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RESUMO

FERNANDES, Fabulo Junior Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2024. ACTINOBACTERIAS COMO AGENTES DE BIOCONTROLE E
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO DE SOJA. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz.

As actinobactérias sdo notaveis entre as bactérias pela capacidade de produzir uma
ampla gama de compostos bioativos, muitos dos quais exibem propriedades
antimicrobianas ou conferem algum beneficio as plantas. Neste trabalho, o objetivo
foi avaliar a capacidade de controlar os fungos fitopatogénicos Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani, além da capacidade de promover o crescimento
da soja de quatro cepas de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, Streptomyces sp.
4L, Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. 7P). Foi avaliado in vitro a capacidade dos
isolados de inibir o crescimento dos patdégenos e os parametros relacionados a
promocao de crescimento vegetal, como a produgdo de amédnia, sintese de &cido
indol acético (AIA), produgédo de sideroforos, solubilizacdo de fosfato e fixagdo de
nitrogénio. Experimentos em casa de vegetagdo foram conduzidos para validar o
potencial de inibicdo dos patdgenos e a promocao do crescimento da soja. Para o
controle biolégico foi avaliada a aplicacdo dos esporos das actinobactérias de
maneira localizada na planta, onde o sintoma da doencga aparece, ou nas sementes.
Os resultados mostraram que o isolado Streptomyces sp. 4L foi o mais eficaz na
supressao de S. sclerotiorum (percentual de controle de 71,67%) quando aplicado
nas folhas. Todos os isolados demonstraram diferencas estatisticas significativas (p
< 0,05) do controle positivo quando as sementes de soja foram tratadas com as
bactérias. Para a supressao de R. solani, a aplicagdo dos esporos no solo foi mais
eficiente, com maiores percentuais de controle para Streptomyces sp. 3F (60,2%),
seguido de Streptomyces sp. 60 (61,4%). A supressao de R. solani por meio do
tratamento de sementes nao demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao
tratamento das folhas. Todos os isolados foram capazes de produzir aménia, fixar
nitrogénio e produzir AlA in vitro. In vivo, os destaques foram para Streptomyces sp.
4L e 60 na promogao do crescimento da soja. Os experimentos in vivo corroboraram
os resultados in vitro e confirmaram que esses isolados bacterianos precisam ser
explorados em pesquisas futuras, dado ao potencial de contribuicdo para uma
agricultura mais sustentavel e na aplicagdo de tecnologias de bioinsumos.



Palavras-chave: controle biolégico; fitopatdgenos; actinomycetota; sustentabilidade
agricola



ABSTRACT

FERNANDES, Fabulo Junior Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2024. Actinobacteria as Biocontrol Agents and Growth Promoters in
Soybeans. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz.

Actinobacteria are notable among bacteria for their ability to produce a wide range of
bioactive compounds, many of which exhibit antimicrobial properties or provide some
benefit to plants. In this study, the objective was to evaluate the ability to control the
phytopathogenic fungi Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani, as well as to
promote soybean growth, using four strains of actinobacteria (Streptomyces sp. 3F,
Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 60, and Lentzea sp. 7P). The capacity of the
isolates to inhibit pathogen growth was assessed in vitro, along with parameters
related to plant growth promotion, such as ammonia production, indole-3-acetic acid
(IAA) synthesis, siderophore production, phosphate solubilization, and nitrogen
fixation. Greenhouse experiments were conducted to validate the potential for
pathogen inhibition and soybean growth promotion. For biological control, the
application of actinobacteria spores was evaluated either directly on the plant, where
disease symptoms appear, or on the seeds. The results showed that the isolate
Streptomyces sp. 4L was the most effective in suppressing S. sclerotiorum (71.67%
control) when applied to the leaves. All isolates demonstrated statistically significant
differences (p < 0.05) from the positive control when soybean seeds were treated
with the bacteria. For the suppression of R. solani, spore application to the soil was
more efficient, with the highest control percentages observed for Streptomyces sp.
3F (60.2%) and Streptomyces sp. 60 (61.4%). The suppression of R. solani through
seed treatment showed no statistical difference compared to foliar treatment. All
isolates were capable of producing ammonia, fixing nitrogen, and producing IAA in
vitro. In vivo, Streptomyces sp. 4L and 60 stood out in promoting soybean growth.
The in vivo experiments corroborated the in vitro results and confirmed that these
bacterial isolates need to be explored in future research, given their potential to
contribute to more sustainable agriculture and the application of bio-input
technologies.

Keywords: biological control; phytopathogens; actinomycetota; agricultural
sustainability



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Micrografias do isolado Streptomyces sp. 3F.........cccooiiiiiiiiiiiiiiiniiiceieeee 24
Figura 2 - Micrografias do 150lado Lentzea Sp. TP.........cccocveriiiiiiniiiiinicceeeeeeseeeee 24
Figura 3 - Fotografias do teste semi-quantitativo da producdo de quitinase por
ACTINODACTETIAS. ¢...e ettt ettt ettt et e e bt et esat e e bt e eabeebeesabeesaeeenneennees 28

Figura 4 - Fotografias da avaliacdo da atividade antagdnica por meio da cultura dupla entre

Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e Lentzea sp. TP € 0s fitopatOgenos.........c.ceeevueerveenieeeieeneenieens 29

Figura 5 - Avaliacdo da atividade antagdnica por meio da produgdo de compostos voldteis entre
actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e Lentzea sp. 7P) e os fitopatogenos S.

SCLETOLIOTUIN € R. SOLANI ..ot e e e e e e e e e e e e e eens 30

Figura 6 - Avaliacdo do efeito de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp.

7P) na supressdo do crescimento de S. sclerotiorum (S.S.) il VIVO........cccccovveeernceiinieenneeenns 31

Figura 7 - Avaliacdo do antagonismo in vivo das actinobactérias (Streptomyces sp. 3F,

Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. 7P) a S. sclerotiorum....................... 32

Figura 8 - Avaliacdo do efeito de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp.

7P) na supressao do crescimento de R. $0lani (R.S.) il VIVO.......cccceceueeeveeeeeieeeniieeiieeeieeenens 33

Figura 9 - Avaliacdo do antagonismo in vivo das actinobactérias (Streptomyces sp. 3F,

Streptomyces sp. 4L, Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. 7TP) a R. solani.................cccccuce..... 34

Figura 10 - Avaliacdo do efeito de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp.

7P) no crescimento da $0ja N0 CULIVO 17 VIVO......cccvviieiiiieeiiieeiieesiieeeite ettt 37
APENDICE A

Figura 1 - Capacidade de metabolizacdo de diferentes fontes de carbono............cccceeuveeennnnn. 45
Figura 2 - Tolerancia a0 NaCl...........coouiiiiiiiiiieeeee ettt ettt 46
Figura 3 - Crescimento em diferentes faixas de pH.........ccoocvieriiiiniiiiniie e, 47

Figura 4 - Avaliacdo semiquantitativa da producdo de diferentes enzimas de interesse

|03 0] 17011 10) (0o 1T TSR 48

Figura 5 - Avaliacdo da atividade antagonica Cultura Dupla...........ccccocevieniininiiniinenicnnne 48



Figura 6 - Avaliacdo da atividade antagdnica dos compostos VOIALEIs. ........cccuerueereenueeninennnn. 49

Figura 7 - Ensaios de promocdo de crescimento in vitro de Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e

LENIZOA SP. TPttt ettt e et e et e e et e e et e e e te e e e nbae e nbeeennbae e rbaeenaaeens 50



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Assimilacdo de fontes de carbono pelas actinobactérias...........cccveeeeeveeercieeenveeenee. 25

Tabela 2 - Tolerancia das actinobactérias a diferentes concentracdes de NaCl e a diferentes

A1 (0] (T a (o o) = RS SRRPS 26

Tabela 3 - Indice de atividade enzimitica (IE) de diferentes enzimas produzidas pelas

ACTINODACTETIAS. ... eeeeeeeiieieee ettt ettt e e ee et e eaa e eeeeeetetaaaa e seseeessaaaanaeeeeessanaanesesesessssnnnnnnees 26

Tabela 4 - Avaliacdo do potencial de promocdo de crescimento vegetal in vitro de

ACTINIODACTETIAS ...ttt eeeeieeeeee ettt ettt e e e et e et e ta e eeeseeeeetaaan e eeeeesasananseseseseannaneseseessenrnnneneees 35



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Identificacdo e origem do isolamento das Actinobactérias utilizadas



