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RESUMO

MELDO, Rita de Céssia Cerqueira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Microbiota do solo de bananeira comercial e do composto organico, isolamento de
actinobactérias e avaliagdo do potencial biotecnoldgico. Orientadora: Denise Mara Soares
Bazzolli. Coorientadoras: Maria Catarina Megume Kasuya, Cynthia Canédo da Silva e
Marisa Vieira de Queiroz.

A bananicultura € uma pratica de grande importancia socioeconémica difundida
mundialmente, e a rizosfera de bananeiras pode apresentar microrganismos benéficos a
cultura, bem como fitopatdgenos. Da mesma forma, sistemas de compostagens podem
veicular microrganismos benéficos e ou indesejaveis para o solo de plantios agricolas, no
processo de adubacdo. Neste contexto, o primeiro capitulo tem o objetivo de analisar a
estrutura e diversidade de bactérias e fungos de solo sob cultivo de bananeira de plantio
comercial em dois Estados Brasileiros, Bahia e Ceara, e das fases de um sistema de
compostagem; no segundo capitulo, considerando o filo Actinobacteria um dos mais
abundantes nestes ambientes, regido rizosférica e sistema de compostagem, e com expressivo
potencial biotecnoldgico ja descrito, o objetivo foi isolar e identificar actinobactérias e avaliar
0 seu potencial biotecnoldgico no controle in vitro de fungos e bactérias patogénicas; €, no
terceiro capitulo, a partir dos resultados do capitulo dois, o objetivo foi avaliar in vivo o efeito
de bactérias do género Streptomyces na promocao do crescimento vegetal de bananeira e na
supressdo da doenca mal-do-Panama, doenca causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, uma das mais importantes doencas da bananeira. Com o resultado das analises de
bioinformética, na abordagem independente de cultivo deste trabalho referente ao capitulo
um, foi possivel observar diferencas na composicdo taxonémica e abundéncia de grupos
microbianos nas amostras dos dois Estados e nas quatro fases da compostagem. Na
abordagem dependente de cultivo, capitulo dois, 62 actinobactérias foram isoladas e
identificadas por caracteristicas morfologicas/culturais e pelo sequenciamento parcial do
gene DNAr 16S. A fim de verificar o potencial antagonista in vitro, os 62 de actinobactérias
foram avaliados pelo teste de pareamento de culturas contra trés fungos filamentosos:
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), Fusarium oxysporum (FO) e Colletotrichum
lindemuthianum (CL). Doze isolados inibiram Foc, 11 inibiram o FO e 44 inibiram o CL,
sendo que 10 isolados apresentaram atividade antagonista contra os trés fungos filamentosos.

Os metabolitos produzidos pelos 12 isolados que inibiram Foc, incluindo os 10 isolados que



inibiram os trés fungos filamentos, foram liofilizados e avaliados pelo teste de difusdo em
disco de papel. O extrato de um isolado apresentou atividade contra Candida albicans, cinco
apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus e sete contra Actinobacillus
pleuropneumoniae. Em testes com mudas de bananeira da variedade Prata and, capitulo trés,
0s 12 isolados promissores para o controle de Foc foram testados in vivo em condicfes de
casa de vegetacdo, para avaliagdo do potencial na promogdo do crescimento vegetal de
bananeira, bem como na supressdo da doenca mal-do-Panamd. As plantas tratadas com o
isolado CAB-C 50 mostraram um maior desenvolvimento, diferindo dos demais tratamentos
em funcdo das diferentes variaveis avaliadas: altura da planta, didmetro do pseudocaule,
namero de folhas, massa fresca, massa seca (p < 0,01 e 0,001). Na supressdo da doenca, 0s
tratamentos com os isolados CAB-C 12, CAB-C 21, CAB-C 24, CAB-C 25 e CAB-C 50
foram os que mais diferiram do controle Foc, sendo os tratamentos com os isolados CAB-C
12 e CAB-C 50 os mais promissores. Um consércio composto por quatro diferentes isolados
Streptomyces sp., 0S mais promissores para o controle do Foc em teste in vitro, mostrou-se
eficiente para a reducdo da doenca no periodo avaliado. Assim, com este trabalho, foi
possivel verificar diferencas na composicdo microbiana (bactérias e fungos) em solos sob
cultivo de bananeira e em composto maduro (fase IV da compostagem) e que existem
actinobactérias com potencial para o controle de microrganismos patogénicos (fungos
filamentosos e leveduriformes; e bactérias Gram negativas e Gram positiva) bem como
potenciais agentes de promocdo do crescimento vegetal de mudas de bananeira da variedade

Prata ana.

Palavras-chave: Agricultura. Actinomicetos. Controle Biologico. Antibiose. Promocédo de

crescimento.



ABSTRACT

MELO, Rita de Céssia Cerqueira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Microbiota of commercial banana soil and organic compound, isolation of
actinobacteria and evaluation of biotechnological potential. Advisor: Denise Mara Soares
Bazzolli; Co-advisers: Maria Catarina Megume Kasuya, Cynthia Canédo da Silva and Marisa
Vieira de Queiroz.

Banana cultivation is a worldwide widespread practice of great socioeconomic importance,
and the rhizospheric region of banana trees may present microorganisms beneficial to the
crop, as well as phytopathogens. Similarly, composting systems can carry beneficial and
undesirable microorganisms to the soil of agricultural crops in the fertilization process. In
this context, the first chapter aims to analyze the structure and diversity of soil bacteria and
fungi under commercial banana cultivation in two Brazilian States, Bahia and Ceara, and the
phases of a composting system; in the second chapter, considering the phylum Actinobacteria
one of the most abundant in these environments, rhizospheric region and composting system,
and with significant biotechnological potential already described, the objective was to isolate
and identify actinobacteria and evaluate its biotechnological potential in the control of fungi
and bacteria pathogenic in vitro; and, in the third chapter, from the results of chapter two, the
objective was to evaluate in vivo the effect of bacteria of the genus Streptomyces on the
promotion of banana plant growth and on the suppression of Panama disease, disease caused
by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense, one of the most important banana diseases.
With the results of bioinformatics analyzes, in the culture independent approach of this work,
referring to chapter one, it was possible to observe differences in the taxonomic composition
and abundance of microbial groups in the samples from both States and in the four
composting phases. In the culture-dependent approach, chapter two, 62 actinobacteria were
isolated and identified by morphological / cultural characteristics and partial sequencing of
the 16S rDNA gene. In order to verify the potential antagonist in vitro, 62 actinobacteria
were evaluated by culture pairing test against three filamentous fungi: Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc), Fusarium oxysporum (FO) and Colletotrichum lindemuthianum (CL).
Twelve isolates inhibited Foc, 11 inhibited FO and 44 inhibited CL, and 10 isolates showed
antagonistic activity against the three filamentous fungi. The metabolites produced by the 12
isolates that inhibited Foc, including the 10 isolates that inhibited the three filament fungi,

