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RESUMO

LOURENCO, Lilian Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2021.
Identificacdo e caracterizacido de isolados de Streptomyces como promotores de
crescimento vegetal. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli. Coorientadores: Maria
Catarina Megumi Kasuya e Olinto Liparini Pereira.

Investimento em bioinsumos € demanda atual e urgente na producdo agricola mundial,
mediante a eficiéncia comprovada dos mesmos na produtividade e na redugao/ racionalizacio
do uso de agroquimicos. Assim, este trabalho teve como objetivo ampliar a caracterizacao de
isolados de Streptomyces como bioinsumos aptos a desempenharem mecanismos importantes
na bananicultura, fornecendo a planta defesas contra diferentes estresses bidticos e abidticos.
Para isso, andlises comumente utilizadas para a confirmar a natureza de promocio de
crescimento vegetal foram usadas como: solubilizagdo de fosfato e zinco; producdo de
siderdforos e de 4cido indolacético e fixacdo bioldgica de nitrogénio. Complementarmente, foi
avaliado o potencial dos isolados em realizar biocontrole do fungo causador da Sigatoka
amarela em campo. Neste trabalho também foi realizada uma anélise genética discriminatoria
dos isolados investigados, sendo sequenciados trés genomas provenientes dos isolados mais
promissores em abordagem completa. No aspecto promog¢do de crescimento de plantas, a
maioria dos isolados apresentou resultados promissores, com destaque para os isolados CAB —
C 25, CAB - C 50 e CAB - S 66, com origem de solo rizosférico e de compostagem, com 0s
melhores resultados sendo considerados isolados promissores de Streptomyces, podendo ser
classificados como RPCP (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas). Sobre o teste
de antagonismo contra Pseudocercospora musae, os isolados CAB — C 21, CAB — C 25, CAB
- C50,CAB-S 66, CAB-S 71, CAB - S 72 e CAB — S 96 inibiram o crescimento do
patdgeno, o que mostra o potencial de biocontrole dos isolados contra um fitopatégeno de
grande importancia para a bananicultura. A inoculac¢do dos isolados, CAB — C 25, CAB —C 50
e CAB — S 66 no experimento de cultura de tecidos, mostrou que a incorporacdo de
microrganismos benéficos através da microbiolizacao pode ser uma etapa a ser considerada na
producdo de mudas micropropagadas de bananeira, reconhecendo que esses isolados podem
contribuir com mecanismos de PGP (Plant Growth Promoting) e supressao de fitopatdgenos. A
impressao digital do genoma dos isolados investigados revelou que se trata de isolados

especificos (com excecdo dos isolados CAB — C 24 e CAB — C 25), mas revelaram o



agrupamento de isolados provenientes do mesmo ambiente. Com o sequenciamento do genoma
dos isolados mais promissores foi possivel identificar a espécies de Streptomyces. Portanto,
Streptomyces rimosus, Streptomyces albulus e Streptomyces aquilus correspondem aos isolados
CAB - C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66, respectivamente. Assim todos os resultados
apresentados corroboram a complexidade e diversidade do género Streptomyces, revelando que
maior parte deste género também pode ser usado como bioinoculantes, biofertilizantes, agentes
de biocontrole e promotores de crescimento de plantas, além de diversas propriedades benéficas

que ampliam a capacidade produtiva na cadeia de alimentos.

Palavras-chave: Actinobactéria. Bioinsumos. Promocao de crescimento vegetal. Antagonismo

microbiano.



ABSTRACT

LOURENCO, Lilian Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2021.
Identification and characterization of Streptomyces isolates as plant growth promoters.
Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-advisers: Maria Catarina Megumi Kasuya and
Olinto Liparini Pereira.

Investment in bio-inputs is a current and urgent demand in world agricultural production,
through proven efficiency in productivity and in the reduction / rationalization of the use of
agrochemicals. Thus, this work aimed to broaden the characterization of obtaining
Streptomyces as bioinputs able to exert functions of plant growth promotion and control of an
important phytopathogen in banana production. For this, various analyzes commonly used to
confirm the nature of plant growth promotion were used, such as: solubilization of phosphate
and zinc; production of siderophores; production of hydrocyanic acid and biological nitrogen
fixation. Complementary studies were carried out to evaluate the potential of the isolates to
perform biocontrol of the yellow Sigatoka fungus in the field. In this work, a discriminatory
genetic analysis of the investigated isolates was also performed and three genomes from the
most promising isolates were sequenced in a complete approach. In the aspect of plant growth
promotion, most isolates showed promising results, with emphasis on isolates CAB - C 25,
CAB - C 50 and CAB - S 66 with the best results, being considered promising isolates of
Streptomyces, and can be classified as RPCP (Plant Growth Promoting Rhizobacteria).
Regarding the antagonism test against Mycosphaerella musicola, the isolates CAB - C 21, CAB
-C25,CAB-C50,CAB-S66,CAB-S71,CAB-S 72 and CAB - S 96, inhibited the growth
of pathogen, which shows the potential for biocontrol of the isolates against a phytopathogen
of great importance for banana cultivation. The inoculation of isolates, CAB - C 25, CAB - C
50 and CAB - S 66 in the tissue culture experiment showed that the incorporation of beneficial
microorganisms through microbiolization can be a step to be considered in the production of
micropropagated banana plantlets, recognizing that these isolates may contribute to PGP
mechanisms and phytopathogen suppression. The genome fingerprint of the investigated
isolates reveals that they are specific isolates (with the exception of the CAB — C 24 and CAB
— C 25 isolates), but reveal a cluster of isolates from the same environment. With the genome
sequencing of the most promising isolates it was possible to identify the species of

Streptomyces, therefore, Streptomyces rimosus, Streptomyces albulus and Streptomyces aquilus



correspond to the isolates CAB — C 25, CAB — C 50 and CAB — S 66, respectively. Thus, all
the results presented corroborate the confirmation of the complexity and diversity of the genus
Streptomyces, revealing that this genus can also be used as bioinoculants, biofertilizers,
biocontrol agents and plant growth promoters, in addition to several beneficial properties that

increase the productive capacity in food chain.

Keywords: Actinobacterium. Bioinputs. Promotion of plant growth. Microbial antagonism.
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1. INTRODUCAO

O crescente uso de produtos biolégicos, na agropecudria brasileira ocasionou o
surgimento de parceria para impulsionar a utilizacdo desses recursos. O Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) instituiu pelo Decreto 10.375 e pelas Portarias
102 e 103 a criacdo do Programa Nacional de Bioinsumos, que visa ao desenvolvimento e o
uso sustentdvel da abundante diversidade bioldgica brasileira. A proposta do programa € a
producdo de novas solucdes tecnoldgicas com origem bioldgica para consolidar o Brasil como
referéncia na agricultura. Tecnologias sustentdveis sdo alternativas para a producdo agricola
nacional, proporcionando a redu¢@o na dependéncia de produtores rurais em relacao a insumos
importados, o registro de novos produtos bioldgicos e o atendimento da demanda crescente da
sociedade por produtos de menor impacto econdmico e ambiental.

Uma propriedade esperada dos bioinsumos € a promog¢ao de crescimento de plantas, que
em regra, sio mecanismos mediados por microrganismos benéficos, com a¢ao direta ou indireta
no crescimento da planta. Entre as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, o género
Streptomyces do filo Actinobacteria, destaca-se como promotor de crescimento vegetal, sendo
considerado promissor na realizacdo de uma agricultura sustentdvel. Consiste em bactérias
Gram-positivas, filamentosas aerobicas e miceliais, apresentando ciclo de vida complexo. Seus
esporos permitem sobrevivéncia prolongada da espécie em forma inativa no solo, sendo assim
resistentes a defici€éncias de dgua e nutrientes, e a altas temperaturas. Apresenta metabolismo
secundério complexo e diversificado, atribuido ao grande tamanho do genoma. Os metabdlitos
secundérios desempenham importante papel para sobrevivéncia e defesa da espécie em
ambiente estressor.

Streptomyces possui conjunto de propriedades adequadas em relacdo a promogdo de
crescimento de plantas. Assim esses mecanismos atuam melhorando o desempenho das plantas
sob condicdes de estresses bidticos e abidticos. As bactérias desse género sdo consideradas
promissoras, tanto na PGP (“Plant Growth Promoting™) quanto na supressao de fitopatogenos,
devido aos seus potenciais efeitos benéficos ao meio ambiente, pois reduz o uso e o impacto
ambiental provocado pelos fertilizantes e defensivos quimicos.

Assim, trabalhos como este por si s6 sdo justificados visto a demanda atual de uma
agricultura mais sustentdvel, com base de sustentacdo bioldgica e fundamentada na ciéncia e

como menor impacto ambiental.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O panorama atual sobre o uso de bioinsumos

No setor agricola, o controle de doencas fitossanitdrias compreende a aplicacdo de
produtos quimicos e o desenvolvimento de variedades resistentes a pragas (Pignati et al., 2017).
O Brasil € um dos maiores produtores agropecudrios do mundo e para manter alta produtividade
o uso de insumos quimicos, como fertilizantes e defensivos, € expressivo (Pignati et al., 2017).
Despesas com insumos quimicos permitem visualizar a evolug¢do do seu uso, de acordo com o
Censo Agropecudrio do IBGE a despesa total com agrotéxicos em 1996 foi de
aproximadamente R$ 7 bilhdes, ja em 2017 foi aproximadamente de R$ 32 bilhdes (Valadares
et al., 2020). Atualmente na pratica agricola houve o aumento do uso de fertilizantes para
manutencao do crescimento das safras. Porém, o uso excessivo desses quimicos tem sido muito
discutido mediante questdes ambientais e riscos a saide humana (Soumare et al., 2020).

No contexto global, as praticas devem ser remanejadas de forma equilibrada, uma vez
que o uso indevido, de insumos quimicos, € alvo de discussdo ampla acerca do ambiente.
Portanto, recursos bioldgicos sdo estratégias importantes, atuais e urgentes no sucesso das
praticas agricolas e aumento na produtividade. Essas estratégias sdo caracterizadas como
sustentdveis do ponto de vista ecoldgico, logo nao causam poluicdo, desequilibrio ecolégico do
solo e resisténcia entre os fitopatdogenos (Tripathi et al., 2019). Problemas como esses podem
ser solucionados através da uma abordagem bioldgica, com préticas de manejo alternativo para
controle de fitopatégenos e na promogao de crescimento de plantas (Alori e Babalola, 2018).
No contexto global o uso de biofertilizantes, estratégia para agricultura sustentdvel, tem
ganhado muito espago, portanto, como alternativa ao uso exclusivo de defensivos agroquimicos
(Wang et al., 2020).

Os produtos bioldgicos agricolas apresentam mercado global em ascensdo com
estimativa de crescimento proximo a 19 bilhdes de doélares em 2025. Este crescimento do
mercado de produtos bioldgicos agricolas tem como principais impulsos a preocupacio com a
seguranca alimentar e ambiental e, também, suas regulamentacdes (Agricultural Biologicals
Market, 2020). Em 2021, estima-se crescimento de 33% no setor e faturamento estimado em
R$ 1,7 bilhdes; logo o mercado de produtos bioldgicos se mostra otimista (Croplife Brasil,
2021a).

Assim, os bioinsumos representam alternativa de aumento da produtividade e reducao

de impactos ambientais (MAPA, 2021a). Como forma de incentivo o Brasil criou o Programa
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Nacional de Bioinsumos (MAPA, 2020) e, atualmente, o consumo de insumos biol6gicos no
pais apresenta aumento em 28%, enquanto o incremento mundial estd em aproximadamente
15% (MAPA, 2021b). Isto demonstra que o mercado estd em franca ascensao e que ha demanda
para novos produtos.