SUMARIO

LINTRODUGAO ...t 14
. MATERIAL E METODOS ......coiiiiiiiinrieaineeeesseseeesssssesessssssssssssessssssessessessssssons 15
2.1. Microrganismos € condigdes de CUIIVO .....ccc.eeiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee e 15
2.2. Caracterizaga0 das aCtinODACLETIAS ........cccvererieeeriieeiieeeiieeeiteeeieeesreeeebeeeeaeeeeareeeeneas 16
2.2.1. Caracterizacao dOS ESPOTOS. ....ccureerrreerreeerrreeesreeassreeassraeasseeessseeessseeesssesesssessssseesns 16
2.2.2. Crescimento em diferentes valores de pH e salinidade .............ccoocueeinieennieennnen. 16
2.2.3. Crescimento em diferentes fontes de carbono...........coceeveevieriienicenecnienneeneene 17
2.2.4. Produga0 d€ ©NZIMAS .......ccecuiteriieiriiieeiieeeiieeeiteeeiteeeiteesateesbeeesabeessabeesareesanneesas 17
2.3. Avaliacdo in vitro do potencial antagonico das actinobactérias..........cceceeveveerruveennnnen. 18
2.3.1. Produga0 de QUITINASES ....cccuveieruiiianiieeeiiieeeiieeeitee et et srte et e e st e s st e st eseaneeeas 18
2.3.2. Cultura dUPLA .c..eeeeiiiieieee ettt s 18
2.3.3. Compostos OrgaAniCOS VOIALELS .....covuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeitceet ettt 18
2.4. Avaliacdo do potencial antagOniCo 7l VIVO ......c.c.cocueeeuieveiriiieniiieiieneeeieeee e 19
2.4.1. Microbiolizacdo das sementes com actinobactérias ...........ceeevcveeerueeenveernveernueenns 19
2.4.2. Tratamento localizado nas plantas com actinobactérias............cceeeveerrveerrveernneenns 19
2.4.3. Sclerotinia SCLEerOtIOTUM ........cc..cocueivuiiiiieiieieee ettt 20
2.4.4. RRIZOCIONIA SOLANI ...t 20
2.5. Avaliacao do potencial em promocdo de crescimento vegetal in vitro ...........c...c....... 21
2.5.1. Produg@0o de amONIaA......c...cooueiriieniiinieiiieeeeeieeeee ettt 21
2.5.2. Fixacao biologica de NIrOZENI0 .........oevveeriieiieniiiiieeieeeesee e 21
2.5.3. Solubilizacido de fosfato INOTZANICO .......eeevieiiiriiiiieieeeeeeeeeee e 21
2.5.4. Produgdo de 4cido indolac€tico (ALA) ....cooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeceeceee e 22
2.5.5. Produg@0 de SIAETOOT0S .......eeviuiieiiiiieiiieeiee ettt ettt e et ee e 22
2.6. Avaliacao da promog¢ao de crescimento da SOJa......ccveeeuveerrireeriireeriiieenieeenreeesreeeaeees 22
2.7, ANALISE ESLAISTICA ...euveeiieriiieeiie ettt ettt sttt et st e bt e e nbeesneens 23
. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......c.oooviiieoeeeeeeeeeeeeeeee s 23
3.1. Caracterizaco das actinODACIEIIAS ........cceervveeruiiriiiiiiiieeeccre e 23
3.2. Assimilacdo de diferentes de fontes de carbono..........cocceevvieiiiiiiniiiniii 25
3.3. Tolerancia a cloreto de sddio e diferentes valores de pH.........ccoceeveeniiniiiniinieennen 25
3.4. Sintese de enzimas de interesse agrondmico € biotecnolOgICo .........cevveeveenerercueennnenne. 26
3.5. InibiCA0 de fItOPALOZENOS. ..ccuvvieeuiiieeiieeeiieeeiteeeteeestee et eeereeeareestaeesaaeeesnbeeesnsaeenneeens 27
3.5.1. Produc@0 de QUITINASE ....ceeouveeeirieriieeeiieeeieeeeieeenteeeeteeeareeestaeesnsaeeseseeenaseesnnseesnnne 27
3.5.2. Produc@o de compostos antimiCrobianos ............cceeerveeeriveeniiieeniieeenieeenreesnneeesnnns 28

3.5.3. Producdo de compostos organicos volateis (COVS)......covvvrrvieeriieeniiieenieeenieeene 29



3.6. Potencial antagdnico in vivo contra pat02enos da SOJa..........ceevueeeriueeeriiernieennieennieenn. 30

3.7. Potencial para promover o crescimento vegetal ift VIfro ........ccccueeveeeevcieeenieeeiniieeenieenn. 35
3.8. Actinobactérias promovem o crescimento da soja em casa de vegetacao..................... 35
4. CONCLUSOES.......cccooomiimiimiitiie ittt sttt 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooooooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41

APENDICE A oo, 45



14

1. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max L.) é uma das culturas mais importantes do mundo. As
sementes de soja s@o importantes tanto para a farinha rica em proteinas quanto para o 6leo
vegetal (Hartman et al., 2011). Em 2020, a produ¢do mundial de soja atingiu 353 milhdes de
toneladas (FAOSTAT, 2020), com o Brasil ocupando a primeira posicdo entre os produtores,
alcancando 126 milhdes de toneladas na safra 2020/21 (CONAB, 2022). Na safra de 2023/24,
o pais produziu 147 milhdes de toneladas de soja, consolidando sua posi¢do de maior produtor
global (CONAB, 2024). No entanto, a producdo de soja enfrenta desafios significativos devido
a fatores abidticos, como variagdes climaticas, disponibilidade de nutrientes no solo, salinidade
e resposta ao fotoperiodo. Além disso, fatores bidticos, como a incidéncia de doengas causadas
por patdégenos, também impactam negativamente o cultivo (Hartman et al., 2011). Entre as
doencas flingicas de maior impacto epidemioldgico estdo a ferrugem asidtica, o mofo branco, a
podridao radicular e a antracnose, que sdo tradicionalmente controladas por meio de produtos
quimicos, os quais, apesar de aumentarem a produtividade, podem causar danos a saide humana

e ao equilibrio dos agroecossistemas (Hartman et al., 2011; Bandara et al., 2020).

Dentre as doengas que acometem a soja, a ferrugem asidtica, provocada por Phakopsora
pachyrhizi Sydow, € uma das principais preocupacdes para os produtores, afetando todas as
partes da planta em diferentes estagios de desenvolvimento (Hossain et al., 2024). O mofo
branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, afeta mais de 600 espécies de
plantas e é uma doencga significativa da soja em muitas partes do mundo (Tu, 1989; Boland;
Hall, 1994; Willbur et al. 2019). J4 a podridao radicular, causada por Rhizoctonia solani Kiihn,
impacta o crescimento das plantas ao causar lesdes necroticas nas raizes e caules, podridao do
hipocétilo com lesdo marrom-avermelhada, causando perdas significativas na producao (Singh;
Schwartz, 2010). Outra doenga importante para a cultura da soja € a antracnose, causada por
Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & WD Moore] que é disperso principalmente por
sementes de soja infectadas. A doenca afeta diversas partes da planta, incluindo caules,
peciolos, folhas e vagens e resulta em lesdes escuras e necréticas nas folhas e em outras partes
da planta, podendo provocar murchamento e queda prematura das folhas (Sharma et al., 2011;

Kumar, 2016).

As actinobactérias sdo bactérias filamentosas Gram-positivas pertencentes ao filo
Actinomycetota e a ordem Actinomycetales. Essas bactérias sdo encontradas principalmente em

ambientes terrestres e aqudticos, com uma presenca significativa no solo. Elas atuam na
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transformacdo de componentes do solo em matéria organica por meio da decomposicao de
matéria vegetal, animal e fiingica. Valorizadas por sua capacidade de produzir metabdlitos
secunddrios, as actinobactérias sdo exploradas para a producdo de antibidticos e controle de
doencas (Hazarika; Thakur, 2020). Técnicas modernas de sequenciamento e mineracdo de
genomas tém revelado o vasto potencial das actinobactérias para a produgdo de novos
metabolitos secunddrios, expandindo suas aplicagdes biotecnoldgicas (Novakova et al., 2013;
Cimermancic et al., 2014). Além disso, as actinobactérias desempenham um papel fundamental
na agricultura sustentdvel, contribuindo para a solubilizacdo de fésforo, fixacdo de nitrogénio e

inducdo da resisténcia sist€émica em plantas (Sathya et al., 2017).