were lyophilized and evaluated by the paper disk diffusion test. The extract of one isolate



showed activity against Candida albicans, five showed activity against Staphylococcus
aureus and seven against Actinobacillus pleuropneumoniae. In trials with Banana seedlings
'Prata ana", chapter three, the 12 promising isolates for Foc control were tested in vivo under
greenhouse conditions to evaluate the potential for promoting banana plant growth, as well
as for suppressing of the Panama disease. The plants treated with CAB-C 50 isolate showed
higher development, differing from the other treatments from the different evaluated
variables: plant height, pseudostem diameter, leaf number, fresh mass, dry mass (p <0.01 and
0.001). In the disease suppression, treatments with CAB-C 12, CAB-C 21, CAB-C 24, CAB-
C 25 and CAB-C 50 isolates differed most from the Foc control, with the most promising
treatments being the isolates CAB-C 12 and CAB-C 50. A consortium composed by four
different Streptomyces sp. isolates, the most promising for in vitro Foc control, proved to be
efficient for the reduction of the disease in the evaluated period. Thus, with this work, it was
possible to verify differences in microbial composition (bacteria and fungi) in rhizospheric
soils of banana cultivation in two Brazilian States, as well as of a composting system and,
both in the mature compost (phase IV composting) and in in soils under banana cultivation
there are actinobacteria with potential for the control of pathogenic microorganisms
(filamentous and yeast fungi; and Gram negative and Gram positive bacteria) as well as for

the promotion of plant growth of banana plants (Prata ana).

Keywords: Agriculture. Actinomycetes. Biological control. Antibiosis. Growth promotion.
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Introducéo Geral

A microbiota, conjunto de microrganismos de um determinado habitat, incluindo
bactérias, fungos, virus, arqueias, protozoarios e virus (Bulgarelli et al., 2013; Mueller &
Sachs, 2015), tem sido bastante estudada ao longo dos Ultimos anos em diferentes ambientes.
A investigagdo independente de cultivo, tem permitindo uma maior abrangéncia e,
consequentemente, maior representatividade da estrutura e da diversidade de comunidades
microbianas do solo, o que tem ajudado no entendimento do funcionamento do sistema solo-
planta-microrganismo, permitido interferéncia em busca de melhorias econdmicas e
ambientais (Mande et al., 2012; Finley et al., 2015).

Vaérios fatores influenciam na distribuicdo das comunidades microbianas no solo,
como por exemplo, a disponibilidade de nutrientes, tipo e propriedades do solo, condigdes
climaticas (precipitacdo e temperatura) do ambiente, manejo do solo e da cultura vegetal,
bem como pelo gendtipo e idade da planta (Philippot et al., 2013; Yang et. al., 2016; Steinauer
et al., 2016; Andreote & Silva, 2017). Na agricultura, a pratica do monocultivo é um fator
determinante do core microbiano da regido rizosférica, tanto no que se refere a estrutura
quanto a diversidade destas comunidades microbianas, quando comparado a um sistema de
plantio misto de genotipos (Philippot et al., 2013; Steinauer et al., 2015; Steinauer et al.,
2016; Andreote & Silva, 2017).

Bactérias sdo as formas de vida mais abundantes no solo, compreendendo cerca de
95% do total, e podem apresentar comportamentos positivos, negativos ou neutros em relacéo
as plantas por elas circundadas (Glick, 2012). No contexto da agricultura sustentavel, as
bactérias do solo tém ganhado destaque ao longo dos anos em detrimento aos demais grupos
de microrganismos, desempenhando um papel essencial na protecdo da planta contra
patégenos, conferindo vantagens adaptativas, como também atuando na promocdo do
crescimento, salde e produtividade vegetal (Haney et al., 2015; Berg et al., 2016; Orozco-
Mosqueda et al., 2018).

O uso de microrganismos na promocao do crescimento vegetal e controle de doengas,
¢ uma alternativa ao uso de agroquimicos, reduzindo o impacto ambiental gerado pela
aplicacdo destes no ambiente (Palaniyandi et al., 2013; Ohike et al., 2018). Neste contexto,
o filo Actinobacteria, o qual € um dos mais abundantes em solos rizosféricos, composto por

bactérias Gram positivas com muitas espécies descritas com potencial biotecnoldgico,
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representa o grupo de microrganismo com maior producdo de metabdlitos secundarios até
entdo conhecido e, na agricultura, com relatos da sua atuagcdo na promogéo do crescimento
vegetal e controle de fungos fitopatogénicos (Hamedi et al., 2015).

Pertencente ao filo Actinobacteria, as bactérias do género Streptomyces sdo potencias
atuantes nesse cenario, tanto na promoc¢édo do crescimento vegetal, quanto no controle de
patdgenos e, nos ultimos anos, tem sido relatada uma maior participacdo de bactérias deste
género como PGP, podendo apresentar diferentes mecanismos, tais como: alivio do estresse
da planta, pela producdo da enzima 1-aminociclopropano carboxilato desaminase (ACC);
producdo de hormdnios, como o acido indolacético (AlA); producdo de sideroforos;
solubilizacdo de fosfato; e por promover/auxiliar a simbiose entre bactérias fixadoras de
nitrogénio e fungos micorrizicos, além da producéo de diferentes enzimas que podem atuar
na degradacdo de complexos nutricionais no solo tornando-os assimilaveis pela planta
(Palaniyandi et., 2013; Dias et al., 2017; Vurukonda et al., 2018). Bactérias do género
Streptomyces apresentam também um eficiente sistema secretor que, no contexto ecoldgico,
atuam na regulacédo da captacdo de nutrientes, expulsdo de toxinas e liberagdo de enzimas
que quebram material vegetal e animal, tornando-os absorviveis pelas suas hifas e também
pelas plantas e, em condicdes de estresse no solo, elas utilizam um mecanismo de morte
celular programada para permitir a sua sobrevivéncia em condigdes limitantes (Kemung et
al., 2018).