Atualmente, o desenvolvimento e o fortalecimento de sistemas agricolas sustentdveis
sdo fundamentais, € indispensavel a pratica de utilizacao de insumos bioldgicos, principalmente
biofertilizantes e biocontroles (Soumare et al., 2020). Os microrganismos sdo considerados
componentes dindmicos em qualquer ecossistema e, no solo, sdo responsaveis pelo desempenho
desse sistema complexo, auxiliando no seu equilibrio e restauragdo (Dutta e Thakur, 2020).
Microrganismos quando associados as plantas sdo agrupados em benéficos, deletérios e neutros,
considerando seus efeitos no crescimento vegetal. As plantas interagem, de forma continua,
com ampla diversidade de bactérias. As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sao
bactérias benéficas que auxiliam e promovem crescimento vegetal (Wang et al., 2020). A
rizosfera é considerada o principal habitat de diversas rizobactérias, também chamadas de
PGPR (“Plant Growth-Promoting Rhizobacteria”) (Dutta e Thakur, 2020).

Biofertilizantes sdo produtos compostos por linhagens vidveis de microrganismos com
objetivo de incrementar o crescimento das plantas, sem causar danos ao meio ambiente. Seu
uso € um fator essencial para agricultura moderna, baseado no potencial renovavel, no baixo
custo e na agdo ecologicamente correta, garantindo agricultura sustentdvel e com menor
impacto ambiental (Fasusi et al., 2021). Neste contexto algumas rizobactérias do género
Streptomyces apresentam-se como promissora alternativa ao uso exclusivo de fertilizantes

quimicos, constituindo destacada aplicacdo como biofertilizantes (Rani et al., 2018).

2.2 Actinobactérias: o promissor género Streptomyces

O filo Actinobacteria apresenta membros importantes, sendo composto por bactérias
Gram-positivas e dividido em 6 classes, 25 ordens, 52 familias e 232 géneros, representando o
maior grupo reconhecido de bactérias (Sathya et al., 2017). As actinobactérias sdo ubiquas,
sendo o solo seu habitat principal (Satheeja e Jebakumar, 2011), e estdo amplamente
distribuidas em ecossistemas terrestres e aquaticos. A diversidade ecoldgica destas bactérias
tem reflexo no seu potencial metabdlico, visto que essas bactérias sdo produtoras de ampla
variedade de produtos naturais bioativos (van Bergeijk et al., 2020).

O filo compreende bactérias com expressiva producdo de metabdlitos secundarios com

impacto reconhecido na saiide humana e animal; eficiéncia na decomposi¢do e ciclagem de
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nutrientes; promog¢ao do crescimento de plantas e bioprotecdo contra fitopatégenos (Viaene et
al., 2016). Dentro desse filo, o género Streptomyces destaca-se dos demais, apresentando papel
promissor no estabelecimento de agricultura sustentdvel, em razdo de caracteristicas como
promocdo do crescimento de plantas, equilibrio do ecossistema do solo, atuando na ciclagem e
biodisponibilizacdao de nutrientes; supressao de patégenos; além de contribuir nas respostas da
planta a estresses bidticos e abidticos de diferentes formas (Dutta e Thakur, 2020; Salwan et
al., 2020).

O género Streptomyces compreende bactérias Gram-positivas filamentosas, ubiquas,
com ciclo de crescimento complexo, abrangendo a formagdo de hifas ramificadas e a
subsequente diferenciacdo em ramos aéreos, com cadeias de esporos como formas distintas e
resistentes (Barreiro e Martinez-Castro, 2019) (Figura 1). Streptomyces spp. apresentam
genomas relativamente grandes, com aproximadamente 8 a 9 Mpb, e alto conteudo GC com
mais de 70% (Liu et al., 2019). Atualmente este género consiste em 844 espécies e 38

subespécies (Law et al., 2018).

Figura 1 — Ciclo de vida de Streptomyces sp.
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Fonte: Schlimpert et al. (2016).

O metabolismo secundério complexo € caracteristica marcante de Streptomyces, assim
seus metabolitos secundérios constituem a principal fonte de antibidticos. Estes correspondem
a mais de dois ter¢os dos antibidticos naturais com uso clinico aprovado e regular (Chang et al.,
2021). A descoberta da estreptomicina, em 1944, tornou o estudo com Streptomyces mais
relevante no campo da medicina, entretanto, de 2014 a 2019 houve notédvel crescimento de

pesquisas destinadas a promocao de crescimento de plantas (Romano-Armada et al., 2020).
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Bactérias do género Streptomyces sdo consideradas potenciais na promocgado de efeitos
benéficos como a reduc@o no impacto ambiental gerado pelo uso dos quimicos, tanto para a
promocdo do crescimento de plantas quanto para o controle de fitopatégenos (Vurukonda et al.,
2018). Os mecanismos de PGP apresentados comumente por membros deste género
compreendem: producdo de substancias como fitohormonios, como o dcido indolacético (AIA);
producdo de sider6foros; solubilizagdo de fosfato e de zinco; produgdo de 4cido cianidrico
(HCN); fixacdo bioldgica de nitrogénio, entre outros (Vurukonda et al., 2018).

Os mecanismos de atividade de Streptomyces tanto para promog¢do de crescimento de
plantas quanto para biocontrole s@o bem descritos em alguns estudos sobre o tema (Sousa e
Olivares, 2016; Subramaniam et al., 2016; Vurukonda et al., 2018). Desse modo, a atividade de
promocgdo de crescimento de plantas de Streptomyces pode ser considerada alternativa de

inovagdo e sustentabilidade para sistemas agricolas (Vurukonda et al., 2018).

2.3 Promocao de crescimento de plantas

O aumento da producido agricola global, de maneira mais sustentdvel exige equilibrio e
uso racional de fertilizantes quimicos e aumento no uso de biofertilizantes. Em vista disso, uma
tendéncia global é o emprego de microrganismos promotores de crescimento vegetal nas
praticas agricolas (Etesami, 2020).

A descoberta de novos agentes de biocontrole tem aumentado nos Gltimos anos e o
género Streptomyces tem-se destacado por ser opcdo natural, visto ja fazer parte dos
ecossistemas alvos (Olanrewaju e Babalola, 2018). A habilidade, deste género, no controle de
patdgenos vegetais € no proprio crescimento vegetal é em virtude de alguns fatores, tais como
a sintese de reguladores de crescimento de plantas (Goudjal et al., 2013), producdo de
sider6foros (Vijayabharathi et al., 2015), produgdo de antibiéticos (Couillerot et al., 2013),
secrecdo de compostos € competicdo por nutrientes (Jones e Elliot, 2017). A produgdo de
metabolitos secunddrios € a propriedade mais importante deste género e é amplamente
explorada em biocontrole (Olanrewaju e Babalola, 2018).

A biofertilizacdo € uma interacdo da promogdo de crescimento, que funciona como um
mecanismo que diretamente melhora a obtengdo de nutrientes pelas plantas (Sousa e Olivares,
2016). A fase de crescimento das plantas pode, através da bioestimulagdo, adquirir compostos
metabdlicos microbianos produzidos para atuar como fitohormonios (Jog et al., 2014). E a
bioprotecdo, que ativa mecanismos indiretos da promocdo de crescimento de plantas, tem a

capacidade de minimizar a acao de fitopatégenos (Qiao et al., 2014; Sousa e Olivares, 2016).
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No Brasil, o consumo de bioinsumos tem sido estimulado e hd aumento expressivo na
utilizacdo superando a média mundial. Porém, ainda € um campo que estd em desenvolvimento
e expansdo. No setor da fruticultura, como a bananicultura, o interesse por insumos bioldgicos
vem de encontro as necessidades dos consumidores e do setor de exportacdo. Neste setor ha
registro de crescimento no uso de bioinsumos em quase 20%, sendo que em cerca de 50% de

toda a cadeia de producdo de banana ja usa biodefensivos (Croplife Brasil, 2021b).

2.4 O setor da Bananicultura

A bananicultura € atividade de grande importancia para o agronegdcio brasileiro, sendo
uma das frutas mais consumidas no mundo e produzida em 138 paises em 2018 (FAO, 2019).
A produ¢do mundial de bananas em 2018 atingiu cerca de 115,7 milhdes de toneladas e a
producdo nacional em 2019 foi em torno de 6,8 milhoes de toneladas (Anudrio Brasileiro de
Horti&Fruti, 2021). A banana, também, apresenta importante papel como fonte de nutrientes,
principalmente em paises em desenvolvimento (Lopes e Michereff, 2018).

O Brasil é o quarto maior produtor de banana no mundo, ficando atrds de paises como
fndia, China e Indonésia, sendo praticamente toda a sua producdo destinada ao mercado interno
e, anualmente, o comércio da banana apresenta faturamento da ordem de R$ 13,8 bilhdes
(Nomura, 2020).

As doencas fungicas sdo uma das principais causas de prejuizos em culturas agricolas
mundiais (Fisher et al., 2018). Semelhante as demais culturas, a bananeira € atacada por diversas
pragas e doengas, sendo a doenca mal-do-Panamad, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (Foc), uma das mais impactantes da cultura (Silva et al., 2016). Mesmo o Brasil
relatando a presenca do mal-do-Panama, a raca 4 tropical (RT4) de F. oxysporum f. sp. cubense
(Foc), praga quarentendria Al para Africa e América, é atualmente a maior ameaca da
bananicultura mundial e, portanto, representa ameaga para o mercado brasileiro (Dita et al.,
2010).

Outra doenca importante para a bananicultura brasileira € a Sigatoka-amarela, causada
pelo fungo Pseudocercospora musae com elevadas perdas tanto de producdo quanto na
qualidade da fruta (Cordeiro et al., 2011).

As variagdes climéticas e as multiplas variedades hospedeiras sao determinantes para a
entrada de um patégeno altamente adaptado as condi¢des brasileiras, mesmo nas regides de
clima mais hostil com longo periodo seco. O patdgeno juntamente com a diversidade ambiental
favorece a formacdo de populacdo de P. musae altamente varidvel em viruléncia e

agressividade, o que dificulta controlar a doenca (Cordeiro et al., 2011).
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A espécie Pseudocercospora musae, agente causal da Sigatoka-amarela da bananeira,
apresenta alta diversidade genética devido as variacdes climdticas e aos multiplos hospedeiros
no territério brasileiro; a doenca também € conhecida como Mal-de-Sigatoka, Cercosporiose
ou Mancha foliar da bananeira, e foi observada a primeira vez em 1902 (Cordeiro et al., 2011).
A primeira breve descri¢do do fungo foi feita por Zimmermann, considerando uma nova espécie
Cercospora musae Zimm (Zimmermann, 1902). Na década de 30, Leach, encontrou o fungo

do filo Ascomycota denominado Mycosphaerella musicola (Leach, 1941) (Figura 2).

Figura 2 — Ciclo de vida de Pseudocercospora musae.
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Fonte: Cordeiro et al. (2011).