7z

Diante desse cendrio, € essencial buscar alternativas sustentaveis, como o uso de
microrganismos, especialmente actinobactérias, para o controle biolégico de fungos
fitopatogénicos e ainda que, como dupla funcionalidade, promovam o crescimento vegetal. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de quatro isolados de Actinomycetota em

suprimir S. sclerotiorum e R. solani e promover o crescimento da soja.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e condi¢des de cultivo

As actinobactérias utilizadas neste estudo foram isoladas do solo por Mogollén-Ortiz e
colaboradores (2024) em diferentes lugares do Brasil, conforme o Quadro 1. Os isolados fazem
parte da bacterioteca do Laboratdorio de Genética Molecular de Microrganismos, alocado no
instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (Bioagro) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Para os testes in vitro e in vivo, os isolados foram cultivados em agar ISP2 (4
g/L de extrato de levedura, 4 g/L. de extrato de malte, 4 g/L. de glicose, 12 g/L. de dgar) pH 7,2,
durante sete dias a 28 °C e, quando necessario, discos das colonias foram transferidos para
frascos de 250 mL contendo 100 g de arroz pré-cozido, cultivados por cerca de trés a cinco dias

a 28 °C para se obter uma maior esporulagdo bacteriana.
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Quadro 1. Identificac@o e origem do isolamento das Actinobactérias utilizadas.

Identificacdo Origem
Streptomyces sp. 3F Universidade Federal de Vicosa, MG
Streptomyces sp. 4L Universidade Federal de Vicosa, MG
Streptomyces sp. 60 Sao Gabriel do Oeste, MS
Lentzea sp. 7P Sao Gabriel do Oeste, MS

Os fungos fitopatogénicos utilizados foram S. sclerotiorum 15B da colecdo do
Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos (UFV) e R. solani 2829, isolado do
viveiro, da colecdo do Laboratorio de Patologia Florestal (UFV). O cultivo de S. sclerotiorum
e R. solani foi realizado em meio Batata Dextrose Agar (BDA) (KASVI, Brasil), durante cinco

dias a 25 °C.

2.2. Caracterizacao das actinobactérias

2.2.1. Caracterizacao dos esporos

Para caracterizar os esporos das actinobactérias, laminulas foram posicionadas em um
angulo de cerca de 45° em 4gar ISP2. As actinobactérias foram inoculadas ao redor dessas
laminulas e incubadas durante sete dias a 28 °C para crescerem sobre a parte da laminula mais
proxima ao meio de cultura. Apds esse periodo, as actinobactérias foram observadas utilizando
um microscopio eletronico de varredura (MEV, JEOL, Japao; JSM-6010LA) no Laboratério de
Microscopia Eletronica de Varredura - DPF. As laminulas passaram por um processo de fixa¢ao
quimica utilizando formaldeido 2% e glutaraldeido 2% a 4 °C por 14 horas. Apos a fixacdo, as
laminulas foram lavadas com tampao fosfato e desidratadas em etanol (C>HsOH) nas
concentracoes 30, 50, 70, 80 e 90%, sendo submetidas a trés etapas de dez minutos em cada
concentracdo. Uma desidratacdo final foi feita em dlcool absoluto por 30 minutos. Apds o
processo de desidratacdo, as laminulas foram levadas para o secador ponto critico (Ponto critico
CPD — 030 Balzers), colocadas em stubs e metalizadas (Metalizador Sputter Coater Quorum

QI150RS).

2.2.2. Crescimento em diferentes valores de pH e salinidade

Foi avaliado o crescimento das actinobactérias em diferentes valores de pH e salinidade

em agar ISP2. As concentracdes de NaCl testadas foram: 1% (equivalente a 0,17 M), 2% (0,34
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M), 4% (0,68 M), 8% (1,34 M), 10% (1,71 M) e 12% (2,22 M). Os valores de pH testados
foram: 4, 6,7, 8, 10 e 12.

2.2.3. Crescimento em diferentes fontes de carbono

A capacidade de metabolizar fontes tnicas de carbono (glicose, galactose, manitol,
celulose, amido, xilose, sacarose, inositol e arabinose) na concentracao final de 1% (p/v), foi
avaliada em um meio minimo basal composto por: K;HPO4 1,5 (g/L); MgS04 0,5 (g/L); CaClz
0,1 (g/L); (NH4)2S04 5 (g/L); KNOs3 0,5 (g/L). Esse meio foi enriquecido com 2 mL de uma
solugdo traco de sais constituida de H3BO3 0,05 (g/L); CuSO4 0,004 (g/L); FeCls 0,02 (g/L); KI
0,01 (g/L); MnSO4 0,04 (g/L); ZnSO4 0,04 (g/L). Também foi adicionado ao mesmo meio 0,1
mL de uma solu¢do de vitaminas: biotina 0,2 mg; pantotenato de célcio 10 mg; 4cido p-
aminobenzoico 10 mg; cloridrato de tiamina 20 mg, 100 mL de H>0O. O meio basal contendo
glicose foi usado como controle positivo e o meio basal sem fonte de carbono foi usado como

controle negativo.

2.2.4. Produgao de enzimas

Os isolados foram avaliados quanto a producdo de celulase, pectinase e xilanase. Para
producdo de celulase, foi utilizado o meio CMC &gar, em que foi usada uma concentracdo de
CMCde 0,2% (NaNOs 2 g/L, K:HPO4 1 g/L, MgS040,5 g/L, KC10,5 g/L, carboximetilcelulose
(CMC) sal sodico 2 g/L, peptona 0,2 g/L, dgar 17 g/L) (Kasana et al., 2008). Para a xilanase foi
utilizado o meio agar xilano, que foi enriquecido com &4gar nutriente e xilana 0,2% (agar
nutriente 28 g/L, xilana 2 g/L) (Priya et al., 2012). Para a avalia¢do da producio de pectinase
foi utilizado o Meio Minimo Pectina, contendo pectina citrica em sua composicao (pectina 10
g/L, extrato de levedura 1 g/L, 4gar 15 g/L). Para o ensaio de producdo de amilase foi utilizado
o meio agar nutriente suplementado com 0,5% de amido soluvel. Assim, 5 pL. de uma suspensao
de 107 esporos/mL dos isolados foram inoculados no centro das placas. Em seguida, as culturas
foram incubadas por sete dias a 28 °C. Apds o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi
coberto com a solucdo iodeto de potassio-iodo (0,3% I e 0,6% KI). As col6nias que formaram

um halo ao seu redor, foram consideradas positivas para producdo das enzimas citadas acima.

Para o ensaio de produgdo de protease, foi utilizado o meio contendo leite em pd
desnatado (10 g/L) e 4gar (15 g/L). Uma suspensdo de 107 esporos/mL foi inoculada no centro

de cada placa, e posteriormente as culturas foram incubadas por sete dias a 28 °C. Apés o
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periodo de incubagdo, as coldnias que formaram um halo ao seu redor foram consideradas

positivas para producdo de protease.

O indice de atividade enzimadtica (IE) foi calculado para as todas as enzimas testadas pela

razdo entre o didmetro do halo formado e o diametro da colonia (Hankin; Anagnostakis, 1975).

2.3. Avaliacio in vitro do potencial antagdnico das actinobactérias
2.3.1. Produgdo de quitinases

Para o ensaio de producao de quitinases foi utilizado o meio com quitina coloidal (quitina
coloidal 15 g/L, extrato de levedura 0,5 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, MgS0O4.6H20 0,3 g/L, KH2POq4
1,36 g/L, agar 15 g/L). Foram inoculados 5 pL de uma suspensio contendo 10’ esporos/ml no
centro de cada placa e em seguida, as culturas foram incubadas por sete dias a 28 °C. Apds o
periodo de incubacdo, o meio de cultura foi coberto com a solucdo iodeto de potdssio-iodo
(0,3% 1> e 0,6% KI). As coldnias que formaram um halo ao seu redor foram consideradas
positivas para producdo de quitinases. O indice de atividade enzimatica (IE) foi calculado como

descrito no item 2.2.4.

2.3.2. Cultura dupla

A avaliacao do potencial antagdnico foi realizada pelo método de cultura dupla, adaptado
de Dennis e Webster (1971). Inicialmente, 20 ul de uma suspensdo de esporos dos isolados de
actinobactérias foram inoculados (107 esporos/ mL) em um lado da placa de Petri contendo
meio BDA, em que foi feita uma estria a 1,5 cm da borda da placa. Apos 24 horas, no lado
oposto, foi inoculado um disco de micélio (Smm) dos fungos fitopatogénicos. Como controle
foi avaliado o crescimento dos fungos fitopatogénicos, sem a inoculagdo prévia da
actinobactéria. As culturas foram incubadas a 25 °C. O ensaio foi realizado com os
fitopatogenos S. sclerotiorum e R. solani, com trés repeti¢coes bioldgicas. A porcentagem de
inibi¢do do crescimento fungico (IC) foi calculado pela seguinte féormula: (IC)= C-T*100, onde
C ¢ o diametro da coldnia do fungo no controle (sem inoculacdo prévia da bactéria) e T € o

diametro do crescimento micelial do tratamento (inoculagdo prévia da bactéria).