Fatores abioticos, como sistema de irrigacdo, tratos culturais, uso de fertilizantes,
pesticidas e condi¢Ges ambientais podem, além de afetar a microbiota do solo, refletem tanto
na fitossanidade de plantios agricolas quanto nos custos de producdo (Wairegi et al., 2010,
Wang et al., 2013), embora sejam os fatores bidticos, as doencas especificamente, que
apresentam danos mais significativos e preocupantes para a producéo de banana, por exemplo
(Cordeiro & Matos, 2012; Ploetz et al., 2015a). A bananeira é uma cultura com elevada
exigéncia nutricional, tanto por produzir grande massa vegetativa, como também pela
elevada absorcdo de elementos pela planta e exportacdo para os frutos (Borges et al., 2016).
E, a pratica do monocultivo, com a remog¢do das diferentes espécies vegetais nativas,
associada ao esgotamento de nutrientes e ao uso de agroquimicos (fertilizantes, corretivos,
pesticidas) hd uma acentuada degradacdo do solo, acarretando em um estado debilitado da

planta, diminuindo a produtividade e também, favorecendo o desenvolvimento de doengas
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(Borges, 2012; Ploetz, 2015; Borges et al., 2016).

Uma especie fungica de grande importancia para culturas agricolas ¢ Fusarium
oxysporum, o qual apresenta uma reprodugdo predominantemente assexuada, sendo as
linhagens clonais consideradas como um “complexo de espécies”, dentre os quais ha
microrganismos com especificidade com determinados hospedeiros, sendo chamados de
formae especiales (Michielse & Rep, 2009; Ploetz et al., 2015a). A formae especiales do F.
oxysporum que afeta a cultura da bananeira é a cubense (Fusarium oxysporum f. sp. cubense
- Foc), agente etiologico da doenca mal-do-Panama, fungo considerado global, por estar
presente em todas as areas produtoras de banana, um patogeno necrotrofico e hemibiotréfico
por apresentar fases de infec¢cdo e sobrevivéncia em células vivas da planta hospedeira, bem
como pode sobreviver em material vegetal em decomposicdo (Wang et al., 2013; Ploetz et
al., 2015a; Dita, 2018).

O Foc é subdividido em quatro racas fisiologicas: raca 1, tem como hospedeiras as
variedades Gros Michel, Prata and e Mag4, raca 2, afeta as bananeiras do gen6tipo ABB como
a variedade Bluggoe e a raca 4, a qual ainda ndo estd presente nas américas, mas € uma
impactante ameaca, uma vez que todas as variedades plantadas sdo suscetiveis a tal raca,
sendo subdividida em Subtropical raca 4 - SR4, que afeta as variedades do subgrupo
Cavendish e Tropical race 4 - TR4 que afeta muitas das mesmas variedades afetadas pela
raca SR4, embora a diferenca esteja nos locais de ocorréncia, diretamente relacionado com
as condic¢es climaticas (Pietro et al., 2003; Ploetz et al., 2015a; Cordeiro et al., 2016; Dita
et al., 2018(a)). Estas racas fisiologicas causam doencas em diferentes variedades de
bananeiras, muitas destas variedades de grande importancia econdmica, tanto para pequenos
agricultores quanto para exportacéo e, até entdo, ndo ha formas efetivas de controle a longo
prazo (Stover, 1962; Wang et al., 2013; Ploetz et al., 2015a; Panama Disease, 2016).

No Brasil, muitas das variedades mais cultivadas séo suscetiveis ao mal-do-Panama,
tais como a Prata, Prata and, Pavocan, Fhia 18, Pioneira, Gros Michel e a Maca que é uma
variedade altamente suscetivel ao mal-do-Panamé (Cordeiro & Matos, 2012; Cordeiro et al.,
2016). No entanto, existem algumas variedades que apresentam resisténcia a tal doenca, tais
como: as pertencentes ao grupo AAA (Nanica, Nanicdo, Grande Naine, Prata Baby e
Caipira), ao grupo AAB (Terra, Terrinha, D’Angola e Thap Maeo), e ao grupo AAAB
(Pacovan Ken, Prata Grauda, Maravilha, Vitoria e Japira) (Cordeiro & Matos, 2012; Silva et
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al., 2016).

Assim, no capitulo 1 sdo analisadas as diferencas na estrutura e diversidade de
comunidades bacterianas e fungicas de solo sob cultivo de bananeira de plantios comerciais
em dois Estados do Nordeste Brasileiro, bem como nas quatro fases de um sistema de
compostagem, em que 0 composto maduro € utilizado para adubacdo do solo. E, a partir
disso, nas anélises do capitulo 2 s&o realizados isolamentos de actinobactérias de amostra de
solo sob cultivo de bananeira e do composto maduro (fase IV da compostagem) e avaliagéo
do potencial para o biocontrole de microrganismos patogénicos. Os isolados promissores
obtidos no capitulo 2 para o controle biologico do Foc, sdo utilizados em testes em casa de
vegetacdo para avaliacdo da atuacdo na supressdao da doenca mal-do-Panam4, causada por
Foc, bem como na promocdo do crescimento vegetal de bananeiras da variedade Prata ané

no capitulo 3.
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Capitulo 1
Microbiota associada a rizosfera de bananeira comercial e ao composto organico