A doencga € caracterizada como lesdes necroticas foliares, causando a diminui¢do da
capacidade fotossintética da planta, consequentemente com redu¢do no nimero e no tamanho
dos frutos por cacho com amadurecimento prematuro dos frutos (Passos et al., 2013). Os
sintomas ocorrem nas folhas jovens da planta, iniciando na folha vela (zero) podendo
infeccionar até a folha quatro. Inicialmente a infec¢do € caracterizada por leve descoloragdo
com formato de ponto entre as nervuras secundarias. Em seguida, hd aumento do ponto
descolorido, formando uma estria de coloracdo amarela. Posteriormente, as pequenas estrias
crescem, formando manchas necréticas, elipticas, alongadas, dispostas paralelamente as
nervuras secunddrias. Ao final, hd o desenvolvimento de uma lesdo de centro deprimido com

coloragdo cinza, circundada por um halo amarelo (Kimati et al., 2005).
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Os estdadios de desenvolvimento da lesdo sdo: estddio I — fase inicial de um ponto ou
risca de até 1 mm de comprimento com leve descoloragdo; estddio Il — a risca apresenta pouco
mais de 1 mm de comprimento com uma descoloracdo mais intensa; estddio III — fase de
mancha com formato oval alongada com colorag¢do parda, de contornos mal definidos; estadio
IV — paralisacdo do crescimento do micélio, aparecimento de uma halo amarelo em torno da
mancha e inicio da esporulacdo do patégeno; estddio V — fase final da mancha com formato
oval alongada, com 12 a 15 mm de comprimento e 2 a 5 mm de largura, o centro € totalmente
deprimido com tecido seco e coloracdo cinza (Figura 3). Com inicio do estddio de mancha ha
observacao de frutificacdes do fungo em forma de pontuacdes negras. Em estddios avancgados,
ocorre a juncdo das lesdes, comprometendo uma grande drea foliar. Isso caracteriza o efeito

mais dréstico, a morte prematura das folhas (Kimati et al., 2005).

Figura 3 — Estadios de desenvolvimento da lesdo causada por Pseudocercospora musae.
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A — Estadio I, B — Estadio II, C — Estadio III, D — Estadio IV, E — Estadio V. Fonte: Cordeiro
et al. (2011).

Desde seu aparecimento a Sigatoka-amarela foi se espalhando pelas Américas Central
e do Sul e no Brasil foi relatada a primeira vez em 1944 no Amazonas, encontrando-se
disseminada por todas as regides produtoras de banana do Brasil e do mundo, provocando
imenso prejuizo na producdo de frutos (Cordeiro et al., 2011). As perdas de produgdo sdo
estimadas entre 50 e 100%, pois os frutos contaminados niao possuem valor comercial (Passos
et al., 2013).

Neste contexto, € possivel que parte das espécies de Streptomyces apresentem potencial
de atuacdo direta na promog¢do do crescimento vegetal e, também, proporcionem atividade de
biocontrole contra fitopatégenos como P. musae. Embora a busca por novos microrganismos
com potencial de promog¢ado do crescimento vegetal e de biocontrole de fitopatégenos seja uma
necessidade urgente, a aplicacdao de microrganismos benéficos em plantios comerciais ainda €
baixa.

O trabalho com as actinobactérias rizosféricas por nosso grupo teve inicio com a tese de
Melo (2019), analisando a estrutura e a diversidade de bactérias e fungos do solo rizosférico de

bananeira de plantio comercial e da compostagem aplicada na cultura; e, também, o isolamento
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e a identificacdo de actinobactérias com potencial in vitro de biocontrole de fitopatégenos, e, in
vivo, na promocdo de crescimento vegetal, com andlises em casa de vegetacdao. Do total de
actinobactérias avaliadas quanto ao potencial antagonista, 11 isolados foram considerados
promissores, sendo analisados, seguidamente, em relacio ao potencial de promocdo de
crescimento vegetal e supressao de fitopatégenos em mudas de bananeiras. O presente trabalho
realizou as andlises in vitro, dos isolados investigados anteriormente, sobre 0s mecanismos
envolvidos com o PGP e biocontrole de doenga fiingica de bananeira. Os resultados encontrados
sdo mostrados e discutidos adiante, e os isolados de Streptomyces foram caracterizados em
relacdo a determinantes importantes de promocdo de crescimento vegetal e os que mais se

destacaram foram identificados em nivel genético.

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular de Bactérias
(LGMB), pertencente ao Departamento de Microbiologia e situado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria - Bioagro, na Universidade Federal de Vigosa — UFV,
Vicosa — MG e no Laboratério de Cultura de Tecidos/ Departamento de Biologia Vegetal/

Bioagro.

3.1 Condicoes de cultivo e manutencao dos isolados de Streptomyces spp.

Os isolados de Streptomyces analisados neste trabalho, total de 11 pertencem a colecao
de bactérias rizosféricas de importancia agricola pertencente ao LGMB e previamente obtidas
por Melo (2019), sendo os isolados denominados: CAB — C 21, CAB — C 24, CAB - C 25,
CAB -C 50,CAB - S 66, CAB—-S 67, CAB—-S 69, CAB-S70,CAB-S71,CAB—-S72¢
CAB - S 96. A Figura 4 mostra o aspecto das colonias dos isolados investigados neste trabalho.
Todos os isolados estudados pertencem ao género Streptomyces e a caracterizagao dos isolados
foi realizada a partir de andlises culturais, microscopicas e sequenciamento do rDNA 16S
(Melo, 2019). Os isolados bacterianos foram mantidos em estoque como suspensdo de esporos
em glicerol 25 % e, também, em meio crioprotetor composto por duas solucdes denominadas I
(skim milk power 10 g, 4gua destilada 50 ml) e II (glicose 7,5 g, sacarose 10 g, albumina bovina
1 g, 4gua destilada 50 ml) na propor¢do 1:1, ambos a -20 °C e -80 °C. Rotineiramente os

isolados foram cultivados em meio ISP-2 (International Streptomyces Project) extrato de
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levedura 4 g, extrato de malte 10 g, Dextrose 4 g, dgar 15 g por litro de acordo com Aouiche et

al. (2014), a 28 °C por no minimo 5 dias ou de acordo com o experimento especifico.

Figura 4 — Aspectos fenotipicos de isolados de Streptomyces estudados neste trabalho.
. CAB-C 24 i CAB-C 25 CAB-C 50

Fonte: Melo (2019).

3.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados Streptomyces spp.

3.2.1 Parametros de promocao de crescimento de plantas

Todas as andlises descritas abaixo foram conduzidas em réplicas experimentais e 3

réplicas bioldgicas.
3.2.1.1 Producao de acido indolacético (AIA)

A producgdo de AIA foi verificada de acordo com o método de Glickmann e Dessaux
(1995), com adaptacdo conforme descrito a seguir. Os isolados foram inoculados em meio YM
(glicose 10 g (Exodo Cientifica), peptona 5 g (Kasvi), extrato de malte 3 g (Kasvi), extrato de
levedura 3 g (Kasvi), agar 20 g (Sigma-Aldrich), dgua destilada 1 litro), a 28 °C, durante 5 dias.
Ap6s o crescimento do isolado em placa, 5 discos de 8 mm foram cortados e transferidos para
Erlenmeyer contendo 25 ml de caldo YM suplementado com soluc¢do estéril de 0,2 % de L—

triptofano. Os frascos foram incubados durante 3 dias a 28°C e sob agitacdo (150 rpm). Em
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seguida ao crescimento da cultura bacteriana, aliquota de 2 ml da suspensao foi transferida para
um microtubo e centrifugada a 11.000 rpm por 3 min. A partir do sobrenadante obtido foi
retirado 1 ml e acondicionado em novo microtubo envolto com papel aluminio. Junto ao
sobrenadante, foi adicionado 1 ml do reagente de Salkowsky (1 ml de FeCl3.6H20 (0,5 M) +
49 ml de HCl4 (35%)), e a amostra foi mantida por 30 min no escuro. A leitura da absorbancia
das amostras foi realizada no aparelho espectrofotdometro Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech)
com a densidade optica de 530 nm. A concentracdo de AIA das amostras foi determinada
utilizando-se uma curva de calibracio de AIA comercial (Sigma — Aldrich) (0 a 90 pg/ml) como
padrdo a partir da obtencdo da equagdo de regressao linear. A mudanca de cor da amostra com

a coloracdo final rosada foi apontada como parametro da produgdo de AIA.

3.2.1.2 Producao de sideroforos

Para detectar a producdo de sider6foros pelos isolados a metodologia utilizada foi
baseada na descrita por You et al. (2005). Os isolados foram inoculados em meio YM, a 28 °C
durante 5 dias. Apds o crescimento do isolado em placa, 3 discos de 8 mm foram cortados e
inoculados em trés pontos equidistantes na placa com meio Gaus N° 1 modificado (glicose 20
g, KNOs 1 g, NaCl 0,1 g, K:HPO4 0,5 g, MgS0O4 0,1 g, agar 15 g), suplementado com 100 ml
de solucdo de Cromo Azurol S (CAS), e incubados por 10 dias a 28°C. O preparo da solu¢do
CAS foi realizado conforme a descrita por Alexander e Zuberer (1991). A formac¢ao de um halo
alaranjado ao redor do disco foi vista como parametro da producdo de sideroforos. Os halos

foram mensurados com paquimetro digital e sua média calculada.

3.2.1.3 Producio de acido cianidrico (HCN)

O método colorimetro de Lorck, descrito por Thampi e Bhai (2017), foi empregado para
determinacdo da produgdo de 4cido cianidrico pelos isolados de Streptomyces spp. analisados
neste trabalho. Os isolados foram inoculados em meio YM e mantidos a 28 °C durante 5 dias.
E, posteriormente, foram inoculados em meio Bennett (extrato de carne 5 g, peptona 10g, NaCl
5 g, 4gar 15 g, dgua destilada 1 litro) suplementado com solu¢ado de glicina (4,4 g/l). Apds 2
dias do crescimento das coldnias foi adicionado, um disco de papel filtro Whatman n° 1, na
tampa da placa de Petri. O papel filtro foi embebido em solugdo de 4cido picrico 1 % (2 g de
Na;COs e 1 g de 4cido picrico em 100 ml de dgua destilada). A placa foi vedada com Parafilm

M e incubada a 28°C durante 5 dias. Como resultado desta analise foi considerado como
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parametro o aparecimento de uma coloracdo marrom avermelhada, correspondente a colonia,

no papel filtro, como indicativo da producdo de 4cido cianidrico.

3.2.1.4 Solubilizacao de fosfato

A capacidade de solubilizac¢do de fosfato dos isolados foi determinada pela inoculacao
dos isolados em meio Pikovskaya, conforme Mehta e Nautiyal (2001). Os isolados foram
inoculados em meio YM e mantidos a 28 °C durante 5 dias. Apds o crescimento do isolado em
placa, 3 discos de 8 mm foram cortados e inoculados em trés pontos equidistantes na placa com
meio Pikovskaya (glicose 10 g, (NH4) 2S04 0,5 g, NaCl 0,2 g, MgSO4 0,1 g, KC1 0,2 g, extrato
de levedura 0,5 g, MnSO4 0,002 g, FeSO4 0,002 g, dgar 15 g, dgua destilada 1 litro.), contendo
fosfato tricdlcio (5 g/l), e incubados a 28°C por 7 dias. O desenvolvimento de uma zona clara
ao redor do disco foi observado como parametro para a solubilizac¢do do fosfato. Os halos foram

mensurados com paquimetro digital e suas médias calculadas.

3.2.1.5 Solubilizacao de Zinco

A habilidade dos isolados em solubilizac¢do de zinco foi realizada de acordo com Goteti
(2013). Os i1solados foram inoculados em meio YM e mantidos a 28 °C durante 5 dias. Apds o
crescimento do isolado em placa, 3 discos de 8 mm foram cortados e inoculados em trés pontos
equidistantes na placa com meio de Mineral (glicose 10 g, (NH4).SO4 1 g, KC1 0,2 g, K;HPO4
0,1 g, MgS04 0,2 g, agar 15 g), suplementado com ZnO insolidvel a 0,1 g/l. A incubagao foi a
28°C durante 10 dias. O aparecimento de uma zona clara ao redor dos discos correspondeu ao
parametro da solubilizac¢do do zinco. Os halos foram mensurados com paquimetro digital e suas

médias calculadas.