2.3.3. Compostos organicos volateis

A avaliacdo foi realizada pelo método da placa selada de Fernando e colaboradores
(2005). Em uma placa de Petri, os isolados de actinobactérias foram inoculados (100 uLL de uma

suspensdo de 107 esporos/ mL) em meio ISP2, e em outra placa de Petri foi inoculado um disco
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de micélio (5 mm) dos fungos fitopatogénicos em meio BDA. A placa contendo o patégeno foi
invertida sobre a placa onde foi inoculada a bactéria e posteriormente essas placas foram seladas
com Parafilm. As placas foram incubadas a 25 °C por 5 dias. Como controle foi realizado o
mesmo procedimento, sem a inoculagao da bactéria. O experimento foi conduzido em triplicata,
e o célculo da porcentagem de inibi¢do do crescimento fiingico foi realizado como descrito no

item 2.3.2.

2.4. Avaliacdo do potencial antagdnico in vivo
2.4.1. Microbiolizacao das sementes com actinobactérias

Sementes de soja (Brasmax — Tanque 73i175) foram desinfestadas com cloro gasoso
formado pela reacdo entre 100 mL de hipoclorito de s6dio e 3 mL de &4cido cloridrico
(Wojtowicz, 2000) durante quatro horas em uma cabine de exaustdo e mantidas overnight em
suspensdo de esporos na concentracdo de 107 esporos/mL dos isolados de actinobactérias. Para
o controle negativo, as sementes foram mantidas apenas em dgua destilada estéril. Sementes
microbiolizadas foram transferidas para tubetes de 180 cm? contendo substrato MecPlant. Na
semeadura, foram colocadas duas sementes por vaso, e posteriormente foi realizado um
desbaste, de forma que ficasse apenas uma planta por vaso. Para os controles, foram utilizadas
sementes tratadas com dgua destilada estéril, e o patégeno foi inoculado no estadio vegetativo
V1. Quatro tratamentos foram realizados, com 10 plantas para cada tratamento: 1. Controle
negativo (sementes tratadas com dgua destilada); 2. Controle positivo (plantas tratadas somente
com o patdégeno); 3. Plantas tratadas apenas com o isolado de actinobactéria (sementes
microbiolizadas com actinobactérias); 4. Plantas tratadas com o isolado de actinobactéria € o

fitopatégeno (sementes microbiolizadas com actinobactérias).

2.4.2. Tratamento localizado nas plantas com actinobactérias

Para a aplicagio localizada, uma suspensdo de esporos das actinobactérias (107 esporos/
mL) foi aspergida nas plantas de soja no estddio vegetativo V1 conforme o local de aplicacdo
de cada patdégeno na planta. Apds 24 horas de aplicacdo dos esporos das actinobactérias foi feita
a aplicacdo dos fitopatégenos. Quatro tratamentos foram realizados, com 10 plantas para cada
tratamento: 1. Controle negativo (plantas aspergidas com dgua destilada); 2. Controle positivo
(plantas tratadas somente com o patdgeno); 3. Plantas tratadas apenas com o isolado de

actinobactéria; 4. Plantas tratadas com o isolado de actinobactéria e o fitopatgeno.
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2.4.3. Sclerotinia sclerotiorum

Para a inoculag@o, um disco de micélio de S. sclerotiorum foi colocado sobre cada folha
unifoliada, e as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro com programacao de irrigacao
a cada hora para manter a umidade. Apos 7 dias, as plantas foram avaliadas utilizando a escala
de notas descrita por Tolédo-Souza e Costa (2003), que se baseia na intensidade e comprimento
da les@o, em que: 1 = nenhum sintoma visivel; 2 = les@o circular comecando a se desenvolver;
3 =lesdo até 1,0 cm de comprimento; 4 = lesdes entre 1,0 e 1,5 cm; 5 = lesdes maiores que 1,5
cm; 6 = lesdes no pedinculo e presenca de micélio e murcha em uma das folhas; 7 = lesdes no
pedinculo e presenca de micélio e murcha em ambas as folhas; 8 = sintomas de murcha geral;
9 = planta morta. Com os dados da severidade foi calculado o indice de doenca (ID) e o ensaio
foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des

experimentais.

2.4.4. Rhizoctonia solani

Para R. solani, as plantas dos grupos foram inoculadas com um disco de 5 mm do micélio
do fungo na base do caule. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 24 horas em
camara de crescimento na auséncia de luz (escuro) e apds esse periodo foram distribuidas em
bancadas da casa de vegetacdo. A avaliacio do tombamento foi feita apés 10-15 dias da
inoculagdo do fitopatégeno, por meio do registro dos valores escala de notas que se baseia,
principalmente, na intensidade e comprimento da lesdo, em que: O = plantas sadias ; 1 =
intensidade leve, apenas uma aplicacdo no hipocétilo, coloragdo marrom-avermelhada,
alongada (menor ou igual a 0,5 cm); 2 = intensidade moderada, lesdes alongadas medindo entre
0,5 e 2 cm, isoladas ou coalescidas, coloracao marrom-avermelhada presente no hipocétilo e/ou
no sistema radicular; 3 = intensidade severa, lesdo alongada e extensa (maior que 2 cm),
deprimida e com constri¢cdo, coloragdo marrom-avermelhada, abrangendo o hipocétilo e o
sistema radicular. Com os dados da severidade foi calculado o indice de doenca (ID) e o ensaio
foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des

experimentais.
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2.5. Avaliacao do potencial em promocgao de crescimento vegetal in vitro
2.5.1. Produgao de amonia

Um volume de 200 pL de uma suspensio contendo 107 esporos/mL foi transferido para
25 mL de uma solugdo aquosa de peptona a 1%. A cultura resultante foi entdo submetida a um
periodo de incubacdo de sete dias a uma temperatura constante de 28 °C e 120 rpm. Apds o
periodo de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 1000 rpm durante cinco minutos. O
sobrenadante foi misturado com o reagente de Nessler em uma propor¢do de 1:1. O reagente de
Nessler serve para detectar a presenca de nitrogénio amoniacal. Um resultado positivo foi
evidenciado pela formacdo de um precipitado caracteristico de cor amarela acastanhada,

indicando a produ¢do de amdnia (Cappuccino; Sherman, 2014).
2.5.2. Fixagao bioldgica de nitrogénio

Foi empregado o meio NFb, composto por dcido mélico na concentracdo de 5 g/L,
K:HPO4 a 0,5 g/L, MgS04.7H20 a 0,2 g/L, NaCl a 0,1 g/L, CaCl.. 2H>0 a 0,02 g/L, Fe (III)
EDTA a 1,64% (equivalente a 4 mL/L), dgar a 1,8 g/L, juntamente com a adi¢do de 2 mL/L de
uma solucdo de micronutrientes composta por CuSO4.5H20 a 0,4 g/L., ZnSO4.7H20 a 0,12 g/L,
H3BOsa 1,4 g/L, Na2M00O4.2H20 a 1,0 g/l e MnSO4.H20 a 1,5 g/L. O pH do meio foi ajustado
para 6,8. Apds a medi¢do do pH, foram incorporados 2 mL/L de solu¢@o de azul de bromotimol
0,5% em KOH 0,2 M. Apés a esterilizagdo por autoclave, foi adicionado 1 mL.L! de uma
solucdo vitaminica, esterilizada por filtracdo composta de Biotina a 0,1 g/L e Piridoxol — HCL
a 0,2 g/L. Posteriormente, 10 mL do meio foi dispensado em tubos de ensaio (Ddbereiner et al.,
1995). As actinobactérias foram introduzidas no meio com uma agulha de inoculacdo e
incubadas a 28 °C. Um resultado positivo foi indicado pelo crescimento do microrganismo e

pela mudanca de pH do meio, que alterou a cor verde para azul.
2.5.3. Solubilizacdo de fosfato inorganico

Foi empregado o meio NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate Growth
Medium) composto por glicose a 10 g/L., Caz(PO4)2 a 5 g/L, MgCl.6H20 a 5 g/L, MgS04.7H20
a 0,25 g/, KCl a 0,2 g/L., (NH4)2SO4 a 0,1 g/L e dgar a 18 g/L. Os isolados de actinobactérias
foram inoculados no centro das placas de cultivo e posteriormente submetidos a um periodo de

incubagdo de 7 dias, mantendo a temperatura de 28°C (Nautiyal, 1999). Um resultado positivo,
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indicativo de solubilizac¢ao de fosfato, foi marcado pela manifestacdo de um halo claro distinto

ao redor da coloOnia.