utilizado para adubacao

Resumo

A composicédo e abundancia da microbiota rizosferica sdo influenciadas por diversos fatores,
a exemplo, a implementacdo de monocultivo em grandes areas. A microbiota da rizosfera é
diversificada e desempenha diferentes funcbes, atuando como um elo entre as plantas e o
solo, auxiliando na manutencdo do ecossistema e no desenvolvimento das culturas, embora
a rizosfera possa, também, represente um habitat ideal para alguns fitopatdgenos. No
contexto agricola, a pratica da compostagem representa a reducdo de residuos agricolas, bem
como a reducdo de custos de producdo, uma vez que o composto maduro é utilizado para a
adubacdo do solo, reduzindo a utilizacdo de fertilizantes de origem quimica. Conhecer a
composic¢do microbiana tanto do solo rizosférico da cultura de interesse quanto do composto
aplicado ao solo € interessante para um melhor manejo das praticas agricolas. Neste trabalho
foram investigadas a composicéo e a diversidade de comunidades de bactérias e fungos em
solo rizosférico de bananeira em dois estados e em quatro fases de um sistema de
compostagem, em que 0 composto maduro € utilizado para a aducdo do solo em ambas as
ares de plantio. Amostras compostas de quatro talhdes na Bahia e de quatro talhdes no Cear3,
bem como das quatros fases do sistema de compostagem, contendo quatro repetices por
amostra, foram obtidas e 0 DNA total extraido e realizado o sequenciamento das regides V3-
V4 do rDNA 16S e ITS1 pela plataforma Illumina MiSeq. O core microbiano observado para
as amostras de solo rizosférico foi formado pelos filos bacterianos Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria e pelos fungicos Ascomycota, Basidiomycota e
Mortierellomycota, sendo os filos Actinobacteria, Firmicutes, Basidiomycota e
Mortierellomycota mais abundantes na area da Bahia. Em relacdo as fases da compostagem,
os filos dominantes foram Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria, sendo observada uma
reducdo do filo Firmicutes e aumento dos Actinobacteria e Proteobacteria na fase IV da
compostagem, composto maduro. O filo Ascomycota foi 0 dominante em todas as fases da
compostagem, com maior abundancia relativa na fase 1V (96,8%). Os géneros Bacillus e o
Penicillium foram mais abundantes na fase IV da compostagem em relacéo as duas amostras

de solo rizosfércico, quando analisados os principais géneros ja descritos relacionados a
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bananeira. O solo rizosférico do Ceara apresentou menor abundancia de microrganismos
relatados como benéficos a cultura e, por outro lado, uma maior abundancia do género
Fusarium, género ao qual pertence o fungo causador da doenga mal-do-Panama, género este
que ndo foi observado na fase IV da compostagem. Um maior nimero de OTUs
compartilhadas foi observado para as comunidades bacterianas entre as amostras de solo,
embora entre as amostras de solo e a fase IV da compostagem, foi observado um maior
compartilhamento de OTUs flungicas. A distingdo da estrutura, abundancia e diversidade
microbiana analisada variou entre as amostras de solo e compsotagem, sendo observado pelas
analises de agrupamento, bem como pelas medidas de diversidade aplicadas. Uma maior
diversidade microbiana (para bactérias e fungos) foi observada para a area do Cearé e, nas
amostras da compostagem, a fase IV apresentou maior diversidade bacteriana, enquanto a
fase 111 uma maior diversidade fungica. Assim, este trabalho mostra que ha a presenca de um
core microbiano em nivel de filo nas amostras de cada sistema (solo rizosférico e
compostagem), embora existam diferengas na composigéo e diversidade de comunidades
microbianas em niveis taxondémicos mais profundos. A presenca de microrganismos
relatados na literatura como benéficos a bananicultura e a auséncia do Fusarium no composto
maduro, ressalta que este € um importante veiculo de microrganismos potencialmente

benéficos para a préatica da bananicultura.
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1. Introducéo
A banana é a segunda fruta mais produzida e consumidas no Brasil (IBGE, 2018),

classificando o pais como o terceiro maior produtor mundial desta fruta (FAOSTAT, 2018).
Em territorio nacional, a bananicultura detém grande importancia socioeconémica, gerando
emprego e renda para inumeras familias (Godoy et al., 2012; IBGE, 2018). O Nordeste
Brasileiro é a segunda regido de maior producdo de banana no pais, estando atras apenas da
regido Sudeste, produzindo no ano de 2017 mais de 7 milhdes de toneladas e, os Estados da
Bahia e do Cearda no mesmo ano, foram o segundo (1.070.000 t) e o quinto (393.0225 t)
maiores produtores, respectivamente (IBGE, 2018).

No Nordeste Brasileiro, a Empresa Sitio Barreiras Ltda € uma das maiores produtoras
de banana, com polos de producéo em trés Estados: Bahia, Ceara e Maranh&o. A empresa foi
criada em 1996 com a implantacdo do primeiro polo de producdo em Missao Velha no estado
do Ceara, criando em 2006 um novo polo de producdo em Ponto Novo no Estado da Bahia
e, em 2013, em Cajuapara, no Estado do Maranhdo. As plantas de bananeira micropropagadas
sdo obtidas de empresa e desenvolvidas em estufas, livres de pragas e doencas até serem
plantadas no campo. As areas de plantio compreendem cerca de 280 a 350 ha, subdivididos
em taldes variando de 2,60 a 5,47 ha, cultivados com as variedades Prata and e Grand Naine.
Nas areas hd a aplicacdo do fungo Tichoderma sp., visando o controle do fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), causador da doenga mal-do-
Panama, bem com a aplicacdo de composto organico por fertiirrigacdo. O composto organico
utilizado para fertilizacdo do solo € produzido pela propria empresa, na unidade de
compostagem na unidade de Ponto Novo - Bahia em um sistema in vessel. O mesmo é
composto de diferentes proporcdes de residuos, como cama de aviario, engago de banana,
levedo de cerveja e cana de aglcar. Apos passar pelas 4 fases do processo de compostagem,
45 dias de maturacdo (estagio V), este € utilizado na adubacéo de areas de plantio de banana
nos estados da Bahia e Ceara a cada quinze dias.