3.2.1.6 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN)

Os 1isolados de Streptomyces spp. foram analisados quanto a capacidade de fixagdo
bioldgica de nitrogénio, de acordo com a metodologia descrita por Dobereiner e Baldani (1996).
Os isolados foram inoculados em meio YM e mantidos a 28 °C durante 5 dias. Apds o
crescimento do isolado em placa, uma colonia do isolado foi retirada do meio de cultura, com
auxilio de uma al¢a de platina, e inoculada em picada, no tubo de ensaio contendo 10 ml de
meio Nfb semissolido (4cido mélico 5 g, KoHPO4 0,5 g, MgS04.7H20 0,2 g, NaCl 0,1 g,
CaCl».2H>0 0,02 g, solu¢ao de micronutrientes 2 ml (0,04 g CuSO4.5H>0, 1,2 g ZnSO4.7H>0,
1,4 g H3BOs3, 1,0 g Na2M004.2H>0, 1.175 g MnSO4.H>0), solucdo de azul de bromotimol 0,5
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% 2 ml, solucao de 4M FeEDTA 4 ml (0,4 %), solugdo de vitaminas 1 ml (0,1%), KOH 4,5 g,
agar 1,75 g, 4gua destilada 1 litro). A mudanca de coloragdo do meio de cultura, de verde para

azul, representou como positivo o pardmetro de fixagcao bioldgica de nitrogénio.

3.2.1.7 Analises estatisticas

Os testes de produgdo de dcido indolacético (AIA) e de siderdforos, e, solubilizacio de

fosfato e de zinco foram analisados estatisticamente pelo teste de Scott-Knott.

3.2.2 Analise da capacidade de promocao de crescimento de bananeira por Streptomyces
Spp. in vitro

Os isolados de Streptomyces considerados promissores apOs os testes anteriores foram
selecionados para teste de promocao de crescimento em mudas de bananeira micropropagadas,
da cultivar Prata-And, adquiridas da empresa Flora Biotecnologia LTDA (Itajai — SC). A
metodologia utilizada foi baseada em Queiroz et al. (2006) e Qin et al. (2015) e descrita a seguir.
Os isolados selecionados, CAB — C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66, foram inoculados em meio
ISP — 2 (extrato de levedura 4 g, extrato de malte 10 g, dextrose 4 g, dgar 20 g, 4gua destilada
1 litro), e incubados a 28 °C por 5 dias. Apds esse periodo foram preparadas as suspensoes de
in6culo com a lavagem e raspagem das placas com 10 ml de solu¢do MS (Murashige e Skoog,
1962) por placa. A suspensdo preparada contava com um total de 4 placas para 400 ml de
solucdo MS (mistura em p6 de sais de MS 4,3 g, sacarose 30 g, inositol 10 g, AIB 0,5 ml,
complexo vitaminico de MS 10 ml (4cido nicotinico 50 mg, piridoxina.HCl 50 mg, glicina 20
mg, tiamina. HC] 10 mg), d4gua destilada 1 litro). O experimento foi composto por 5 tratamentos,
sendo eles: Tratamento 1 — CAB — C 25, Tratamento 2 — CAB — C 50, Tratamento 3 — CAB —
S 66, Tratamento 4 — Consoércio (3 isolados) e Tratamento 5 — Controle, onde cada tratamento
era formado por 15 mudas micropropagadas. Sob condicdes assépticas, em fluxo laminar, as
mudas inicialmente foram retiradas dos frascos originais e submetidas a um ‘toalete’, onde com
auxilio de pinca e bisturi foi realizada a retirada de raizes e folhas senescentes. Em seguida, 5
mudas foram colocadas em um frasco de policarbonato estéril (Ralm) contendo 50 ml da
suspensao do indculo, durante 15 min. Posteriormente, as mudas foram transferidas para frascos
de vidro de 500 ml contendo 100 ml de meio MS (meio MS em p6 4,3 g, sacarose 30 g,
Phytagel® 2,5 g, inositol 100 mg, AIB 0,5 mg, vitaminas (4cido nicotinico 50 mg, piridoxina
50mg, glicina 20 mg, tiamina 10 mg), d4gua destilada 1 litro), uma muda por frasco. Os frascos

foram vedados com tampas de polipropileno randéomico autoclavavel de 67.5 mm de didmetro
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(Biotampas, Ralm). Esse processo foi realizado em todos os tratamentos e ao final todos os
frascos foram acondicionados em sala de crescimento com irradiancia controlada de 60 pmol
m?2 st provida por duas lampadas LED (SMD 100, 18W, Vilux®, Vitéria, ES, Brasil), sob
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 1°C.

A colonizagdo das raizes foi observada pela formagdo de uma turbidez de aspecto
esbranquicado ao longo das raizes. Os efeitos da promocao de crescimento foram avaliados
durante 15 dias através da medic¢do da altura do pseudocaule, nimero de folhas e de raizes. O
controle negativo constituiu a planta sem indculo microbiano.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde os frascos contendo as
mudas foram dispostos aleatoriamente numa bancada em fileiras, e, dessa forma, cada fileira

continha um frasco de cada tratamento, totalizando cinco frascos por fileira.

3.2.3 Potencial para biocontrole - Teste de Antagonismo

Os isolados de Streptomyces foram avaliados quanto a atividade inibitéria frente ao
crescimento do fitopatégeno Pseudocercospora musae, responsdvel por causar a doenca
Sigatoka-Amarela em bananeiras. As andlises foram conduzidas de acordo com Thampi e Bhai
(2017) com modificacdes. Isolados de Streptomyces foram estriados em dois locais
(comprimento de 4 cm) em placa de Petri contendo meio BDA (Kasvi), a uma distancia de 2,5
cm da borda da placa. Na mesma placa foi estriado o patégeno (comprimento de 4 cm) entre os
dois indculos do isolado investigado quanto ao potencial de biocontrole. As inoculag¢des, do
isolado e do patogeno, foram realizadas sequencialmente. As placas foram incubadas em BOD
a 28°C durante 15 dias, e o controle experimental correspondeu ao indculo apenas do patdgeno.

Este experimento foi conduzido em replicata experimental e biolégica.

3.3 Caracterizaciao genética dos isolados de Streptomyces investigados

3.3.1 Analise do polimorfismo genético dos isolados de Streptomyces spp. por rep-PCR

O polimorfismo genético dos isolados foi determinada pela técnica de rep-PCR,
utilizando o primer BOXAIR (5’ — CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G — 3’) conforme
Rossi et al. (2013). Inicialmente o DNA dos isolados foi obtido através de lise térmica, onde
com auxilio de uma alca descartavel de 10ul foi coletada uma pequena por¢do da bactéria
inoculada anteriormente em meio ISP-2, essa por¢do foi ressuspendida em 1ml de agua
ultrapura, seguido do aquecimento a 98°C por 10 min, em bloco de aquecimento, e

centrifugacdo por 1 min, e ao final o sobrenadante foi retirado e adicionado a reacdo de PCR.
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As reacdes de PCR foram realizadas em 25 pl por amostra contendo 10,5 pl de 4dgua, 1x de
tampao, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0.5 uM do primer BOX, 2,5 ul DMSO, 1,5 U de
GoTaq DNA polimerase (Promega, Madison, USA) e 25 ng de DNA. As condig¢des do ciclo de
amplificacdo foram baseadas em Lapaz et al. (2017), com uma etapa inicial de desnaturagao a
95°C por 5 min; seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 1 min, hibridac¢io a 50°C
durante 1 min e extensdo a 65°C durante 8 min; e uma etapa de extensdo final a 65°C por 10
min, no termociclador C1I000TM Thermal cycler (BioRad, Richmond, USA). Os fragmentos
amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose a 1,5 % e analisados

posteriormente.

3.3.2 Sequenciamento e caracterizacao genomica de isolados Streptomyces spp.

A partir dos resultados supracitados, 3 isolados considerados mais promissores,
levando-se em consideracio outros resultados obtidos por Melo (2019) e Gomes (2020), foram
escolhidos para o sequenciamento dos genomas. Para isso, 0o DNA total foi obtido, utilizando o
kit comercial FastDNA™ SPIN KIT (MP Biomedicals) de acordo com as recomendacdes do
fabricante a partir da massa micelial dos isolados CAB — C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66
cultivados na superficie de papel celofane sobre o meio ISP-2 s6lido previamente incubados a
temperatura de 28°C por 2 dias. As amostras de DNA obtidas foram avaliadas em fun¢do da
quantidade (rendimento) e aspectos qualitativos (integridade) a partir de andlises em
espectrofotometro (Nanodrop), eletroforese em gel de agarose e por QUbit (fluorescéncia). As
amostras que apresentaram qualidade adequada foram enviadas a empresa MacroGen (Coreia
do Sul) e sequenciadas a partir da plataforma Ilumina TruSeq. A constru¢iao de uma biblioteca
foi realizada utilizando o kit TruSeq Nano DNA e a andlise bdsica (montagem) dos genomas
foi feita pelo método De Novo. As andlises para identificacdo das espécies foi realizada através
da andlise de ANI (Average Nucleotide Index), onde foi realizado o download de genomas de
Streptomyces disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology Information), o
alinhamento dos genomas utilizando a ferramenta BLASTn (versao 2.6.0), a selecdo dos
melhores hits obtidos para a anélise de ANI, o cdlculo do indice de ANIm e a selecdao dos
genomas com os dez maiores valores de ANIm para cada isolado de acordo com Richter &

Rossello-Moéra (2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 11 isolados promissores a partir de parametros avaliados anteriormente por Melo
(2019) foram caracterizados in vitro em relagdo a produgcdo de compostos envolvidos em
promocdo de crescimento vegetal. Assim, a caracterizacio fenotipica foi baseada na andlise dos
seguintes parametros: producdo de AIA; solubilizacio de fosfato e zinco; producdo de

sider6foros, capacidade de fixagcdo bioldgica de nitrogénio e producdo de dcido cianidrico.

4.1 Caracterizacao fenotipica: habilidade em promocao de crescimento vegetal

A promocao de crescimento de plantas pode ocorrer por varios mecanismos que inclui
a producao de fitohormonios, que desempenham um papel importante para as plantas (Keswani
et al.,, 2020). O dacido indol-3-acético, também conhecido como AIA, € uma auxina
predominante e indispensavel ao crescimento e metabolismo das plantas. AIA é considerada
uma molécula fundamental para o crescimento vegetal (Duca e Glick, 2020), atuando direta e
indiretamente em diversos processos da planta e se destacando como molécula de sinalizacdo
(Weijers et al., 2018). Muitos microrganismos benéficos da rizosfera sdo produtores de AIA
como a naturalmente produzida por plantas (Keswani et al., 2020). Assim, a primeira molécula
a ser analisada nos isolados de Streptomyces foi AIA.

