plantio para a obtencédo de maior
produtividade, bem como avaliacdo dessas bactérias inoculadas nas plantas no
campo, em diferentes condi¢cdes edafoclimaticas em meio a concorréncia do

microbioma nativo e a longo prazo.
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Material Suplementar

Tabela S1: Cédigo dos isolados, origem e espécie hospedeira.

CODIGODO NUMERODA ORGA «
ISOLADO PLANTA 0 ESTADO IDENTIFICACAO
2B23R_AC 23 Raiz Acre Stenotrophomonas sp.
3B28C_AM 28 Caule Amaszona Stenotrophomonas sp.
7B6C_AM 6 Caule AmaSZO”a Bacillus sp.
8B9R_AC 9 Raiz Acre Burkholderia sp.
9B19F_AC 19 Folha Acre Stenotrophomonas sp.
11B18F_AM 18 Folha Amaszona Stenotrophomonas sp.
13B9R_AC 9 Raiz Acre Burkholderia sp.
18B22C_AM 22 Caule Amasz°“a Bacillus sp.
20B29C_AM 29 Caule Amaszona Stenotrophomonas sp.
23B3C_AM 3 Caule AAMazona Nao identificado
25B20F_AC 20 Folha Acre Tsukamurella sp.
33B28R_AM 28 Raiz Amaszona Bacillus sp.
34B20C_AM 20 Caule AAMazona Nao identificado
35B17F_AC 17 Folha Acre Ochrobactrum sp.
36B19R_AC 19 Raiz Acre Burkholderia sp.
43B20F_AM 20 Folha Amasz°“a Achromobacter sp.
52B14F_AC 14 Folha Acre Achromobacter sp.
57B28C_AM 28 Caule Amaszona Stenotrophomonas sp.
60B28F_AM 28 Folha AmaSZO”a Ochrobactrum sp.
61B29F AM 29 Folha Amaszona Stenotrophomonas sp.
64B19F _AM 19 Folha Amaszona Stenotrophomonas sp.
67B20R_AC 20 Raiz Acre Bacillus sp.
68B22R_AC 22 Raiz Acre Nao identificado
69B22R_AC 22 Raiz Acre Nao identificado
71B14F_AC 14 Folha Acre Ochrobactrum sp.
72B28F _AM 28 Folha AmaSZO”a Tsukamurella sp.
73B29C_AM 29 Caule /\Mazona Ochrobactrum sp.

S



74B8R_AC
75B24F_AM
80B2C_AC
82B28F_AM

87B4R_AM

88B29C_AM

89B7R_AC
92B2C_AC

93B10F_AM
96B22R_AC
102B23F_AM

106B4F_AC
109B5C_AC

110B18F_AM
111B4R_AM

112B20F_AM
117B4F_AC
119B29C_AM
120B17F_AC
123B25C_AM
129B5C_AC
139B28R_AM

140B5F_AM

142B20R_AC
147B23R_AC
149B20R_AC

150B28R_AM

151B20R_AC
153B23C_AC
156B23R_AC
160B22R_AC

162B24F_AM

163B29C_AM

8
24

28

29

10
22
23

(&2 N

20

29
17
25

28

20
23
20

28

20
23
23
22

24

29

Raiz
Folha
Caule
Folha

Raiz

Caule

Raiz
Caule

Folha
Raiz
Folha

Folha
Caule

Folha

Raiz

Folha
Folha
Caule
Folha
Caule
Caule

Raiz

Folha
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz
Raiz

Caule
Raiz
Raiz

Folha

Caule

Acre
Amazona
S
Acre
Amazona
s
Amazona
s
Amazona
s
Acre
Acre
Amazona
S
Acre
Amazona
S
Acre
Acre
Amazona
s
Amazona
S
Amazona
s
Acre
Amazona
S
Acre
Amazona
S
Acre
Amazona
S
Amazona
S
Acre
Acre
Acre
Amazona
S
Acre
Acre
Acre
Acre
Amazona
s
Amazona
S

Néao identificado
Nao identificado
Nao identificado

Nao identificado

Nao identificado

Burkholderia sp.
Nao identificado

Bacillus sp.

Nao identificado

Nao identificado
Nao identificado

Tsukamurella sp.

Achromobacter sp.
Nao identificado
Ochrobactrum sp.
Nao identificado

Nao identificado

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Burkholderia sp.
Nao identificado
Paenibacillus sp.

Nao identificado
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Stenotrophomonas sp.

Stenotrophomonas sp.

Stenotrophomonas sp.

Stenotrophomonas sp.

Stenotrophomonas sp.