Embora exista alta produgédo de banana no Brasil, ha pouco conhecimento disponivel
a respeito da producdo organica desta fruta, mas é sabido que em todos os polos de producéo,
existem areas sob este manejo (Borges et al., 2016). A produgéo organica tem como principio
o0 cuidado com o meio ambiente, uso equilibrado dos recursos naturais (solo, agua, plantas,

etc) de modo a prevalecer o equilibrio entre estes fatores, bem como entre eles e o ser
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humano, o que corrobora com a reducdo do uso de agroquimicos e com 0 uso sustentavel do
meio ambiente, preocupag¢des mundiais na area agricola (Sugiyama & Vivanco, 2010; Borges
etal., 2016).

A bananicultura acontece majoritariamente em sistema de monocultura (Alves et al.,
2016) e esta pratica reflete diretamente na fertilidade, na estrutura e na diversidade
microbiana do solo (Bellamy, 2013; Philippot et al., 2013; Ploetz et al., 2015; Chavarria et
al., 2018). Os microrganismos, bactérias e fungos especificamente, desempenham papel
essencial nos processos biogeoquimicos que ocorrem no solo, no desenvolvimento e protecéo
de espécies vegetais - pelo aumento da disponibilidade de nutrientes prontamente disponiveis
para as plantas na regido rizosférica, pela producdo de metabdlitos que podem atuar na
promocao do crescimento vegetal e também no controle de fitopatdgenos (Alexander, 2005;
Lee e Schmidt, 2014; Anzuay et al., 2015; Hamedi et al., 2015).

As comunidades microbianas respondem as alteragdes do ambiente, como variacao
de pH, temperatura, tipo de solo, disponibilidade de nutrientes, cobertura vegetal e isso
determina o core microbiano de um determinado sistema e pode ser utilizado para um melhor
entendimento das interacdes, do equilibrio funcional no sistema solo/microrganismos/planta
e, consequentemente, aplicacdo em um manejo mais eficiente da biologia do solo e de
plantios comerciais (Moyano et al., 2013; Philippot et al., 2013; Larkin et al., 2015; Li at al.,
2015).

Ploetz et al. (2015) listaram as doencas e pragas de maior impacto sobre a cultura da
bananeira e, dentre elas, as doencas flngicas sdo as mais impactantes, tendo como fator
relevante, a dispersdao dos propéagulos por longas distancias principalmente por intermédio
dos ventos, dgua da chuva e de irrigacdo (Ma et al., 2013; Ploetz et al., 2015a). O uso
intensivo do solo e as préaticas de manejo visando a producéo vegetal, tais como aplicacdo de
fertilizantes organico ou quimico, aplicacdo de microrganismos visando o controle de
patogenos do solo e sistema de irrigacdo interferem na presenca e na estabilidade de
fitopatdgenos do solo, como o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense e 0 nematoide
Radopholus similis, de grande importancia para a cultura da bananeira, podendo causar
grandes perdas na producdo (Schnitzer et al., 2011; Xue et al., 2015; Chavarria et. Al, 2018).

O monitoramento dos processos que ocorrem no solo, bem como o entendimento da

estrutura e dindmica das comunidades microbianas na regido rizosférica, foram
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contemplados pelos avancos tecnoldgicos, sendo um dos principais o desenvolvimento do
sequenciamento de alto rendimento (Logares et al., 2014). Isto possibilitou a investigacdo
independente de cultivo, permitindo acesso a informagfes que ainda ndo eram acessadas
pelas limitacGes das técnicas microbioldgicas convencionais e, consequentemente, maior
representatividade da diversidade de comunidades bacterianas e fungicas do solo (Mande et
al., 2012; Finley et al., 2015).

Conhecer a estrutura e diversidade microbiana de sistemas de producdo é de grande
importancia para 0 manejo adequado do solo, para manter o equilibrio e a supressividade do
solo frente aos microrganismos que podem afetar negativamente a cultura vegetal de
interesse, diminuindo os impactos ambientais pela diminui¢do do uso de agroquimicos (Xue
et al., 2015). Dessa forma, 0 objetivo deste estudo foi investigar a composicao e diversidade
de bactérias e fungos de solo sob cultivo de bananeira comercial com diferentes anos de
monocultivo em dois Estados do Nordeste Brasileiros, bem como de um sistema de

compostagem utilizado para a adubacéo do solo.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo das amostras

As amostras de solo sob cultivo de bananeira foram provenientes de dois polos de
producdo de banana pertencentes a Empresa Sitio Barreiros Ltda, Missdo Velha no estado do
Ceara (latitude: 07° 14' 59" S, longitude: 39° 08' 35" W), e Ponto Novo (latitude: 10° 51' 46"
S, longitude: 40° 08' 01" W) no estado da Bahia, dois estados do Nordeste Brasileiro. As
amostras da compostagem foram obtidas do sistema in vessel da composteira da empresa no
polo de produgdo em Ponto Novo - Ba.

As coletas foram realizadas em abril de 2015 nas duas unidades acima citadas da
empresa Sitio Barreiras. Amostras de solo sob cultivo de bananeira de quatro talhdes na area
de plantio no estado da Bahia (BA) e quatro na area de plantio no Estado do Ceara (CE),
foram obtidas, com quatro amostras por talhdo, totalizando 32 amostras de solo. As coletas
de solo foram realizadas com auxilio de tubos de PVC de 5 cm de didmetro a uma
profundidade de 20 cm na regido rizosférica de plantas de bananeira escolhidas
aleatoriamente. Em relacdo as amostras da compostagem, quatro pontos em cada uma das

diferentes fases de maturagdo composto (0, 25, 50 e 100% de maturacdo) foram realizadas
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ao longo da leira de compostagem, totalizando 16 amostras.

ApoOs a coleta, os tubos com as amostras foram envolvidos em filme PVC,
acondicionados em isopor com gelo e encaminhados ao laboratdrio, onde foram estocadas
em camara fria a 4 °C até a analise. Andlises fisico-quimicas das amostras foram realizadas
pelo laboratorio da empresa Sitio Barreiras e fornecidas para utilizacdo neste trabalho
(Apéndice A).