A producdo de AIA foi evidenciada em todos os isolados analisados com valores
variando de 10,21 ng/ml, (CAB — S 69) a 42,08 ng/ml (CAB — S 71), sendo este dltimo o
destaque na producdo de AIA entre os isolados (Figura 5). A producdo de AIA € de extrema
importancia, pois este hormdnio estimula o alongamento celular modificando condi¢des
celulares, como aumento do contetiido osmético da célula e da permeabilidade de dgua na célula
e diminuicdo da pressao na parede celular conforme (Keswani et al., 2020). Trabalhos como de
Liu et al. (2019), Thampi e Bhai (2017), Zhu et al. (2021), Syiemiong e Jha (2019), entre outros,
que analisaram Streptomyces spp. como promotores de crescimento vegetal obtiveram
resultados positivos para producio desse fitohormonio, corroboram com a importancia desse
mecanismo de promoc¢do de crescimento de planta, sendo caracteristica conservada para
maioria das bactérias desse género. AIA € importante para as plantas também para a indugdo
da producao de raizes mais longas com mais pélos radiculares, promovendo maior absor¢ao de
nutrientes, sendo a raiz o 6rgdo da planta mais sensivel as mudancas promovidas por AIA
(Keswani et al. 2020). Esse fitohormonio também tem sido muito estudado devido ao seu
carater benéfico na interacao microrganismos — planta, pois favorece uma maior exsudagdo das

raizes modulando a diversidade e atividade das bactérias rizosféricas (Duca e Glick 2020).
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Figura 5 — Producio de 4cido indolacético (AIA) por isolados de Streptomyces spp.
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A producdo de AIA foi estimada a partir da leitura da absorbancia de cada amostra por
espectrofotometria no comprimento de onda de 530 nm. A amostra era composta pelo
sobrenadante proveniente de cada isolado e o reagente Salkowsky, na propor¢do 1:1. A producio
foi observada com a mudancga de coloracdo da amostra para tons de rosa. Fonte: Autora.

A solubilizacdo de fosfato e zinco € outro parametro importante na avaliacdo de
microrganismos como promotores de crescimento vegetal, visto que enriquece o solo e o
fosforo € um dos elementos mais abundantes nos organismos vivos, sendo um dos 16 elementos
essenciais para as plantas (Aallam et al., 2021). No setor agricola este elemento tem papel
chave, pois apresenta menor mobilidade e disponibilidade para as plantas na maior parte das
condic¢des de solo (Barreiro e Martinez-Castro, 2019). Biologicamente, o fésforo, como fosfato
inorganico, € um macronutriente de extrema importancia, principalmente para as biomoléculas
(Sharpley et al., 2018). O efeito do fosfato inorganico, no metabolismo de Streptomyces vem
sendo descrito desde os anos de 1970, sobre a producao de diversos antibidticos por esse género
(Barreiro e Martinez-Castro, 2019).

Ao analisar os isolados de Streptomyces, com relacdo a solubilizagdo de fosfato, 7 dos
11 isolados foram capazes de solubilizar fosfato (63,3%). O isolado CAB — S 71 apresentou o
menor halo de solubilizac¢io (4,33 mm) e o isolado CAB — S 66 com o maior (13,33 mm) (Figura
6), configurando microrganismos potenciais capazes de converter fosfato insolivel em uma
forma facilmente assimildvel, inclusive pelas plantas. Esta caracteristica evidencia o potencial
dos isolados de Streptomyces em amenizar o problema de fésforo imobilizado no solo,
consequentemente uma maior disponibilidade influencia no crescimento e rendimento de
vegetais, e, também, reduz o uso de insumos quimicos estimulando uma agricultura mais
sustentavel (Aallam et al., 2021). Assim, o uso dessas bactérias como biofertilizantes é uma
alternativa para reparar a defici€ncia de fosforo, visto que se trata de um nutriente indispensavel

em processos fisioldgicos e bioquimicos, conforme Chouyia et al. (2020).
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Figura 6 — Solubilizacdo de fosfato inorgénico por isolados de Streptomyces spp.

A solubilizacdo de fosfato foi avaliada em placas de Petri contendo meio Pikovskaya e discos
equidistantes dos isolados distribuidos sobre o meio, sendo observada através da formacdo de
um halo ao redor do disco. Valores médios de didmetros de halos (n) inseridos na figura para
cada isolado. Fonte: Autora.

Além do fésforo, o zinco (Zn) também € considerado elemento essencial e participa
como cofator da atividade de vérias enzimas envolvidas na promog¢ao de crescimento vegetal,
sua deficiéncia € inerente a diferentes solos. A fonte potencial desse micronutriente sao
compostos inorganicos adsorvidos ao solo, o que dificulta o acesso e biodisponibilidade para
as plantas. Entretanto, microrganismos solubilizadores de zinco sdo alternativas para
suplementac¢do nutricional do solo (Mitra et al., 2020). O processo de solubiliza¢do do Zn, por
rizobactérias, ocorre por meio de diversos mecanismos, como excre¢do de dcidos organicos,
extrusdo de prétons ou producdo de agentes quelantes (Eshaghi et al., 2019). Considerando a
andlise de solubilizacdo de Zn, todos os isolados apresentaram resultado positivo, sendo todos
sdo potenciais solubilizadores de Zn (Figura 7).

A deficiéncia de Zn nos solos € comum, assim microrganismos com capacidade de

solubilizacdo deste nutriente representa alternativa a aplicacdo quimica de Zn. A
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disponibilidade de Zn tende a diminuir com o tempo, mesmo com uma aplicagdo rotineira, e,
também, podem apresentar a introdug@o de outros elementos téxicos no solo, como o Cadmio
(Shafigh et al., 2019).

De uma forma geral, os estudos apontam que microrganismos solubilizadores de Zn
conseguem suprir as necessidades exigidas pelas plantas devido ao aumento na absorc¢ao desse
micronutriente; dessa forma, esses solubilizantes sdo muito importantes na nutricio dos

vegetais (Prasad et al. 2019; Shafigh et al., 2019).

Figura 7 — Solubilizacdo de Zinco por isolados de Streptomyces spp.

A solubiliza¢do de Zinco foi avaliada em placas de Petri contendo meio de sais minerais e
discos equidistantes dos isolados distribuidos sobre o meio, sendo observada através da
formacao de um halo ao redor do disco. Valores médios de diametros de halos (n) inseridos na
figura para cada isolado. Fonte: Autora.

Outro elemento importante no solo e no crescimento vegetal é o Ferro (Fe), sendo
abundante e essencial, contudo, apresenta baixa biodisponibilidade (Albelda-Berenguer et al.,
2019). Fe participa de diversos processos metabolicos como cofator de enzimas envolvidas no
metabolismo; na transferéncia de elétrons no processo de respiragdo celular e sinteses de DNA
e RNA. Entretanto, devido a sua baixa disponibilidade no ambiente, microrganismos

desenvolveram estratégias especificas de absorcao, como a produgao de sideréforos (Maglangit
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et al., 2019). Sider6foro € composto protéico quelante de Fe (Ghosh et al., 2020), que apresenta
afinidade elevada e especifica com Fe, permitindo que esse elemento seja retirado do ambiente
pelos microrganismos para garantir sua sobrevivéncia sob condicdo de deficiéncia de Fe (Al
Shaer et al., 2020). Portanto, os sideréforos auxiliam no transporte do ferro férrico insolivel,
do ambiente para a célula (Rezanka et al., 2019). Microrganismos promotores de crescimento
de plantas podem apresentar producio de sider6foros, sendo assim fator fundamental para PGP
e supressdo de doencas (Ghosh et al., 2020).

No teste para avaliar a produg¢do de sideréforos, somente o isolado CAB — S 96 nio foi
capaz de quelar Fe, portanto, ndo sendo capaz de produzir sider6foros nas condi¢des
investigadas. O isolado CAB — S 72 apresentou o menor valor mensurado, 16,7 mm e o isolado
CAB — C 50 o maior valor, 44.4 mm (Figura 8). Isso refor¢a o potencial dos isolados de
Streptomyces analisados como PGP, atuando como biofertilizantes corroborando com Rezanka
et al. (2019). Esses afirmam que o uso de sideréforos como fertilizantes naturais contribui no
aumento do rendimento de colheitas e com potencial efeito no controle biolégico de pragas,
representando uma ferramenta de competi¢ao por Fe por exemplo contra Fusarium oxysporum.
Muitos trabalhos corroboram com o0s nossos resultados, comprovando que o género
Streptomyces tem grande potencial na promocdo do crescimento de plantas, inclusive na
producdo de sider6foros.

Sideré6foros sao estudados ha muitos anos, com mais de 500 estruturas descritas € com
o interesse prolongado de novos estudos, como reiteram Albelda-Berenguer et al. (2019). O
elemento Fe € requerido por microrganismos para sua patogenicidade e as rizobactérias
benéficas produzem sideréforos para biodisponibilizar o Fe férrico presente no solo. Portanto,
a inibi¢do do crescimento do patégeno ocorre, também, pela competi¢cdo pelo Fe, sendo que, ao
mesmo tempo, essas bactérias disponibilizam ferro para as plantas, de acordo com Rehan et al.

(2021).

Figura 8 — Producio de sider6foros por isolados de Streptomyces spp.
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A producdo de sider6foros foi avaliada em placas de Petri contendo meio Gaus N 1, acrescido
de solug¢do CAS (Cromo Azurol), e discos equidistantes dos isolados distribuidos sobre o meio,
sendo observada com a formac¢do de halo ao redor do disco. Valores médios de diametros de
halos (n) inseridos na figura para cada isolado. Fonte: Autora.

Os testes de producdo de acido cianidrico (HCN) e fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) representam andlises importantes para indicar a possibilidade de produgdo desses
mecanismos, neste caso pelos isolados de Streptomyces investigados. Os resultados descritos a
seguir estdo dispostos nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

O Acido cianidrico, cianeto de hidrogénio ou HCN é um metabdlito volétil, formado a
partir da glicina por meio da acdo da enzima HCN sintetase, e muitos géneros de bactérias
apresentam a capacidade de produzi-lo (Kumar et al., 2015). A producdo de HCN como
metabdlito secunddrio inibe o crescimento da maioria de fungos fitopatogé€nicos através da
sintese de enzimas que degradam parede celular; por outro lado também aumenta a
disponibilidade de nutrientes, pois HCN interfere na mobilidade de elementos minerais, e,
indiretamente, promove o crescimento de plantas (Yavarian et al., 2021).

No que se refere a producao de HCN, nas condicdes avaliadas, somente dois isolados
foram capazes de produzi-lo, sendo eles 0o CAB —S 66 e CAB — S 71 (Figura 9). Kumar et al.
(2015) apontam a producdo de HCN como mecanismo indireto de promocao de crescimento de

planta, com reducd@o ou prevengdo dos efeitos causados pelos patégenos na planta, devido a
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producdo de substincias inibidoras ou pela inducdo da resisténcia da planta. Rizobactérias
produtoras de HCN ndo causam impacto negativo as plantas hospedeiras, segundo Rehman et
al. (2020), e podem atuar como agente para o biocontrole de ervas daninhas. A producgdo de
HCN por Streptomyces tem sido relatada em muitos estudos, como de Singh et al. (2019),
Chaiharn et al. (2020), Anusha et al. (2019), confirmando o efeito benéfico desse mecanismo

na promocao de crescimento de plantas e a capacidade deste género em produzir este composto.

Figura 9 — Producao de 4cido cianidrico (HCN) por isolados de Streptomyces spp.

L CAB-S69 CAB-S 70 CAB-S 71 CAB-S 72 CAB-S 96 Cc
A producdo de 4cido cianidrico foi avaliada a partir do crescimento dos isolados em placas de
Petri contendo meio Bennett suplementando com glicina. Houve a adi¢do de um disco de papel
filtro Whatman N° 1, embebido em solucdo de acido picrico, na tampa da placa. A produgdo
foi observada através da mudanca de coloracdo do disco de papel filtro. Fonte: Autora.