2.5.4. Produgao de 4cido indolacético (AIA)

Uma suspensao de esporos foi inoculada em 10 mL de TSB (Tryptic Soy Broth) (peptona
caseina 10 g/L, peptona 5 g/L, NaCl 5 g/L, fosfato de potassio dibéasico 2,5 g/L, glucose 2,5
g/L) suplementado com triptofano 5 mM. A cultura foi incubada por sete dias a 28 °C, seguida
de centrifugacdo por cinco minutos a 1000 rpm e o sobrenadante foi misturado ao reagente
Salkowski na proporcdo 1:1. Apés 30 minutos de reagc@o a 26 °C no escuro, o resultado positivo

para producao de AIA foi indicado pela presencga de coloracdo rosa (Bano e Musarrat, 2003).
2.5.5. Producdo de sideréforos

Foi utilizada a metodologia de Schwyn e Neilands (1987), com adaptacdes, utilizando
o meio CAS (Chromeazurol Agar Assay) para avaliar a produgdo de sider6foros. Foram
inoculados 5 pL de uma suspensio de 107 esporos/ mL no centro das placas de Petri contendo
agar nutriente (KASVI, Brasil). Posteriormente, as culturas foram incubadas a 28 °C por quatro
a cinco dias. Ap6s o periodo de incubagdo, foram adicionados 10 mL de meio CAS/PIPES:
CAS (6 mg de CAS dissolvidos em 5 mL de dgua destilada e 1 mL de solucdo de Ferro III
composta por | mM FeCl.6H20 em 10 mM HCI, complementado com 7,3 mg de HDTMA-
Brometo de hexadeciltrimetilamonio previamente dissolvido em 4 mL de dgua destilada) com
meio PIPES (meio PIPES a 30,24 g/L e dgar a 9,0 g/L;). Ap6s a esterilizacdo, foram misturados
10 mL de meio CAS e 90 mL de meio PIPES. As placas foram incubadas novamente por 24 h.
A presenca de halos laranja circundando as colOnias bacterianas indicou a producdo de

sider6foros.

2.6. Avaliacdo da promogao de crescimento da soja

Sementes de soja (Brasmax — Tanque 73175) foram desinfestadas e microbiolizadas de
acordo com o item 2.6.1. Para o controle negativo, as sementes foram mantidas apenas em dgua
destilada estéril. Sementes microbiolizadas foram transferidas para vasos contendo substrato
MecPlant. Na semeadura foram colocadas duas sementes por vaso de 2 L e posteriormente foi
realizado um desbaste. Os tratamentos foram sementes tratadas com 4agua destilada estéril e
sementes tratadas com as actinobactérias, com 10 plantas para cada tratamento. Apos um

periodo de cultivo de 3 semanas, estddio vegetativo V2, parametros de crescimento como



23

tamanho da parte aérea, tamanho da raiz, peso seco da parte aérea e peso seco da raiz foram
submetidos a avaliacdo. As dimensdes da parte aérea e do sistema radicular foram medidas com
uma régua. Posteriormente, esses segmentos foram fracionados em por¢des menores, secados
em sacos de papel em estufa a 60 °C e pesadas individualmente em balanga de precisdo. A

determinac¢ao do peso seco foi estabelecida assim que uma massa consistente foi alcancada.

2.7. Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como médias e desvios padrdes dos
valores obtidos de trés repeti¢des independentes. Para a anélise dos dados experimentais, foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05), utilizando o software GraphPad Prism V.8.0.1
(Mavrevski et al., 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacdo das actinobactérias

Foram realizadas micrografias dos esporos das actinobactérias utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV). O isolado Streptomyces sp. 3F apresentou os esporos
organizados em forma de cilindros dispostos em espirais, com superficies rugosas, o que pode
conferir vantagem na fixa¢ao dos esporos aos substratos (Figura 1). Por exemplo, a superficie
rugosa dos esporos ¢ muito importante para a adesao inicial e desenvolvimento de biofilmes
em Aspergillus niger (Villena; Gutiérrez-Correa, 2007). Sahin et al. (2010) também
observaram que Streptomyces spp. isoladas do solo na Turquia exibiram esporos em cadeias
espirais. Logo, essa disposicdo espiralada dos esporos, corrobora a sua classificacdo dentro

deste género.
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Figura 1: Micrografias do isolado Streptomyces sp. 3F mostrando a organizagdo em espiral das hifas aéreas e a
fragmentagdo em esporos cilindricos apds um periodo de sete dias de incubacdo a 28 °C em dgar ISP2. Imagens

feitas em Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV, JEOL, Japdo; JSM-6010LA). B. Amplia¢do 10.000x de A.

As micrografias dos esporos de Lentzea sp. 7P mostram os esporos organizados
linearmente em formato de bastonetes, originados pela fragmentacao das hifas vegetativas, com
superficie lisa, sem projecoes (Figura 2). Esses esporos representam segmentos resultantes da
quebra das hifas, mantendo uma disposi¢ao linear. Idris e colaboradores (2017) isolaram uma
nova linhagem do género Lentzea no norte do Chile, demonstrando que o organismo produz
um micélio aéreo que se fragmenta em esporos em forma de bastonete. Nossos resultados

corroboram com essas observacoes.

Figura 2: Micrografias do isolado Lentzea sp. 7P mostrando a fragmentagdo das hifas em forma de bastonetes
apds um periodo de sete dias de incubacdo a 28 °C em 4gar ISP2. Imagens feitas em Microscépio Eletrdnico de

Varredura (MEV, JEOL, Japdo; JISM-6010LA). B. Ampliacdo 10.000x de A.
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A morfologia dos esporos das actinobactérias desempenha um papel importante na
caracterizacdo e distingdo de espécies. Atualmente, as estruturas de reproducdo e as

caracteristicas dos esporos continuam a fornecer informacdes valiosas para os taxonomistas.

3.2. Assimilacdo de diferentes de fontes de carbono

Os resultados mostram que todos os isolados Streptomyces sp. 3F e Lentzea sp. 7P foram
capazes de assimilar amido, galactose, inositol, celulose, xilose, manitol, sacarose, arabinose e
glicose (Tabela 1, figura suplementar 1). Os resultados estdo de acordo com a literatura, onde
foi demonstrada a capacidade dos géneros Streptomyces e Lentzea de metabolizar esses

acucares (Yassin et al., 1995; Chen et al., 2018).

Tabela 1: Assimilacdo de fontes de carbono pelas actinobactérias.

Streptomyces sp. 3F Lentzea sp. 7P

Amido + +
Galactose + +
Inositol + +
Celulose + +
Xilose + +
Manitol + +
Sacarose + +
Arabinose + +
Glicose + +

3.3. Tolerancia a cloreto de sddio e diferentes valores de pH

O crescimento das actinobactérias foi avaliado em diferentes concentracdes de NaCl e
valores de pH. Streptomyces sp. 3F demonstrou capacidade de crescimento em concentragdes
de 1 a4% de NaCl, enquanto Lentzea sp. 7P nao cresceu em condigdes superiores a 2% de NaCl
(Tabela 2, figura suplementar 2). Quanto a tolerancia ao pH, os microrganismos exibiram uma
ampla faixa de adaptabilidade. Todos os isolados foram capazes de crescer em meios com pH
variando de 4 a 12, exceto Lentzea sp. 7P, que ndo cresceu apenas em pH 4 (Tabela 2, figura
suplementar 3). Os resultados evidenciam a capacidade dos isolados em se adaptarem as
variagdes de pH e concentracoes de NaCl, demonstrando tolerancia a diversas condigdes
ambientais. Algumas actinobactérias do género Streptomyces destacam-se por serem
halotolerantes, com relatos de tolerarem até 900 mM (52,6%) de NaCl, caracteristica util para

mitigar os efeitos adversos da salinidade para as plantas (Nongbet et al., 2022).
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Tabela 2: Tolerancia das actinobactérias a diferentes concentragdes de NaCl e a diferentes

valores de pH.

Streptomyces sp. 3F

Lentzea sp. 7P

NaCl 1%
NaCl 2%
NaCl 3%
NaCl 4%
pH4
pH6
pH7
pHS8
pH 10
pH 12

+

+ + + + + + + + +

+
+

+ + + + 4+

3.4. Sintese de enzimas de interesse agrondmico e biotecnoldgico

Foram realizadas andlises semiquantitativas para determinar a producdo de enzimas

pelas actinobactérias. Um microrganismo € considerado bom produtor de enzimas quanto maior

for o seu IE (Hankin; Anagnostakis, 1975). Nesse contexto, Streptomyces sp. 3F foi identificado

como uma boa produtora de pectinase, xilanase e amilase, enquanto Lentzea sp. 7P demonstrou

ser uma boa produtora de pectinase, xilanase e CMCase (Tabela 3, figura suplementar 4). A

producdo de diversas enzimas extracelulares é uma caracteristica muito importante para os

microrganismos que habitam o solo, pois sobreviver em um ambiente com intensa competi¢cao

¢ um desafio.