2.2. Extracdo de DNA e sequenciamento MiSeq

O DNA total das amostras de solo e compostagem foi extraido a partir da maceragao
de dez gramas de cada amostra separadamente em nitrogénio liquido e 250 mg foram
utilizados para a extracdo do DNA total utilizando o kit comercial Nucleo Spin Soil
(Machereye-Nagel, GmbH & Co. KG, Germany), seguindo as recomendacdes do fabricante.
A integridade e a quantificacdo do DNA extraido foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose (0,8%).

Aliguotas do DNA total foram enviadas para o sequenciamento da regido V3-V4 do
rRNA 16S (para bactérias) e da regido ITS1 (para fungos), pelo método 2 x 250 paired-end
utilizando a plataforma Illumina MiSeq pelo Argonne National Laboratory (USA).

2.3. Analises de bioinformética

Um total de 3.187.239 e 1.452.923 sequéncias brutas foram obtidas a partir do
sequenciamento das regides V3-V4 do rRNA 16S e ITS1, respectivamente. Todas as
sequéncias foram tratadas e analisadas utilizando como base a pipeline do BMP (Brazilian
Microbiome Project), tanto para as sequéncias da regido V3-V4 do gene rRNA 16S (BMP,
2018; Pylro et al., 2014) quanto para a regido intergénica ITS1 (BMP, 2018(a); Committee
etal., 2014).

Para analise das sequéncias correspondentes a regido V3-V4 do rRNA 16S, as fitas
forward e reverse foram alinhadas para obtengéo da fita consenso. Filtros de qualidade foram
aplicados as sequéncias utilizando UPARSE v. 7.1 (Edgar, 2013; UPARSE, 2017): -
fastq_filter, remocéo de sequéncias com taxa de erro maior que 0.5 (-fastq_maxee 0.5) e com
tamanho menor que 240 nucleotideos (-fastq_trunclen 240); ap6s a remocdo de singletons

(sequéncias que sO6 aparecem uma Unica vez), as sequéncias foram agrupadas em OTUs
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(Operational Taxonomic Units) baseado em 97% de identidade, utilizando o algoritmo OTU-
UPARSE (-cluster_otus) e as sequéncias quiméricas foram verificadas com base no banco
de dados do UCHIME e removidas usando algoritmo -uchime_ref. A atribui¢do taxonémica
foi realizada utilizando o banco de dados SILVA (Quast et al., 2013; SILVA, 2017)
utilizando o método uclust no QIIME v.1.8.0.

Diferentes indices ecoldgicos foram calculados utilizando o QIIME (algoritimo
core_diversity _analyses.py) para descrever a diversidade e riqueza microbianas (indices de
Chaol, de Shannon, espécies observadas, cobertura) a partir da normalizacdo das amostras,
padronizadas para 0 mesmo numero de sequéncias, utilizando o comando
single_rarefaction.py do Qiime.

Para a andlise das sequéncias ITS, apenas as sequéncias forward foram utilizadas.
Assim como para bactérias, filtros de qualidade foram aplicados as sequéncias utilizando
UPARSE v. 7.1 (Edgar, 2013; UPARSE, 2017): -fastg_filter, remocdo de sequéncias com
taxa de erro maior que 0.5 (-fastg_maxee 0.5) e com tamanho menor que 140 nucleotideos (-
fastq_trunclen 140). Regides flanqueadoras (18S e 5.8S) e sequéncias ndo fungicas foram
removidas por ITSx software (Bengtsson-Palme et al., 2013), a fim de manter apenas a regido
ITS1 hipervariavel. Singletons foram removidos e as sequéncias foram agrupadas em OTUs
com 97% de identidade, utilizando o algoritmo OTU-UPARSE (-cluster_otus). Sequéncias
quiméricas foram verificadas e removidas usando o algoritmo -uchime_ref e a atribuicéo
taxonémica foi realizada utilizando o banco de dados UNITE (Unified system for the DNA
based fungal species linked to the classification, v. 7.2) (UNITE, 2017) utilizando o0 método
Blast no QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). As analises de diversidade
foram realizadas com dados normalizados (single_rarefaction.py) e calculados utilizando o

QIIME (core_diversity _analyses.py).

2.4. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando os pacotes “phyloseq”,
“vegan” e “VennDiagram” no programa R software (versdo 3.4.1 https://www.rstudio.com/).
As analises multivariadas CAP (Constrained Analysis of Principal Coordinate or Distance-
based in RDA), em fungdo da composicdo e abundancia taxondmica das OTUs e dos dados

ambientais das amostras e a PCoA (Principal Coordinates Analysis) para analise do
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agrupamento das amostras foram realizadas com base nas matrizes de distancia UniFrac e
Bray Curtis. Diagramas de Venn foram construidos para mostrar as OTUs unicas e
compartilhadas entre as diferentes amostras. Analises de similaridade (ANOSIM) para
avaliar diferenca estatistica entre as amostras foram realizadas no QIIME v.1.8.0
(compare_categories.py) utilizando as matrizes de distancia UniFrac para bactérias e Bray-

Curtis para fungos.

3. Resultados

3.1. Composicao taxonémica das amostras

Vinte e seis filos bacterianos foram observados nas amostras de solo e cinco nas
amostras de compostagem. Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria foram dominantes
em todas as amostras e Acidobacteria apenas para as amostras de solo (Apéndice B),
compreendendo 76.9% e 99.5% das OTUs das amostras de solo e de compostagem,
respectivamente.

Um total de seis filos fingicos tanto para as amostras de solo quanto para as amostras
de compostagem foram observados (Apéndice B). Os filos Ascomycota e Basidiomycota
foram os mais abundantes em todas as amostras, representando 77.1% e 90.4%, para o solo
e compostagem, respectivamente. O filo Mortierellomycota apareceu apenas nas amostras de
solo (aparecendo apenas na fase 1l - 0.7% - da compostagem), enquanto Mucoromycota foi
observado apenas nas amostras da compostagem.