O nitrogénio é o principal elemento que limita o crescimento das plantas, sendo um
constituinte fundamental de macromoléculas fundamentais a vida como DNA, RNA e proteinas
e encontra-se, principalmente, na natureza na forma gasosa (N2), logo inacessivel diretamente
para plantas e animais (Prasad et al., 2019). A Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) ¢ uma
fonte essencial de nitrogénio para as plantas, auxiliando como atividade agricola favordvel ao
meio ambiente. O uso de PGPR, como uma forma de suprir a deficiéncia de nitrogénio em

plantas, ¢ uma alternativa para a producdo agricola (Rehman et al., 2020). O género
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Streptomyces também € estudado com relacdo a FBN (Gopalakrishnan et al., 2020). Nas
condig¢des investigadas, apenas os isolados CAB — C 24, CAB — C 25, CAB - C 50, CAB - S
66, CAB —S 67, CAB — S 70, CAB — S 71 e CAB — S 72, apresentaram capacidade de FBN
(Figura 10). A importancia do Nitrogénio estd relacionada a manuten¢do e melhora do
crescimento e produtividade da cultura, e o processo de FBN auxilia na redu¢do da necessidade
de fertilizantes quimicos a base de N. O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas,
como algumas espécies de Streptomyces, aumenta o crescimento da planta com a

disponibilidade de N através do processo de FBN, e de outros nutrientes (Htwe et al., 2019).

Figura 10 — Fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) por isolados de Streptomyces spp.
CAB-C 21 || CAB-C 24|| CAB-C 25‘ CAB-C 50|| CAB-S 66 || CAB-S 67 || CAB-S69 || CAB-S70|| CAB-S71|| CAB-S72|| CAB-S 96 C

A fixagdo bioldgica de nitrogénio dos isolados foi avaliada em tubos de ensaio contendo meio
Nfb semissolido, com a inoculacdo em forma de picada e a fixacdo bioldgica foi observada
através da mudanca de coloracdo do meio de cultura. Fonte: Autora.

A caracterizacdo fenotipica dos isolados de Streptomyces investigados neste trabalho
revelam que a maior parte deles apresentam habilidades em promocao de crescimento vegetal.
Assim um unico isolado, CAB — S 66, foi capaz de produzir todos os fatores investigados, seis
1solados produziram 83% (CAB — C 24, CAB - C 25, CAB-C 50, CAB-S 67, CAB—-S 71
e CAB — S 72), dois isolados produziram 67% (CAB — 69 e CAB — S 70), e os demais em
aproximadamente a metade dos fatores investigados (CAB — C 21 e CAB - S 96).

4.2 Streptomyces atuantes em controle biolégico - Antagonismo

A doenca Sigatoka — Amarela tem como agente etioldgico o fungo Pseudocercospora
musae, considerado grave problema na bananicultura nacional. Apresenta maior relevancia em

regides de chuvas frequentes, acarretando perdas em torno de 50% da producdo, sendo
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responsavel pela reducdo da drea foliar da planta que, consequentemente, diminui a quantidade
e o tamanho dos frutos (Quirino et al., 2014).

Os isolados de Streptomyces foram analisados em teste de antagonismo com o fungo
causador da Sigatoka — Amarela. Os isolados CAB — C 21, CAB — C 25, CAB — C 50, CAB —
S 66, CAB —S 71, CAB — S 72 e CAB — S 96 apresentaram capacidade em inibir o fungo P.
musae (Figura 11).

Os desafios na bananicultura mundial sdo grandes, sendo os maiores a dificuldade em
controlar doencas como Mal — do — Panamad, Sigatoka — Amarela e Sigatoka — Negra (Gonzdlez
et al.,2018). Quirino et al. (2014), relatam que o género Pseudocercospora tem sido estudado
em diversas culturas, porém os agentes causais da Sigatoka — Amarela e da Sigatoka — Negra
apresentam destaque devido ao impacto econdmico provocado. Alguns géneros bacterianos sao
reconhecidos como promissores no biocontrole em campo como Agrobacterium sp.,
Pseudomonas sp., Streptomyces sp. € Bacillus sp., e alguns géneros fingicos, como Gliocadium
sp., Ampelomyces sp. e Trichoderma sp. Assim, linhagens de Streptomyces apresentam
caracteristicas importantes como agentes de biocontrole, como a producdo de quitinases
extracelulares que atuam contra patdgenos fungicos. As quitinases agem decompondo a quitina
e assim hé aquisi¢do de nutrientes e energia, conforme Castillo et al. (2016), que avaliaram e
concluiram o potencial de biocontrole de uma linhagem de Streptomyces galilaeus contra o
patégeno Pseudocercospora fijiensis, causador da Sigatoka — Negra. Segundo Rehan et al.
(2021), o género Streptomyces € um recurso microbiano fundamental no controle de fungos

patogénicos em bananeiras, reafirmando seu potencial de agente bioldgico.

Figura 11 — Avaliagao da capacidade de antagonismo microbiano por isolados de Streptomyces
contra o fungo Pseudocercospora musae.
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A capacidade de antagonismo foi avaliada por meio de placas de Petri contendo meio BDA.
Houve a inoculagdo, no formato de traco, dos isolados e do patégeno de forma sequencial. A
inibicdo foi observada através da inibi¢ao do crescimento do patégeno. Fonte: Autora.

Na literatura ainda sdo escassos trabalhos avaliando o potencial de Streptomyces contra
a Pseudocercospora musae, o que representa mais uma habilidade importante nos isolados

investigados neste trabalho.

4.3 Promocao de crescimento de bananeira por Streptomyces spp. in vitro

O sistema de cultura de tecidos permite o desenvolvimento de plantas em condi¢des
assépticas controladas, fornecendo nutrientes, 4gua e energia essenciais para o crescimento
(Phillips e Garda, 2019). Consiste na producdo de mudas partindo de explantes que contém
tecidos meristematicos de matrizes selecionadas (Vieira, 2012).

As técnicas de cultura in vitro sdao fundamentais para producio de plantas livres de
doencas, rdpida multiplicacdo e producao de metabdlitos; e na literatura hd uma variedade de
métodos e aplicagdes das técnicas disponiveis (Espinosa-Leal et al., 2018). A producdo de e
mudas de bananeiras é amplamente realizada pela micropropagagdo. Nessa técnica a producao
de mudas ocorre ao longo dos meses em condicdes controladas utilizando meios de cultura,

tendo como vantagens uma producdo em larga escala, com uniformidade, ripida
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disponibilidade, idénticas a matriz e sem a presenca de patdgenos (Pereira et al., 2020). Mudas
oriundas da micropropagacdo, com genétipos favordveis e livre de patégenos, melhoram a
qualidade dos materiais de plantio. No entanto, mudas micropropagadas sdo mais suscetiveis a
doenga, pois estdo livres de microrganismos benéficos, como endofiticos (Kavino e
Manoranjitham, 2018).

Na micropropagacdo hd uma remocdo da microbiota, tanto patogénica quanto natural,
associada as mudas, o que tem levado a utilizacdo de microrganismos ou bioinoculantes em
mudas micropropagadas de bananeira, objetivando fornecer nutrientes, promover o crescimento
e controlar patégenos (De Souza et al., 2017). A incorporacdo de microrganismos benéficos
ndo caracteriza o surgimento de problemas a cultura, podendo estabelecer um ganho se
mantidos na planta devido ao seu potencial de biocontrole e de PGP (Vieira, 2012). Introduzir
artificialmente microrganismos benéficos, como endofiticos ou rizobactérias, na fase de
enraizamento pode oferecer protecdo as mudas no estdgio inicial de crescimento, prologando a
vida util do material de plantio (Kavino e Manoranjitham, 2018).

A microbiolizacao € o processo de introducao de bactérias, na fase de enraizamento e/ou
aclimatizacdo, com objetivo de promover o crescimento e a sanidade das plantas, a0 mesmo
tempo que as plantas oferecem nutrientes e habitat, confirmando uma interacao benéfica entre
microrganismo e planta. A adicdo de bactérias no processo de producdo de mudas
micropropagadas de bananeira, na fase de enraizamento e/ou de aclimatizacdo, visa
principalmente a producdo de 4cido indolacético (AIA) bacteriano para promog¢do de
crescimento das mudas com interferéncia na indugdo e na diferenciacio do sistema radicular
vegetal, no aumento de massa das raizes, no estimulo do alongamento radicular e de raizes
laterais, e com isso a reducdo no tempo de obtengcao das mudas (Silva et al., 2016). Para del
Carmen Jaizme-Vega et al. (2004), a inoculacdo de microrganismos proporciona beneficios
durante a fase inicial de aclimatacdo, contribuindo com a amenizacdo de estresse e
estabelecimento da microbiota do solo na rizosfera.

No presente experimento foram utilizados trés isolados de Streptomyces, CAB — C 25,
CAB — C 50 e CAB - S 66, individualmente e em consorcio, para avaliagdo da promogao de
crescimento de mudas micropropagadas de bananeira variedade Prata — Ana, através da técnica

de cultura in vitro empregando a microbioliza¢do das mudas (Figura 12).

Figura 12 — Experimento in vitro de microbiolizacdo de mudas de bananeira tipo Prata-Ana com isolados de
Streptomyces.
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A: controle, B: tratamento 1 (CAB — C 25), C: tratamento 2 (CAB — C 50), D: tratamento 3 (CAB — S 66), E:
consorcio, ambos com 2 dias de inicio do experimento. F: controle, G: tratamento 1 (CAB — C 25), H: tratamento 2
(CAB - C 50), I: tratamento 3 (CAB — S 66), J: consércio, ambos no final do experimento (15 dias). Fonte: Autora.

As varidveis avaliadas foram altura do pseudocaule, nimero de folhas e de raizes, e os
resultados obtidos estao apresentados na Figura 13. Para a varidvel, altura de pseudocaule, o
tratamento Controle apresentou pouco aumento na altura a partir do décimo segundo dia, como
jé era esperado. Os tratamentos CAB — C 25, CAB — S 66 e Consércio, ndo apresentaram
acréscimo na altura durante o periodo de avaliagdo. J4 o tratamento CAB — C 50, apresentou
ligeiro incremento de altura do décimo segundo dia em diante, semelhante ao comportamento
do controle. Com relacdo a varidvel, nimero de folhas, o tratamento Controle apresentou
aumento a partir do sexto dia, que inicialmente contava com uma média de aproximadamente
5 folhas passando para uma média préxima a 7 folhas, ao final das avaliagdes. Os tratamentos
CAB — C 25, CAB - S 66 e Consorcio, apresentaram redu¢do no nimero de folhas com inicio
no sexto dia e que se manteve continuo até o final e, em ambos, a média do ndmero de folhas
foi reduzida a cerca da metade. Logo, o tratamento CAB — C 50 apresentou nimero constante
de folhas por todo periodo de avaliacdo, com média em torno de 5 folhas. Quanto a varidvel
numero de raizes, no tratamento Controle foi observado o maior crescimento de raizes a partir
da terceira avaliacdo (sexto dia). Os tratamentos CAB — C 25, CAB — S 66 e Consércio ndo
apresentaram formacao de raizes ao longo das avaliacdes. E no tratamento CAB — C 50, houve
a formacgdo de raizes em algumas experimentais, em torno do nono dia de experimento, no

entanto, quando calculada a média o valor era zerado devido a maioria das experimentais nao
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apresentarem crescimento. Dessa forma, ndo foi feita a constru¢do de um grafico para essa
variavel.

As variaveis analisadas, nos tratamentos com os isolados CAB — C 25 ¢ CAB — S 66,
ndo apresentaram incrementos, ao longo dos dias nas duas réplicas bioldgicas realizadas. Nos
tratamentos CAB — C 25, CAB — S 66 e Consércio, houve a senescéncia da maior parte das
mudas, onde o escurecimento, de pseudocaule e das folhas, iniciou-se entre seis e nove dias de
experimento, progredindo ao longo das avalia¢des. Contudo, o isolado CAB — C 50 apresentou
resultado positivo, individualmente, para as varidveis observadas e, também, por ndo ocorrer a
morte das mudas ao longo do experimento. Devido ao comportamento visto nos experimentos,
alguns fatores foram considerados na tentativa de explicar os resultados obtidos, como a
concentracdo de auxinas microbianas, a concentragdo do indculo inicial, a sensibilidade das
mudas durante a fase de enraizamento, a competi¢cao por nutrientes € por oxigénio na interagao

planta-bactéria e a produ¢do de HCN.