Tabela 3: Indice de atividade enzimdtica (IE) de diferentes enzimas produzidas pelas

actinobactérias. Dados em média e desvio padrao.

Streptomyces sp. 3F

Lentzea sp. 7P

CMCase
Protease

Pectinase
Amilase

Xilanase

1,61 +0,07
1,37 £0,09
3,25 +0,08
3,7+0,19
3,54 0,09

2,24 +0,08
1,78 £0,09
2,93 +0,07
1,76 £ 0,07
2,83 +£0,12
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Shrestha e colaboradores (2021) também avaliaram a atividade enzimatica de
Streptomyces spp. isoladas do solo florestal do Canadd, obtendo resultados positivos. Os
estudos sobre producdo de xilanase estdo focados na aplicacdo agroindustrial pelo potencial
biotecnolégico, por exemplo, a bioconversdo de residuos agricolas e a producdo de etanol
celulésico (Kumar et al., 2018; EMBRAPA, 2021). A xilanase é responsdvel pela hidrdlise
completa do polissacarideo linear f-1,4-xilana em compostos mais simples que sdo constituidos

principalmente por xilose, quebrando assim a hemicelulose (Popa et al., 2016).

Mihajlovski e colaboradores (2021) também observaram que as cepas Streptomyces
SJulvissimus CKS7 e S. hydrogenans YAM1 foram capazes de crescer em meio que contém
pectina, por meio da anélise da hidrélise do substrato. Desse modo, a pectinase degradou a
pectina do meio, um polissacarideo complexo presente na parede celular da planta responsédvel
pela coesdo celular (Shrestha et al., 2021). A pectinase € importante no processo fitopatolégico,
na simbiose planta-micrébio e na decomposi¢ao de material vegetal, contribuindo assim na
ciclagem do carbono e também fornecendo energia e fonte de carbono para o metabolismo do

microrganismo (Bonnin; Pelloux, 2020).

A producdo de enzimas extracelulares pode proporcionar diversos beneficios aos sistemas
agricolas, como a melhoria da fertilidade do solo, resultando no crescimento significativo de
plantas. Em geral, a produg¢do de enzimas pode contribuir de vdrias maneiras para o
agronegdcio, como no biocontrole de fitopatogenos e pragas, degradacdo de subprodutos

agroindustriais, entre outros.

3.5. Inibi¢ao de fitopatégenos
3.5.1. Produgdo de quitinase

A produgdo de quitinase por actinobactérias foi avaliada também pelo método semi-
quantitavo. Streptomyces sp. 3F mostrou um IE de 3,12 + 0,07, enquanto Lentzea sp. 7P
apresentou um IE de 2,24 + 0,08. Ambos os isolados foram considerados excelentes produtores

de quitinase (Figura 3).
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Figura 3: Fotografias do teste semi-quantitativo da produ¢do de quitinase por actinobactérias. Os halos ao redor
das coldnias demonstram a degradacdo da quitina. Meio de cultivo contendo quitina coloidal como fonte de
carbono. Isolados cultivados a 28 °C por 7 dias. A: Streptomyces sp. 3F. B: Lentzea sp. TP.

No biocontrole de fitopatdgenos e pragas, a quitinase € uma enzima muito importante,
pois atua na degradacdo da parede celular de fungos e insetos, servindo como um antiftingico e
bioinseticida eficaz (Gadelhak et al., 2005; Ekundayo et al., 2022). Streptomyces macrosporeus
apresentou resultados promissores na otimizacdo da produgdo de quitinase e em testes de
antagonismo, onde essa enzima mostrou atividade inibitoria contra fitopatégenos (Sukalkar ef
al., 2018). Essas pesquisas demonstram a importancia do estudo de fontes de enzimas e

metabdlitos secunddrios para serem utilizados como um mecanismo de controle bioldgico

3.5.2. Produgdo de compostos antimicrobianos

Foram realizados testes in vitro para avaliar o potencial das actinobactérias na inibi¢ao de
fungos fitopatogénicos. Os resultados da cultura dupla mostraram que R. solani foi inibida por
Streptomyces sp. 3F (25,5%), Streptomyces sp. 4L. (51,25%), e Streptomyces sp. 60 (55,28%)
e Lentzea sp. TP (3,63%), em comparag@o ao controle (Figura 4A). Na cultura dupla com S.
sclerotiorum observou-se inibi¢do por Streptomyces sp. 4L (55,33%) e Streptomyces sp. 60
(52,44%), enquanto Streptomyces sp. 3F e Lentzea sp. 7P ndo apresentaram inibi¢do contra o
patégeno (Figura 4B). Esses resultados evidenciam o potencial de Streptomyces spp. na

supressdo do crescimento de fungos fitopatogénicos (Figura suplementar 5).
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Figura 4: Fotografias da avaliagdo da atividade antagdnica por meio da cultura dupla entre Streptomyces sp. 3F,
4L, 60 e Lentzea sp. 7P e os fitopatégenos. Microrganismos cultivados em meio BDA a 25 °C por 3 dias. A.

Fitopat6geno R. solani e B. Fitopatégeno S. sclerotiorum.

3.5.3. Produc¢do de compostos organicos volateis (COVs)

Os resultados mostraram que as bactérias sdo promissoras quanto ao controle por esses
compostos volateis. Contra o fungo do mofo-branco em soja S. sclerotiorum, o isolado
Streptomyces sp. 3F apresentou 79,87% de inibicao do crescimento do patégeno em relagdo ao
controle. Streptomyces sp. 60 mostrou uma reducdo do desenvolvimento do patégeno de
72,73%, seguido por Streptomyces sp. 4L (67,15%) e Lentzea sp. 7P (63,61%) (Figura 5A).
Quando os isolados foram colocados em placa selada contra o patégeno da podridao radicular
e do caule em soja R. solani, Streptomyces sp. 4L apresentou uma inibi¢do do crescimento do
patogeno de 60,32% em comparagdo com o controle, seguido por Streptomyces sp. 60

(58,12%), Streptomyces sp. 3F (34,41%) e Lentzea sp. TP (34,25%) (Figura 5B).

Os compostos organicos volateis sdo muito interessantes, pois demonstraram associacao
com efeitos antifungicos, podendo ser considerado importante para o controle bioldgico. Os
isolados mostraram a capacidade de inibir o crescimento de S. sclerotiorum e R. solani por meio
desses compostos, o que estd de acordo com os resultados de Boukaew e colaboradores (2021)
que demonstraram a capacidade de Streptomyces salmonis em inibir o patégeno da antracnose
(Colletotrichum. gloeosporioides) em frutos de pimentao por esse mecanismo.

Neste contexto, uma andlise mais aprofundada de caracterizacdo dos metabdlitos

organicos volateis produzidos pelos isolados e sua interagdo com os patégenos poderia fornecer
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maiores informacdes sobre os mecanismos inerentes ao biocontrole. A Figura 5 fornece
informacdes por meio da visualizacdo da supressido dos patégenos. Os resultados da inibi¢do
do desenvolvimento flngico tanto em cultura dupla quanto em placa selada sdo indicativos se

os isolados podem atuar como agentes de controle bioldgico (Figura suplementar 6).

S. sclerotiorum 3F 4L 60 7P

000

R. solani - 60

Figura 5: Avaliacdo da atividade antagdnica por meio da producdo de compostos volateis entre actinobactérias
(Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e Lentzea sp. 7P) e os fitopatdgenos S. sclerotiorum e R. solani. A: Inibigao fingica
causada pelos isolados contra S. sclerotiorum; B: Inibi¢do fungica do fitopatégeno R. solani. Microrganismos

inoculados em meio BDA a 25 °C por 3 dias.

3.6. Potencial antagbnico in vivo contra patogenos da soja

Para avaliar entdo se os quatro isolados possuiam atividade antagonista contra os fungos
patogénicos avaliados, experimentos em casa de vegetagdo foram conduzidos. Com base na
escala de notas que considera a intensidade e o comprimento das lesdes causadas por S.
sclerotiorum, causador da doenga podridao branca ou mofo-branco, as plantas foram avaliadas
e o indice de doenca foi calculado para aplicacdo das actinobactérias nas folhas e nas sementes.