171B4R_AM

174B28R_AM

180B1R_AC
182B23R_AC
190B23R_AC

191B22R_AC

192B24F_AC
200B22R_AC
201B16R_AC
204B16R_AC

209B28R_AM
210B16R_AC
220B21C_AM

221B29F_AM

223B3F_AC
226B20F_AC
227B3F_AC
228B22R_AC
229B22R_AC

234B22C_AM
236B5F_AM
240BSF_AM

246B28F_AM

28

23
23

22

24
22
16
16

28
16
21

29

20

22
22

22

28

Raiz

Raiz

Raiz
Raiz
Raiz

Raiz

Folha
Raiz
Raiz
Raiz

Raiz
Raiz

Caule

Folha

Folha
Folha
Folha
Raiz
Raiz

Caule

Folha

Folha

Folha

Amazona
s
Amazona
s
Acre
Acre
Acre

Acre

Acre
Acre
Acre
Acre
Amazona
s
Acre
Amazona
s
Amazona
s
Acre
Acre
Acre
Acre
Acre
Amazona
s
Amazona
s
Amazona
s
Amazona
s
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Stenotrophomonas sp.

Bacillus sp.

Burkholderia sp.
Nao identificado
Bacillus sp.
Enterobacteriaceae
bacterium
Stenotrophomonas sp.
Nao identificado
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Bacillus sp.
Nao identificado

Nao identificado

Bacillus sp.

Stenotrophomonas sp.
Nao identificado
Nao identificado
Nao identificado

Stenotrophomonas sp.

Achromobacter sp.
Nao identificado
Achromobacter sp.

Achromobacter sp.

Tabela S2: Cédigo de acesso dos isolados de referéncia usados na filogenia.

ESPECIE LINHAGEM TIPO 16S
Achromobacter spp. Numero de Acesso
A. marplatensis B2 EU150134
A. spanius CCM7183 FM999732
Bacillus spp. Numero de Acesso
B. aerius 24K AJ831843
B. amyloliquefaciens NBRC 15535 AB255669
B. amyloliquefaciens ATCC 23350 X60605
B. anthracis ATCC 14578 NR_041248
B. atrophaeus JCM 9070 AB021181
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B. axarquiensis CIP 108772 DQY93670
B. cereus ATCC 14579 NR_074540
B. licheniformis ATCC 14580 NR_074923
B. methylotrophicus CBMB205 EU194897
B. mojavensis IFO15718 AB021191
B. mycoides DSM 11821 NR_024697
B. mycoides JC1004 LS998020
B. paranthracis MCCC 1A00395 KJ812420
B. proteolyticus MCCC 1A00365 KJ812418
B. pseudomycoides DSM 12442 MN543762
B. pumilus 0S-70 AM237370
B. siamensis PD-A10 GQ281299
B. siamensis AUC MT320820
B. sonorensis NRRL B-23154 AF302118
B. subtilis NRRL NRS-744 NR_116192
B. subtilis T1 OK355182
B. thuringiensis IAM 12077 NR 043403
B. toyonensis BCT7112 MN543844
B. vallismortis DSM 11031 AB021198
B. velezensis CR-502T AY603658
B. velezensis -SRBMoFPIKRGCFTRIS MT133338
B. wiedmannii FSL W8-0169 NR_152692
B. wiedmannii SX13.1LB MT052668
B. weihenstephanensis JAS 83/3 KP006648
B. wiedmannii FSL W8-0169 KU198626
Burkholderia spp. Numero de Acesso

B. ambifaria AMMD NR_024882
B. andropogonis IBSBF199 KM083264
B. anthina R-4183 AJ420880
B. arboris R-24201T AM747630
B. caledonica CIP 107098 EU024157
B. caribiensis MWAPG64 Y17009
B. caryophylli ATCC 25418 AB021423
B. cenocepacia LMG 16656 NR_025013
B. cepacia ATCC 25416 u96927
B. contaminans LMG 23361 JX986975
B. difusa R-15930T AM747629
B. dabaoshanensis GIMN1.004 FJ210816
B. dolosa LMG 18943 JX986970
B. fungorum CIP 107096 EU024155
B. gladioli CIP 105410 EU024168
B. glathei CIP 105421 EU024167
B. glumae CIP 106418 EU024181
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B. graminis C4D1M U96939
B. lata 383 NR_102890
B. latens R-5630T AM747628
B. mallei ATCC 23344 AF110188
B. metallica R-16017T AM747632
B. multivorans LMG 13010T Y18703
B. oklahomensis LMG 23618 HQ849092
B. paludis MSh1 KT159931
B. phenazinium ATCC 33666 AB021394
B. plantarii LMG9035T U96933
B. pseudomallei ATCC 23343 DQ108392
B. pseudomultivorans LMG 26883T HE962386
B. pyrrocinia LMG 14191 U96930
B. rinojensis A396 KF650996
B. seminalis R-24196T AM747631
B. sordidicola S5-B AF512826
B. stabilis LMG 14294 AF148554
B. terricola LMG 20594T AY040362
B. thailandensis CIP 106301 EU024174
B. ubonensis CIP 107078 EU024179
B. vietnamiensis LMG 10929 AF097534

Enterobacteriaceae spp. Numero de Acesso
E. arachidis Ah-143 EU672801
E. asburiae JCM6051 AB004744
E. chengduensis WCHECI-C4 KY979142
E. cloacae ATCC 13047T AJ417484
E. hormaechei CIP 103441 AJ508302
E. muelleri JM-458 KP345900
E. oryzae Ola 51 EF488759
E. oryzendophyticus REICA 082 JF795011
E. oryziphilus REICA_142 JF795013
E. sichuanensis WCHECL1597 MG832788
Enterobacter sp. AE3 MT277412
E. tabaci YIM Hb-3 KP990658
Enterobacteriaceae Atecer7G MT386173
bacterium