Figura 13 — Parametros do cultivo e microbiolizacdo in vitro de mudas micropropagadas de

bananeira.
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As auxinas sdo grupo de fitohormdnios de grande importancia que induzem respostas
de crescimento em plantas, e o dcido indolacético (AIA) é o horm6nio mais comum dentro da
classe das auxinas, produzido por plantas e microrganismos, sendo considerado um regulador
de crescimento vegetal, assim descrito por Keswani et al. (2020). Sabe-se, através do teste de
producdo de AIA realizado, que os trés isolados sdo produtores de AIA, porém aparentemente
apenas o isolado CAB — C 50 pode ter produzido AIA em quantidade adequada para as mudas,
refletindo nos resultados satisfatorios obtidos nas varidveis analisadas e na sobrevivéncia das
mudas ao longo dos dias. J4, os tratamentos com os outros isolados e a combinagdo dos trés,

pode ter influenciado numa alta producdo desse regulador de crescimento, excedendo o nivel
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suportado pelas mudas, e consequentemente a senescéncia delas. Esse fator é apontado por Paz
(2009), onde uma concentragdo excessiva ou reduzida de um fitohormoénio produzido por
bactérias prejudica a diferenciac@o radicular causando a morte da plantula. Essa afirmacdo é
complementada por Patten e Glick (1996), que relatam que a concentragdo de AIA microbiano
€ um fator critico na fase de enraizamento, ji que pode causar a inibicdo do crescimento da
planta influenciando na promogao de crescimento. Para Enebak et.al. (1998), a mortalidade das
mudas € algo comum ao se trabalhar com bactérias promotoras de crescimento. A introducdo
de bactérias, de acordo com Patten e Glick (2002), em mudas ocorre a transformacao de muitas
células em patogénicas ou saprofiticas, causando um bloqueio no desenvolvimento vegetal.

Segundo Keswani et al. (2020), diversos resultados sdo esperados em plantas
colonizadas por bactérias produtoras de AIA, desde a fitoestimulacao até a patogénese podendo
haver um processo comensal ou patogénico, sendo assim dependente da quantidade de
hormoénio produzido pelo microrganismo, que em grandes quantidades provoca a inibi¢do do
desenvolvimento radicular no lugar de estimulo, e da sensibilidade do tecido do hospedeiro
(planta) as mudangas nas concentracdes de AIA. Observamos que ao longo dos anos tem sido
argumentado, por diferentes autores, que a alta concentracao de auxinas € um fator determinante
na interagdo planta-microrganismo e no desenvolvimento vegetal.

Bactérias e plantas apresentam interacdes que sdo classificadas em comensalismo,
mutualismo e antagonismo, e a regido de maior contato € a zona radicular, que contém grande
diversidade de bactérias que através do contato com raizes realizam penetracdes no hospedeiro,
assim argumentado por Orlikowska et al. (2017). Afirmam também, que microrganismos
presentes em meio de cultura, mesmo nao sendo patogé€nicos, podem causar efeitos prejudicais
nas culturas, afetando a variacao dos resultados experimentais. E que o uso de bactérias na fase
in vitro exige que alguns parametros precisam ser considerados, como densidade de inoculagdo,
logo pode ser mais adequado a utilizacdo de bactérias na fase de aclimatacdo. No presente
trabalho, a concentracio de inéculo dos isolados estava na faixa de 10® UFC/ml, conforme o
trabalho de Melo (2019) em casa de vegetagdo, e trabalhos, como de del Carmen Jaizme-Vega
et al. (2004), também utilizaram indculos com esta concentragdo. Entretanto, essa concentragao
¢ adequada para experimentos in vivo, para ensaios in vitro € uma concentracao elevada. A
adequacdo de uma concentracdo inicial de in6culo pode ser testada para determinar a
concentracao ideal para inoculacdo in vitro.

A competicdo, tanto por nutrientes quanto por oxigénio, € um fator crucial. No
experimento houve uma limitagdo de trocas gasosas dentro do frasco que acondicionou a muda

inoculada com a bactéria, ocorrendo uma competicdo por oxigénio entre a muda e o
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microrganismo. Streptomyces sdo bactérias aerdbias, conforme Gopalakrishnan et al. (2020),
seu desenvolvimento e sobrevivéncia requer a presenga obrigatdria de oxigénio, que tem uma
grande influéncia na produgdo de antibidticos, segundo Hasani et al. (2014). Para Andreote et
al. (2010), algumas interacdes podem ocorrer para aquisicdo de nutrientes pelas plantas,
inducdo de resisténcia sist€émica e supressao de organismos causadores de doencas.

Outro fator a ser considerado no experimento € a produ¢do de HCN. Esse composto
téxico para muda pode ter sido produzido pelo isolado a partir do aminoécido glicina, presente
no meio de cultura, e precursor desse composto. O HCN, &cido cianidrico ou cianeto de
hidrogénio, um composto volatil, também conhecido como uma toxina, desempenha importante
papel nas interagdes bidticas. Do ponto de vista ecolégico é uma molécula inibidora de
microrganismos concorrentes e, também, € um importante regulador do crescimento bacteriano,
aponta Anand et al. (2021). Anusha et al. (2019), citam que a producdo de HCN por
microrganismos ¢ abrangentemente relatada pelo papel na supressdo de doengas, juntamente
com outros mecanismos. Para Avalos et al. (2019), compostos volateis sao moléculas de facil
difusdo através do ar, dgua ou solo, fundamentais nas interacdes inter e intra — espécies.
Afirmam, também, que o género Streptomyces sao produtores prolificos de compostos volateis.
Isso confirma a produgcdo de HCN por parte dos nossos isolados de Streptomyces devido a
presenca da glicina.

A microbiolizacdo in vitro, de bactérias promotoras de crescimento de plantas, mesmo
apresentando pouca evidéncia deve ser feita com cautela, sendo conveniente realizar mais
estudos para compreensdo da ecofisiologia dos microrganismos. E apesar da interacdo
divergente visualizada no experimento, entre as mudas e os isolados, a inoculacdo de
microrganismos benéficos é uma das tecnologias alternativas para um melhor desenvolvimento
da planta, garantindo a sobrevivéncia do vegetal e podendo aumentar sua produtividade, como
apontado por Oliveira et al. (2010). No trabalho de del Carmen Jaizme-Veja et al. (2004) com
a inoculacdo de Bacillus spp. em diferentes cultivares de bananeira, observaram que a
inoculagdo bacteriana, em fase de aclimatacao, induz significativamente o desenvolvimento das
mudas para ambas cultivares, aumentando o conteido mineral foliar em mudas da cultivar
Grande Naine. E com os resultados obtidos concluiram que, hd uma viabilidade no uso de PGPR
durante a fase de aclimatacao das mudas, e que, os microrganismos, além de contribuirem com
o desenvolvimento e satde da planta, s@o cruciais para manutencao do ambiente rizosférico das
mudas. Para Kavino e Manoranjitham (2018), a bacterizacdo in vitro de mudas de bananeira
com consorcios de espécies bacterianas proporcionou um crescimento mais rapido das mudas.

Assim, consideram, a bacterizacdo de mudas micropropagadas de bananeira, uma estratégia
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vidvel e destacam a associagdo de espécies de bactérias um fator determinante na inducao da
resisténcia sistémica das mudas.

Observando os resultados do experimento, o tratamento controle, sem a presenga de
bactéria, correspondeu ao esperado apresentando maior formagao de raizes. J4 os tratamentos
com inoculacdo dos isolados de Streptomyces ndo corresponderam as expectativas,
possivelmente a sensibilidade dessa etapa juntamente com a presen¢a de microrganismos,
prejudicaram o desenvolvimento de um novo sistema radicular para manutencdo das mudas
devido a competi¢do entre planta e bactéria por nutrientes, acarretando a senescéncia de muitas
plantulas. A fase de enraizamento in vitro apresenta uma desvantagem, pois as raizes formadas
podem ndo ser eficientes na absorcao de dgua e de nutrientes. Essas raizes podem conter poucos
pélos radiculares e conexdes vasculares, e o desenvolvimento iniciar apenas quando retiradas
dos frascos. E o ndo desenvolvimento suficiente das raizes acarreta a ndo sustentagdo do
crescimento da planta, causando reduc@o no desenvolvimento ou até morte da muda, relatam
Paiva e Paiva (2001). E Suman (2017) também afirma que na cultura de tecidos a capacidade
limitada de enraizamento das mudas é um desafio a ser vencido. A soma dos fatores
supracitados pode ter potencializado a senescéncia da maior parte das mudas.

Os resultados obtidos e os comportamentos observados revelam a necessidade de mais
estudos visando uma melhor compreensao da interacdo entre planta — bactéria, ressaltando que
muitos estudos comprovam a eficiéncia da microbioliza¢do de bactérias na cultura de tecidos.
De Souza et al. (2017) consideram que o uso de inoculantes microbianos, que promovem o
crescimento e incrementam a produtividade das plantas, tem sido considerado como uma
possibilidade sustentdvel para a reducdo na utilizacdo de adubos quimicos. Outro ponto
destacado, no uso de bioinoculantes, é restabelecer uma microbiota, pois a auséncia de uma
microbiota diversificada provoca a redugdo de crescimento e vigor, e a suscetibilidade a pragas
e doencas. Para da Silva et al. (2018), as PGPR atuam promovendo o crescimento da planta,
inibindo o crescimento de patégenos e estimulando as defesas da planta hospedeira, sendo assim
uma importante ferramenta na produ¢do de mudas micropropagadas, pois possibilita um

incremento de biomassa, altura, e area foliar.
4.4 Caracterizacao genética dos isolados de Streptomyces spp.
Técnicas de impressao digital de DNA (DNA fingerprinting sao usadas para avaliacao

de polimorfismos genéticos em microrganismos com o objetivo de identificagdo de marcadores

associados a determinadas caracteristicas e na diferenciacdo inicial dos isolados, com a
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possibilidade de separacdo de grupos taxondomicos (Borba et al., 2020). A rep-PCR, reacdo em
cadeia da polimerase de elementos palindromicos extragé€nicos repetitivos, € considerada umas
das técnicas mais confidveis e largamente empregada para estudos de diagndstico molecular,
ecologia microbiana, microbiologia ambiental e médica; fornecendo de forma fécil, rdpida e
com menor custo a deteccdo da diversidade de genomas microbianos estudados (Naghoni et al.,
2017). De acordo com Law et al. (2018) esta técnica tem a¢do discriminatdria equivalente ou
superior quando comparada a outros métodos, como RFLP (Polimorfismo de comprimento de
fragmento de restri¢do) e AFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado.
Uma vez que a rep-PCR € uma técnica simples e rdpida, foi entdo utilizada para investigar o
polimorfismo genético dos 11 isolados de Streptomyces estudados a fim de confirmar que sdo

1solados distintos.