Os isolados inibiram significativamente S. Sclerotiorum. Plantas tratadas por aplicagdo
nas sementes mostraram menores indices de mofo-branco. Sementes tratadas com Streptomyces

sp. 4L apresentaram o menor indice de doenca em relacdo ao controle positivo e entre os outros
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isolados, com valor em média de 23,6%. Para o tratamento com Streptomyces sp. 60, o indice
de doenca foi de 27,5% em média, seguido dos tratamentos com Streptomyces sp. 3F (40,6%)
e Lentzea sp. TP (42,8%) (Figura 6A). Para a avaliacdo da supressao do mofo-branco, os esporos
dos isolados foram aspergidos nas partes aéreas onde o fitopatégeno também foi inoculado. Os
resultados mostraram que o tratamento com os esporos da Streptomyces sp. 4L apresentou o
menor indice da doenca (28,3%) e foi o inico com diferenca estatistica frente as plantas tratadas

apenas com S. sclerotiorum (89%) (p<0,05) (Figura 6B).
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Figura 6: Avaliacdo do efeito de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp. 7P) na supressdo do
crescimento de S. sclerotiorum (S.s.) in vivo. A: O grafico que representa a aplicagdo dos esporos nas sementes de

soja; B: O gréfico que demonstra a aplica¢do dos esporos nas folhas. As barras indicam a média + desvio padréo,

os asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao controle positivo (p < 0,05). S.s.= S. sclerotiorum;

C.N.= Controle Negativo.

A Figura 7 mostra a eficicia de trés isolados diferentes de Streptomyces spp. e de um

representante de género raro de actinobactérias, como Lentzea spp.
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Controle Streptomyces sp. Streptomyces sp.  Streptomyces sp. Lentzea sp. TP
positivo 3F 4L 60

L

Controle Controle Streptomyces sp.  Streptomyces sp.  Streptomyces sp. Lentzea sp. TP
positivo negativo 3F 4L 60

Figura 7: Avaliacdo do antagonismo in vivo das actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, Streptomyces sp. 4L,
Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. TP) a S. sclerotiorum. A: Imagens das plantas apds 7 dias de inocula¢do do
fitopatégeno e as actinobactérias inoculadas por aspersdo dos esporos; B: Imagens das plantas apds 7 dias de

inoculacdo do fitopatdgeno e as actinobactérias inoculadas nas sementes.

Os tratamentos das sementes com os esporos dos isolados ndo apenas demonstraram uma
reducdo significativa (p < 0,05) nos sintomas do mofo-branco em plantas de soja (Glycine max),
mas também nos faz sugerir que o que esteja ocorrendo nas plantas de soja € a inducdo da
resisténcia sist€émica, um possivel mecanismo de biocontrole indireto (Zhang et al., 2016). Em
estudos anteriores do nosso grupo, Streptomyces sp. 4L e Streptomyces sp. 60 também
mostraram a capacidade de induzir resisténcia sistémica em plantas de tomate para o controle

do nematoide de galhas (Ortiz et al., 2024).

Essa eficidcia € consistente com outros estudos que destacam a capacidade de
actinobactérias rizosféricas no controle do mofo-branco, visto que esse fungo fitopatogénico €
desafiador para diversas culturas ao redor do mundo, como tomate, feijao e soja (Elshafie;
Camele, 2022; Yang et al., 2023). Os nossos resultados também se amparam nos resultados de
Gebily e colaboradores (2021) os quais isolaram e testaram quanto in vitro quanto in vivo trés
linhagens de Streptomyces spp. com resultados altamente eficazes para o controle do patégeno

S. sclerotiorum.
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Para as plantas tratadas com os isolados aspergidos no solo diretamente e infectadas com
R. solani, os resultados se mostraram mais promissores, visto que o solo € um local com bastante
nutriente, entdo as bactérias podem ter se desenvolvido melhor e atuado diretamente na
supressdo de R. solani. Assim, para Streptomyces sp. 3F e 60 os indices de doenga foram em
média de 39,8% e 38,6%, respectivamente, e com diferencas estatisticas (p < 0,05) em relagao
ao controle positivo (R.s. 85,4% de indice de doenga em média). Para o tratamento do solo com
Streptomyces sp. 4L e Lentzea sp. 7P, os indices foram de em média 50,0% e 53,9%,
respectivamente. Os resultados para esses tratamentos nao apresentaram diferencas estatisticas

do controle positivo (Figura 8A).

Para os tratamentos onde foram colocados esporos nas sementes da soja, os resultados
mostraram menos eficacia em relacio ao tratamento no solo. Para Streptomyces sp. 60, 4L e
3F, os indices de doenga foram de 48,2%, 51,4% e 58,6% em média, respectivamente. Para o
tratamento com Lentzea sp. 7P o indice de doenca foi de 60,02%. Os resultados ndo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relaciao ao controle positivo (Figura

8B, figura 9).
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Figura 8: Avaliacdo do efeito de actinobactérias (Strepromyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp. 7P) na supressdo do
crescimento de R. solani (R.s.) in vivo. A: O gréfico que representa a aplicacdo dos esporos no solo; B: O grifico

que demonstra a aplicac@o dos esporos nas sementes. As barras indicam a média + desvio padrio, os asteriscos

indicam diferencas significativas em relacio ao controle positivo (p < 0,05). R.s.= R. solani; C.N.= Controle

Negativo.

O fungo fitopatogénico R. solani, assim como S. sclerotiorum sao importantes causadores
de doencgas em diversas culturas. Nossos resultados estdo de acordo com os resultados de
Ebrahimi-Zarandi e colaboradores (2021), onde exploraram duas espécies de Streptomyces

spp., para controlar R. solani em tomateiro e que curiosamente esses isolados ndo apresentaram
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inibicdo do patdégeno in vitro, mas sim in vivo, o que os levaram a concluir apds outros

experimentos que esses isolados estavam estimulando a imunidade da planta.

Nossos resultados podem ser confirmados em experimentos futuros de expressdo génica
para se avaliar a estimulacdo de genes relacionados a defesa da planta. Esses resultados futuros
seriam de grande importancia para o entendimento do mecanismo de controle que essas

bactérias promissoras possuem.

Con::;le Streptomgces =p. Streptomyces sp. Streptomyces sp.
TS 3F 4L 60

Controle Streptomyces sp. Streptomyces sp. Streptongices sp. Lentsea sp. TP
positivo 3F 4L 60

Figura 9: Avaliacdo do antagonismo in vivo das actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, Streptomyces sp. 4L,
Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. 7TP) a R. solani. A: Imagens das plantas apds 15 dias de inoculacido do
fitopatdgeno e as actinobactérias inoculadas por aspersao dos esporos no solo; B: Imagens das plantas apds 15 dias

de inoculacdo do fitopatégeno e as actinobactérias inoculadas nas sementes.
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3.7. Potencial para promover o crescimento vegetal in vitro

Para a avaliagcdo foram empregados métodos qualitativos para investigar diversos
aspectos do potencial promotor de crescimento de cada isolado. Analisou-se a producdo de
amonia, a capacidade de sintetizar AIA, a producao de sideréforos, a solubilizacao de fosfato e
a fixagado de nitrogénio. Os resultados mostram que todos os isolados foram capazes de produzir
amoOnia, fixar nitrogénio e produzir AIA. Em particular, Streptomyces sp. 4L e 60 destacam-se
por apresentar atividade positiva nos cinco testes realizados, demonstrando in vitro possuir um
grande potencial para promover o crescimento vegetal. A solubilizacdo de fosfato ndo foi
observada em Streptomyces sp. 3F e Lentzea sp. 7TP. J4 a producdo de sider6foros ndo foi
observada em Lentzea sp. 7P, mostrando a diversificacio dos mecanismos pelos quais os
isolados podem promover o crescimento, uma vez que varios mecanismos diferentes podem
atuar com tal propdsito (Tabela 4, figura suplementar 7). Compreender esses processos €
essencial, pois influenciam diretamente a disponibilidade de nutrientes para as plantas,

resultando em beneficios significativos para o crescimento vegetal.