Embora exista a dominancia de filos em comum nas amostras de solo, é possivel
identificar diferencas na abundéancia relativa dentre os diferentes filos (Apéndice B), como
também das classes mais abundantes (Fig. 1). Entre as fases da compostagem, as classes
dominantes foram Actinobacteria, Bacilli e Clostridia nas duas primeiras fases e
Gammaproteobacteria e as fungicas Saccharomycetes e Mucoromycetes dominantes na fase
I, Agaricomycetes nas fases Il e 11 e a Sordariomycetes nas Il e IV. Em niveis taxonémicos
mais profundos, como em nivel de género, os resultados mostraram diferenca na presenca e
abundancia relativa para bactérias e fungos (Apéndice D), como para aqueles descritos na
literatura relacionados diretamente a bananeira (Apéndice C), em ambas as amostras de solo
e na fase IV da compostagem, a qual é utilizada para aplicacdo no solo, por isso foi dada

maior importancia dentre as fases.
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Figura 1. Abundancia relativa das classes mais abundantes de bactérias (A e C) e fungos (B e D) nas amostras

de solo riszosférico de bananeira de dois Estados Brasileiros (BA: Bahia; CE: Ceard) e em quatro fases de um
sistema de compostagem (1, 11, 111, 1V).

As amostras de solo rizosférico apresentaram 1500 e 280 OTUs correspondentes a
géneros bacterianos e fungicos, respectivamente; as amostras da compostagem apresentaram
567 OTUs correspondentes a géneros bacterianos e 123 OTUs correspondentes a géneros
fangicos, embora muitos destes sem correspondéncia nos bancos de dados, dessa forma, ndo
identificados. Os géneros identificados e mais abundantes em cada amostra estdo descritos
na tabela 4 do material suplementar. O género Bacillus foi 0 mais abundante em todas as
amostras, tanto de solo como do composto organico, quanto aos demais géneros houve uma
variacdo dentre as amostras. Nos solos rizosféricos, dentre os mais abundantes estdo
Pseudomonas, Variibacter, Mortierella, Ganoderma e Aspergillus; nas amostras da

compostagem, fase I: Sporosarcina, Psychrobacter, Candida e Rhizomucor, fase II:

Sinibacillus, Preussia, Candida e Pisolithus, fase Ill: Oceanobacillus, Candida e

Debaryomyces e fase IV: Oceanobacillus, Halomonas, Aspergillus e Candida.

A amostra do solo rizosférico da Bahia apresentou um maior nimero de taxons
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(OTUs) anicos em relacdo a amostra do Cearad e a fase IV da compostagem, tanto para
bactérias quanto para fungos (Fig. 2). O maior numero de OTUs compartilhadas esté entre
as amostras de solo, tanto para as bacterianas quanto para as fungicas e, das OTUs presentes
na fase IV da compostagem, apenas 0,316% das OTUs bacterianas e 2,27% das OTUs
fangicas sédo exclusivas dessa amostra. Entre as amostras de solo rizosférico e da fase 1V, ha
um maior compartilhamento de OTUs entre as amostras da fase IV e a do solo da Bahia, para
ambas as comunidades microbianas e, menos de 4% de todas as OTUs sédo compartilhadas

entre as trés amostras.

A B
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Figura 2: Diagrama de Venn mostrando as OTUs Unicas e compartilhadas entre as amostras do solo rizosférico
da Bahia (BA), do Ceara (CE) e da fase IV (composto maduro) da compostagem, com as suas respectivas
porcentagens.

As OTUs Unicas e compartilhadas que apresentaram classificacdo estdo descritos no
apéndice E. Os géneros bacterianos: Bacillus, Oceanobacillus, Ammoniphilus, Paenibacillus
e fungicos: Aspergillus, Penicillium, Mortierella foram observados em todas as amostras.
Para as fases da compostagem, mais de 50% das OTUs sé&o exclusivas de cada fase (total de
50.36% das OTUs bacterianas e 58.3% total das OTUs fungicas) (Apéndice F), ressaltando
ainda mais a diferenca na composi¢cdo microbiana entre as fases ao longo do sistema de

compostagem.

3.2. Deteccao de géneros microbianos benéficos a cultura de bananeira

Alguns microrganismos sdo descritos na literatura com atua¢do na promocao do
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crescimento vegetal, bem como no controle bioldgico de (micro)organismos que causam
doencas na bananeira, como o fungo Foc e o nematoide Rodophilus similis, ambos presentes
no mais variados tipos de solo e, alguns géneros associados ao controle desses organismos e
apromocéao do crescimento de bananeira estdo descritos no apéndice C. Uma busca por OTUs
correspondentes a microrganismos associados ao controle de patdgenos (Bacillus,
Pseudomonas, Streptomyces, Serratia, Paecilomyces, Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma) e ao crescimento vegetal (Streptomyces, Serratia, Pseudomonas) de bananeira
foi realizada nos dados das amostras de solos da Bahia e do Ceard, e da fase IV da
compostagem, fase que representa o composto “maduro”, pronto para a aplicacdo em tais
areas de plantio de bananeira (Fig. 3).

Microrganismos potenciais para o desenvolvimento vegetal e controle de patégenos
do solo, contribuem para tornar um solo supressivo e aumentar a produtividade da cultura
agricola e, dentre os géneros destacados no apéndice C, foi observada uma semelhanca na
riqueza para as amostras de solo do Ceara, que apresentou 7 géneros, enquanto da Bahia 6.
Entretanto, em relacdo a abundancia, os géneros Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus e
Penicillium foram mais numerosos no solo da Bahia em contraste ao do Ceard, que
apresentou maior abundancia para 0s géneros Streptomyces e Fusarium. O género
Trichoderma foi observado em baixa abundancia na microbiota das areas do Ceara e nao foi
detectado nas areas estudadas da Bahia.

A fase IV da compostagem, semelhante as amostras de solo, apresentou dominancia
do género Bacillus. Dentre os demais géneros analisados, observou-se a presenca de
Penicillium e Aspergillus e a auséncia do género Fusarium. Os géneros Serratia e

Paecilomyces nao foram detectados em nenhuma das trés amostras em estudo.
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Figura 3: Abundancia dos principais géneros associados ao controle de Foc e do R. similis e & promocédo do
crescimento vegetal da bananeira nas amostras de solo rizosférico da Bahia e do Ceara e da fase 1V da
compostagem.