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que se tratam de isolados diferentes
genotipicamente e identificar aspectos taxondmicos importantes. Um grupo foi dividido em trés
subgrupos, € o isolado CAB — S 96 distribuido independente dos demais (Figura 14). No
primeiro subgrupo os isolados, CAB —S 72 e CAB — S 67 apresentam proximidade com relagdo
a sua origem, o solo, e a alguns mecanismos de promocdo de crescimento. Ainda no primeiro
subgrupo, os isolados CAB — C 24 e CAB — C 25 apresentam proximidade tanto a origem, o
composto, quanto a todos os testes de PGP, e, também, possuem similaridade das bandas no
cladograma. O segundo subgrupo conta com uma afinidade do isolado CAB —S 66, com 0 CAB
— S 69 por serem oriundos do solo, e, também, com o isolado CAB — C 50 devido aos testes de
PGP. J4 o subgrupo trés apresenta uma similaridade dos isolados CAB —S 70 e CAB - S 71
por causa da mesma origem, o solo, e os resultados dos testes de PGP ocasiona a proximidade
com o isolado CAB — C 21, este subgrupo possui uma similaridade na distribuicao das bandas
no cladograma. Assim, houve resultados positivos dos quatro isolados para producao de AIA e
siderdforos, solubilizagdo de fosfato e de zinco, e fixacdo biolégica de nitrogénio, que reforcar
o agrupamento desses isolados. No cladograma a proximidade de perfil de bandas, desse
subgrupo, foi observada apenas para os isolados CAB — C 24 e CAB — C 25, conforme Figura

14, o que também confirma que se trata de um mesmo isolado.

Figura 14 — Polimorfismo genético dos isolados de Streptomyces spp por rep-PCR.
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relacdes filogenéticas entre os isolados, gerado através do software PAST (Hammer, Harper & Ryan,
2001). Fonte: Autora.

De acordo com os resultados obtidos, a lise térmica seguida da anélise de rep-PCR foi
suficiente para obter resultados bésicos, mostrando sdo isolados distintos (exce¢do dos isolados
CAB —C 24 e CAB — C 25) e que os mesmos sdo agrupados quanto a origem de obten¢do dos
mesmos. A disponibilidade de diversas técnicas moleculares, como a rep-PCR, tem contribuido
grandemente nos estudos taxondmicos do género Streptomyces, como apontam Law et al.
(2018). Para Badaya e Srivastava (2016), a rep-PCR representa de forma geral a variabilidade
intra e interespécies, sendo uma abordagem util para discriminacdo e caracterizagdo de
linhagens; assim, avaliaram a variabilidade genética de linhagens de Streptomyces, revelando

o potencial de rep-PCR em agrupar isolados de comportamento patogénico.

4.5 Sequenciamento e caracterizacio genomica de isolados Streptomyces spp.

A descoberta em 1944 da estreptomicina, primeiro antibidtico isolado de bactérias,
ocasionou um destaque ao filo Actinobacteria devido a capacidade de producdo de um amplo
espectro de compostos bioativos. Desses compostos, mais de 10.000 sdo produzidos pelo
género Streptomyces, €, atualmente, muitas pesquisas sdo realizadas para a descoberta de novas
espécies desse género, com auxilio do sequenciamento do genoma que, também, contribui para
uma melhor exploracdo de novos metabdlitos secunddrios uteis (Ayed et al., 2020). Uma

excelente ferramenta para rastreamento de um genoma em relacdo a presenca de genes
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biossintéticos € a mineracdo do genoma, que se tornou um método frequente, nos tltimos anos,
para Streptomyces (Kumar et al., 2020). As técnicas moleculares permitiram uma identificagdao
taxonOmica de bactérias com maior eficiéncia em relagdo a identificacdo rdpida e alto
rendimento (Law et al., 2018).

A andlise ANI, Average Nucleotide Index é uma categoria de andlise computacional
com objetivo de definir limites das espécies de procariontes, onde o cdlculo abrange a
fragmentacdo das sequéncias do genoma, a pesquisa de sequéncia de nucleotideos, o
alinhamento e cdlculo de identidade (Yoon et al., 2017). Para o sequenciamento gendmico,
alguns critérios foram usados para a escolha dos isolados, como: resultados anteriores obtidos
por Melo (2019) na promogdo de crescimento vegetal e biocontrole de F. oxysporum em casa
de vegetacdo; potencial enzimatico e alteracdo do pH ambiental obtidos por Gomes (2020) e a
confirmacao da produg¢do de compostos bioativos envolvidos em PGP e antagonismo a M.
musicola obtidos neste trabalho.

Assim, os isolados selecionados foram CAB — C 25, CAB —C 50 e CAB — S 66. Para
os resultados da andlise de ANI, apenas valores de ANIm acima de 0.95 foram aceitos, como
sugerido por Richter & Rossell6-Mora (2009). Desta forma, foi possivel classificar apenas o
isolado CAB — C 50 em nivel de espécie, que correspondeu a Streptomyces albulus. No entanto,
amesma defini¢do ndo foi possivel para os demais isolados (Tabela 1). Os resultados mostraram
a possibilidade de CAB — C 25 ser classificado como Streptomyces rimosus, Streptomyces
pactum, Streptomyces xinghaiensis, Streptomyces griseoaurantiacus ou apenas Streptomyces
sp. (Tabela 1). Para o isolado CAB — S 66, Streptomyces aquilus, Streptomyces pluripotens,
Streptomyces rimosus ou apenas Streptomyces sp. Para CAB — S 66, o isolado CAB — C 25

também apareceu como op¢ao, relevando que ambos podem pertencer a mesma espécie (Tabela

D).

Tabela 1. Resultados da anélise de ANI (Average Nucleotide Index) desenvolvida com os
isolados CAB — C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66.

CAB-C25
N° de acesso do genoma Espécie ANIm
GCF_000720725.1 Streptomyces rimosus subsp. Rimosus 0.9707410264640559
GCF_013870595.1 Streptomyces sp. WELS2 0.9706650711003899
GCF_009834125.1 Streptomyces sp. GS7 0.9701288289752602
GCF_002005225.1 Streptomyces pactum 0.9700986186506213
GCF_000700005.2 Streptomyces xinghaiensis 0.9699551601703044
GCA_900090185.1 Streptomyces sp. AmelKG-D3 0.9693422254011643
GCA_013913525.1 Streptomyces griseoaurantiacus 0.9690680620495467
GCA_000932205.1 Streptomyces sp. MBRL 601 0.9442245009518445

GCF_006974005.1 Streptomyces malaysiensis 0.9400071157955695
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GCF_000331005.1 Streptomyces turgidiscabies Car8 0.8984453638509751
CAB-C50
N° de acesso do genoma Espécie ANIm
GCF_000935185.1 Streptomyces albulus 0.9526246788960493
GCF_000403765.2 Streptomyces albulus CCRC 11814 0.9506926003866781
GCF_000504065.1 Streptomyces albulus PD-1 0.9506613896963306
GCF_000963515.1 Streptomyces albulus 0.950633208886964
GCF_000695235.1 Streptomyces albulus 0.9506068208976762
GCF_003851665.1 Streptomyces albulus 0.9505182208574116
GCF_000935185.3 Streptomyces albulus 0.950469496853728
GCF_000935185.2 Streptomyces albulus 0.950380217573611
GCF_000816025.1 Streptomyces sp. 769 0.9015204433093754
GCF_001704275.1 Streptomyces noursei ATCC 11455 0.9014808964825842
CAB-S 66
N° de acesso do genoma Espécie ANIm
GCF_000816025.1 Streptomyces sp. 769 0.9526246788960493
GCA_001974775.1 Streptomyces sp. WAC00263 0.9506926003866781
GCF_003955715.1 Streptomyces aquilus 0.9506613896963306
CAB-25 0.950633208886964
GCA_013362155.1 Streptomyces sp. 0.9506068208976762
GCF_003945525.1 Streptomyces sp. WAC 01438 0.9505182208574116
GCF_000816465.1 Streptomyces pluripotens 0.950469496853728
GCF_008704655.1 Streptomyces rimosus 0.950380217573611
GCF_000725475.1 Streptomyces durhamensis 0.9015204433093754
GCA_010550285.1 Streptomyces sp. SID7499 0.9014808964825842

Fonte: Autora.

A tabela 2 mostra os resultados obtidos com o sequenciamento do genoma para isolados
selecionados. O genoma, dos trés isolados de Streptomyces, compreende um tamanho entre 8,4
a 11,5 Mpb com contetdo G+C superior a 70%, compativel com o Filo Actinobacteria, género

Streptomyces.

Tabela 2. Caracteristicas dos genomas de Streptomyces selecionados para caracterizacao.

Caracteristicas CAB-C25 CAB-C50 CAB -S 66
Tamanho (pb) 8,446,719 9,390,315 11,585,873
Status 28 contigs 144 contigs 96 contigs
Conteido G+C (%) 71.94 72.08 71.17
CDS 7340 8090 10292
rRNA 7 8 10
tRNA 90 95 100
tmRNA 1 1 1

Fonte: Autora.
O género Streptomyces apresenta diversidade gendmica o que estd refletido na
quantidade de sequéncias codificantes, tamanho genomico e conteido G+C. Trata-se de

cromossomos lineares grandes com aproximadamente 8 — 12 Mpb e um alto conteido G+C
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com cerca de 67 — 78% (Law et al., 2018), corroborando com os valores obtidos no presente
trabalho e confirmando a identificacdo inicial realizada por Melo (2019). Trabalhos realizados
com isolados do género Streptomyces, por Ser et al. (2019), Holmes et al. (2018), Ser et al.
(2020), Ayed et al. (2020), entre outros, reforcam as caracteristicas encontradas com os isolados
do presente trabalho, como genoma superior a 7 Mpb, conteido G+C maior que 70%, CDS
maior que 5.000. E confirmado por Law et al. (2018), que os genes codificadores de protefnas
(CDS) melhoram a resolug¢do e robustez em nivel de espécie de Streptomyces e podem ser
usados como uma abordagem aceitdvel para a diferenciacdo de espécies.

Os resultados obtidos revelam que se trata de espécies distintas, visto que altos valores
foram obtidos com outras espécies cujos genomas estdo disponiveis nos bancos de dados, tudo
indica que os trés isolados selecionados ndo sao novas espécies. Este € o primeiro passo € muito
trabalho ainda serd feito na caracterizacdo genotipica de Streptomyces. Com este trabalho

disponibilizamos mais trés genomas de linhagens de Streptomyces.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Quanto aos testes de promogdo de crescimento de plantas in vitro, os isolados CAB —
C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66 obtiveram resultados positivos para maior parte dos testes
realizados. Em relagdo ao teste de antagonismo in vitro os isolados CAB — C 21, CAB — C 25,
CAB -C50,CAB-S 66, CAB-S 71, CAB—-S 72 e CAB — S 96 comprovaram ser eficientes
na inibicao do fungo causador da Sigatoka-amarela.

No que se refere a microbiolizagdo in vitro das mudas micropropagadas de bananeira,
com a adi¢do de microrganismos benéficos, € visto que mais estudos devem ser realizados para
melhor entendimento da interacdo planta — bactéria, no entanto, essa pratica pode contribuir,
como bioinoculante, na produ¢do de mudas micropropagadas.

A diversidade genética dos isolados, através da técnica de rep-PCR revelou que os
isolados sdo especificos, com excecdo dos isolados CAB — C 24 e CAB — C 25. E o agrupamento
dos isolados ocorreu quanto a origem de obtencdo dos mesmos, solo ou compostagem.

Com base nos resultados obtidos, inicialmente, através dos testes de promogdo de
crescimento de plantas e inibi¢do de fitopatdgeno, os isolados CAB —C 25, CAB - C 50 e CAB
— S 66 foram selecionados como os mais promissores. E o sequenciamento do genoma, dos trés

isolados de Streptomyces, identificou que Streptomyces rimosus, Streptomyces albulus e
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Streptomyces aquilus correspondem aos isolados CAB — C 25, CAB — C 50 e CAB — S 66,
respectivamente.

O género Streptomyces é promissor como representante na promogdo de crescimento
vegetal, como melhoria na qualidade do solo e equilibrio da microbiota do solo e da rizosfera,

e ainda com habilidade em controlar fitopatégenos.
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