Tabela 4: Avaliacdo do potencial de promocdo de crescimento vegetal in vitro de

actinobactérias.
Streptomyces Streptomyces Streptomyces Lentzea
sp. 3F sp. 4L sp. 60 sp. 7P
Producao de + + + +
AIA
Solubilizacao de - + + -
Fosfato
Fixacao de + + + +
Nitrogénio
Producao de + + + +
Amonia
Producao de + + + -
Sideréforos

3.8. Actinobactérias promovem o crescimento da soja em casa de vegetacao

Para promocgdo de crescimento in vivo, os isolados apresentaram resultados positivos
(Figura 10A). Ao analisar o comprimento da parte aérea, pode ser observado que Streptomyces
sp. 4L, Streptomyces sp. 60 e Lentzea sp. 7P apresentaram diferencas estatisticas em relacao
ao controle (p < 0,05) (Figura 10B). No que diz respeito ao comprimento da raiz, os isolados

Streptomyces sp. 3F e 60 demonstraram resultados significativos, mostrando a capacidade de
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atuacdo dessas actinobactérias no sistema radicular das plantas, sugerindo uma possivel
promocao de crescimento das raizes, contribuindo assim para absor¢do de nutrientes (Figura
10C). Avaliando o peso seco das raizes, nenhum isolado mostrou diferenca em relacdo ao
controle (p > 0,05) (Figura 10D). Entretanto, avaliando a massa seca da parte aérea,
Streptomyces sp. 3F e 4L mostraram diferengas estatisticas em relacdo ao controle (p < 0,05)
(Figura 10E), indicando que os isolados ndo apresentam apenas influéncia no comprimento,

mas também na biomassa da soja.
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Figura 10: Avaliagdo do efeito de actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp. 7P) no crescimento

da soja. A: Imagens das plantas tratadas e o controle negativo; B, C, D e E: Os graficos que demonstram os
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resultados quantitativos do comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, peso seco da parte aérea e peso seco

da raiz. As barras indicam a média + desvio padrao, os asteriscos indicam diferencas significativas em relagdo ao

controle (p < 0,05).

Os resultados obtidos revelam que as actinobactérias apresentaram efeito promotor de
crescimento que pode ser atribuido a producdo de diversos metabdlitos bioativos, como
fitohormodnios, especialmente o AIA. O AIA desempenha um papel crucial na regulacdo de
varios processos de crescimento vegetativo, incluindo divisdo celular, diferenciacdo e
desenvolvimento radicular (Liscum; Reed, 2002). Além disso, os isolados demonstraram, in
vitro, capacidade para promover o crescimento, envolvendo mecanismos como a producao de
amonia, que desempenha um papel fundamental no estimulo ao crescimento radicular, acimulo
de fosforo e expansdo da parte aérea, contribuindo para um aumento geral da biomassa vegetal.
A capacidade desses microrganismos em solubilizar fosfato oferece uma alternativa
interessante para disponibilizar esse mineral as plantas, assim como a conversdo do nitrogénio

atmosférico por meio da fixacao de nitrogénio (Marques et al., 2010; Amoo; Babalola, 2017).

Nos ensaios em casa de vegetacdo, Streptomyces sp. 60 se destacou por promover um
aumento tanto no comprimento da raiz quanto da parte aérea das plantas. Streptomyces sp. 4L
se destacou por aumentar o comprimento da parte aérea e também o seu peso seco. Ja
Streptomyces sp. 3F se destacou por aumentar o comprimento da raiz e também o peso seco da
parte aérea. A capacidade notdvel das bactérias do género Streptomyces de produzir sider6foros
aponta para um possivel mecanismo de aumento da biodisponibilidade de ferro para as plantas,
pois os sider6foros t€ém a capacidade de quelar fons de ferro presentes no ambiente (Lambrese
et al., 2018). Horstmann e colaboradores (2020) também demonstraram que Streptomyces sp.
CLV45 produz AIA, amdnia, sider6foros entre outras moléculas promotoras de crescimento de
plantas. Du e colaboradores (2022) também isolaram Streptomyces albidoflavus St-220 da
rizosfera da Salvia miltiorrhiza e estudaram seu potencial em promover o crescimento da sdlvia
e controlar a podridao radicular causada por Fusarium oxysporum, e concluiram que

Streptomyces spp. € um biofertilizante promissor para uso na producao.

De acordo com os resultados desse estudo, isolados de actinobactérias melhoram o
desenvolvimento da soja e suprimem patdgenos importantes. Sendo assim, estudos futuros sao
necessarios para que se possa desenvolver inoculantes baseados em actinobactérias para que

aumentem a resisténcia das plantas para a sobrevivéncia em condi¢des adversas. Além disso,
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acreditamos que produtos baseados em actinobactérias podem ser usados em substituicao ou
para diminui¢@o, pelo menos, do uso de produtos quimicos amplamente utilizados no manejo

de doengas em soja, para que as préticas agricolas sejam mais ambientalmente sustentaveis.
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4. CONCLUSOES

Streptomyces spp. € Lentzea spp. possuem um ciclo de vida complexo, passando por um
processo de diferenciacdo morfoldgica, que envolve a produgdo de metabdlitos biologicamente
ativos. Seu crescimento e esporulacao dependem do teor de nutrientes, fontes de carbono, faixas
de pH e tolerancia a NaCl. Os isolados de Streptomyces sp. 3F e Lentzea sp. 7P utilizam fontes
de carbono como amido, galactose, inositol, celulose, xilose, manitol, sacarose, arabinose e
glicose para seu crescimento e esporulacdo. O isolado Streptomyces sp. 3F pode tolerar pH nas
faixas de 4 a 12 e tolerar o NaCl entre 1% a 4%, jé o isolado Lentzea sp. 7P pode crescer nas
faixas de 6 a 12 de pH e tolerar de 1% a 2% de NaCl, sendo estas condi¢des ideais para aplicacao

em solos ao redor do Brasil.

Os isolados de Streptomyces sp. 3F e Lentzea sp. 7P produzem as enzimas extracelulares
como celulase, protease, amilase, xilanase e pectinase, para a decomposi¢ao da matéria organica
do solo, fornecendo nutrientes para seu metabolismo, e quitinases que provavelmente sdao
responsaveis pela degradacido das paredes celulares dos fungos avaliados, sendo um possivel
mecanismo de controle bioldgico. Os isolados de Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp.
7P também devem produzir metabdlitos secundarios com atividade antifiingica, como
mostraram os resultados dos testes de antibiose e placa selada, que devem ser alvos de
caracterizacdo e purificacdo em pesquisas futuras. Ainda, as avaliagdes feitas in vivo

demonstraram reducao de até 71,67% da severidade das doencgas fingicas avaliadas.

Os isolados de Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp. 7P indicaram in vitro produzir
compostos que também podem ter contribuido para o desenvolvimento das plantas, como
amonia, AIA e sider6foros, além de serem capazes de fixar nitrogénio atmosférico. A
inoculagdo dos isolados de actinobactérias em sementes de soja aumentou a biomassa das raizes
e o comprimento parte aérea e das raizes das plantas de soja. Sendo assim, os isolados
Streptomyces sp. 3F, 4L e 60 e Lentzea sp. 7P s@o microrganismos com potencial de integrarem

a composi¢do de bioinsumos futuramente.
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APENDICE A

Xilose Sacarose Meio de Sais
+ Vitaminas

Galactose

Meio de Sais

+ Vitaminas

Figura 1- Crescimento de actinobactérias em meio minimo basal com diferentes fontes de carbono. A:
Streptomyces sp. 3F; B: Lentzea sp. 7TP. As bactérias foram cultivadas durante sete dias a 28 °C em meio minimo

basal acrescido de 1% (p/v) da fonte de carbono e de solugdes de sais e de vitaminas.
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Figura 2- Crescimento de actinobactérias em meio de cultura basal com diferentes concentragdes de NaCl. A:
Streptomyces sp. 3F; B: Lentzea sp. TP. As bactérias foram cultivadas durante sete dias a 28 °C em meio minimo

basal acrescido de NaCl.
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Figura 3- Crescimento de actinobactérias em meio de cultura basal com diferentes faixas de pH. A: Streptomyces

sp. 3F; B: Lentzea sp. 7TP. As bactérias foram cultivadas durante sete dias a 28 °C em meio minimo basal.
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Figura 4- Avaliacdo semiquantitativa da produc¢do de diferentes enzimas de interesse biotecnoldgico. A:

Streptomyces sp. 3F; B: Lentzea sp. 7P.
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Figura 5: Avaliacdo da atividade antagonica Cultura Dupla entre actinobactérias (Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e
Lentzea sp. 7P) e os fitopatogenos S. sclerotiorum e R. solani. O gréifico apresenta a atividade antagonista dos
isolados. As barras no grafico representam a média da porcentagem de inibicdo. O erro padrdo € indicado por

barras no gréfico.
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Figura 6: Avaliacdo da atividade antagdnica dos compostos voléteis entre actinobactérias (Streptomyces sp. 3F,
4L, 60 e Lentzea sp. 7P) e os fitopatdgenos S. sclerotiorum e R. solani. O grafico apresenta a atividade antagonista
dos isolados em testes em placas seladas. As barras no grafico representam a média da porcentagem de inibicdo.

O erro padrdo € indicado por barras no grafico.
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Figura 7: Avaliagdo de indicadores de promocgao de crescimento in vitro de Streptomyces sp. 3F, 4L, 60 e Lentzea
sp. 7P. A: Produg@o de 4cido indol acético; B: Solubilizagdo de fosfato; C: Fixagdo de nitrogénio; D: Producéo de

amonia; E: Producéo de sideréforos.