Ochrobactrum spp. Numero de Acesso

O. ciceri Ca-34 DQ647056
O. daejeonense MJ11 HQ171203
O. gallinifaecis Iso 196 AJ519939
O. intermedium LMG 3301T AM490623
O. intermedium TM73 AM490627
O. oryzae MTCC 4195T AMO041247
O. pseudintermedium ADV31 DQ365921
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O. pseudogrignonense CCUG 30717T AM422371
Paenibacillus spp. Numero de Acesso
P. brasilensis PB172 AF273740
P. jamilae CECT 5266 AJ271157
P. kribbensis AM49 AF391123
P. peoriae DSM 8320T AJ320494
P. polymyxa CR1 KF620436
P. terrae AM141 AF391124
Stenotrophomonas spp. Numero de Acesso
S. acidaminiphila AMX19 AF273080
S. africana MGB U62646
S. bentonitica BII-R7 HG800055
S. chelatiphaga LPM-5 EUS573216
S. chelatiphaga DSM 21508 MW227638
S. daejeonensis MJ03 GQ241320
S. dokdonensis DS-16 DQ178977
S. ginsengisoli DCYO01 DQ109037
S. humi R-32729T AM403587
S. indicatrix WS40 KJ452162
S. koreensis TR6-01 AB166885
S. lactitubi M15 LT222224
S. maltophilia IAM 12423 AB294553
S. maltophilia DSM 50170T LN681567
S. nitritireducens L2 AJ012229
S. panacihumi MKO06 GQ856217
S. pavanii DSM 25135 MW111177
S. pictorum ATCC 23328 AB021392
S. rhizophila e-p10 AJ293463
S. rhizophila e-p10 NR_028930
S. sepilia SM16975 LXXZ01000044
S. terrae R-32768T AM403589
S. tumulicola T5916-2-1b LC066089
Tsukamurella spp. Numero de Acesso
T. tyrosinosolvens D-1397T Y 12246
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Tabela S3: Primers usados para amplificacdo de genes de lipopeptideos e da
sequéncia que codifica o rDNA 16S.

Gene Nome do | Sequéncia (5= 3’) Tamanho Referéncia
primer amplificado
(pb)
Surfactina sfp F ATGAAGATTTACGGAATTTA Hsieh et al., 2004
675
sfp R TTATAAAAGCTCTTCGTACG
Surfactina srfAA F AGCCGTCCTGTCTGACGACG Koumoutsi et al.,
1.500 2004
srfAAR TCTGCTGCCATACCGCATAGTC
Iturina A ituC F TTCACTTTTGATCTGGCGAT Baysal et al., 2013
532
ituC R CGTCCGGTACATTTTCAC
Fengicina fenD F CCTGCAGAAGGAGGAGGACTGAAG Baysal et al., 2013
300
fenD R TGCTCATCGTCTTCCGTTTC
Bacilamicina bmy F ATGAAACAAAGGCATATGCTC Baysal et al., 2013
357
bmy R AAAAATGCATCTGCCGTTCC
168 P027 GAGAGTTTGATCCTGGCTAG 1,400 Turner et al., 1999
1492 GGTTACCTTGTTACGACTT

Figura S1: Placa do isolamento de fungos endofiticos onde houve crescimento de bactérias
endofiticas com potencial antifungico.
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Figura S2: Antagonismo de 24 isolados endofiticos de seringueiras (Tabela S2) a Sclerotinia
sclerotiorum.

b

Controle - Controle + Isolado 18 Isolado 140 Isolado 174 Isolado 201

Figura S3: Atividade antagbénica dos isolados promissores de bactérias endofiticas das
seringueiras pertencentes ao género Bacillus contra S. sclerotiorum no feijoeiro.
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A Marcador Surfacting lturina A Fengicina Surfactina Bacilomicina Branco B Marcador Surfactina lturinaA  Fengicina Surfactina Bacilomicina

C Marcador Surfactina  Iturina A Fengicina Surfactina Bacilomicina D Marcador Surfactina lturina A Fengicina Surfactina Bacilomicina Branco
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Figura S4: Amplicons correspondentes aos genes do isolado 18 (A), 140 (B), 174 (C) e 201
(D) envolvidos na biossintese de surfactina, iturina A, fengicina e bacilomicina A. O marcador
de peso molecular é o GeneRuler DNA Ladder Mix.
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Figura S5: Avaliacao dos mecanismos de promog¢ao de crescimento in vitro. Solubilizagao de

fosfato(P); Sideréforo (Sid); Acido Indol-3-Acético (AIA); Nitrogénio (N).

Controle Isolado 18 Isolado 140 Isolado 174 Isolado 201

2.

Figura S6: Avaliacao da promocao de crescimento vegetal das bactérias endofiticas das

seringueiras pertencentes ao género Bacillus em Phaseolus vulgaris L.