3.3. Indices de diversidade microbiana

Os indices de diversidade microbiana foram calculados ap6s normalizacdo das
amostras (Tabela 1). O nimero de OTUs bacterianas e fngicas observadas foi maior nas
amostras de solo rizosférico da Bahia em relacdo as amostras do Ceara. Os indices de riqueza
de espécies, Chaol e ACE, e de diversidade, Shannon e Simpson, apresentaram pouca
variacdo entre as amostras de solo rizosférico da Bahia e do Ceara.

Ja no sistema de compostagem, o maior numero de OTUs bacterianas foi observado
nas fases | e Ill, enquanto que para fungos, nas fases Il, Il e V. Este padréo refletiu nos
indices de riqueza de espécies tanto de bactérias como de fungos. Entretanto quando se
observa os indices de diversidade de espécies bacterianas, verifica-se que as diferentes fases
apresentaram valores semelhantes e que as fases Il e Ill apresentam maiores indices de
diversidade para fungos, provavelmente por apresentarem maiores valores de equitabilidade
que as fases I e IV.
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Tabela 1: Analises de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUs) com 97% de identidade de sequéncias, estimadores de riqueza Chaol e ACE (Abundance-
Based Coverage Estimator), estimadores de diversidade (Shannon e Simpson), cobertura de sequenciamento, equitabilidade das OTUs dentro das amostras em
nivel de género nas duas amostras de solo rizosférico e nas diferentes fases do sistema de compostagem, baseadas nas regides VV3-V4 do gene 16S rRNA de bactérias
e da regido ITS do gene 18S rRNA de fungos.

Solo
Amostras Sequéncias  OTUs Cobertura Equitabilidade Chaol ACE Shannon Simpson
Bahia 51.925 12.772 0,9789 0,79 4786,47 4853,92 9,41 0,9911
Ceara 51.925 12.062 0,9786 0,81 4996,34 5060,8 9,61 0,9937
Compostagem
Bactérias Amostras Sequéncias  OTUs Cobertura Equitabilidade Chaol ACE Shannon Simpson
37.689 662 0,9959 0,44 600,27 605,01 3,77 0,8087
1 37.689 407 0,9969 0,47 455,64 473,51 3,85 0,8650
i 37.689 699 0,9961 0,47 601,05 586,37 3,95 0,8546
v 37.689 571 0,9970 0,54 486,99 491,35 4,44 0,8937
Solo
Amostras Sequéncias  OTUs Cobertura Equitabilidade Chaol ACE Shannon Simpson
Bahia 6.217 1.145 0,9913 0,44 237,64 239,82 3,34 0,6523
Ceara 6.217 881 0,9909 0,47 248,82 245,10 3,52 0,7423
Compostagem
Fungos Amostras Sequéncias  OTUs Cobertura Equitabilidade Chaol ACE Shannon Simpson
| 3.025 87 0,9942 0,30 59,09 68,11 1,65 0,4926
I 3.025 136 0,9920 0,53 114,37 104,48 3,36 0,7881
i 3.025 127 0,9932 0,53 108,51 106,74 3,45 0,7372

v 3.025 139 0,9911 0,17 123,06 100,72 0,94 0,2212
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3.4. Andlise multivariada

A andlise multivariada CAP (Constrained Analysis of Principal Coordinate or
Distance-based in RDA) foi realizada para analisar a influéncia de componentes fisico-
quimicos do solo sobre as amostras de rizosfera do Ceara e Bahia (Fig. 4). As condi¢fes do
solo foram responsaveis por explicar a distribuicdo e agrupamento das comunidades
bacterianas em 72.89%. Deste total, 46.8% sdo explicados pelo eixo 1 na analise de
componentes principais, enquanto o eixo 2 apresenta uma explicagdo de 26.09%. Para as
comunidades fungicas, a distribuicdo destas esponderam 54.44% aos fatores do solo, sendo
33.66% explicado pelo eixo 1 e 21.22% pelo eixo 2. A andlise destaca o0 agrupamento das
amostras por Estado, tanto para as comunidades bacterianas quanto para as fungicas (Figura
4 A e B), com os componentes ambientais apresentando influéncia nesta distribui¢do das
comunidades bacteriana e fungica das amostras do Ceara, sendo o potassio (K) e o fésforo
(P) os mais representativos, ja para as comunidades fungicas, a matéria organica foi o fator

mais representativo para ambas as amostras (Fig. 4B).
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Figura 4: Andlises de coordenadas principais geradas utilizando as matrizes de distancia UniFrac (para
bactérias) e Bray-Curtis (para fungos), utilizando os dados de composi¢do microbiana e dados quimicos das
amostras de solo das duas areas - (A) comunidades bacterianas e (B) comunidades flngicas - e de variaveis
ambientais. MO: matéria organica; P: fosforo; K: potassio; Ca: calcio; Mg: magnésio; CTC: capacidade de troca
catidnica; V: indice de saturagdo de bases; pH.

Cada circulo do gréafico representa uma repeticdo das amostras dentro de cada area, consistindo em dezesseis
pontos nas areas da Bahia e dezesseis pontos nas areas do Ceara.

A analise de coordenadas principais (PCoA), com base nas matrizes de distancia
UniFrac para bactérias e Bray-Curtis para fungos, das comunidades microbianas revelou

significativa diferenca entre as comunidades microbianas das amostras de solo rizosférico e
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do composto organico (Fig. 5), confirmada pela analise ANOSIM (bactérias: r = 0.784; p =
0.001. Fungos: r = 0.664; p = 0.001). Uma maior dissimilaridade da comunidade bacteriana
foi observada entre a fase 1V e o solo rizosférico do Ceard, em contrapartida, a composi¢do

fangica da fase IV apresenta maior dissimilaridade em relacdo ao solo rizosférico da Bahia.
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Figura 5. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada nas matrizes de distancia UniFrac e Bray Curtis
para o agrupamento das comunidades bacterianas (A) e fingicas (B) das amostras de solo da Bahia e do Ceara
e das fases da compostagem, de acordo com a composicao e abundancia.

E possivel observar a distribuicio dos pontos amostrais do solo rizosférico agrupados
por Estado, principalmente para as comunidades bacterianas. E, para a compostagem, um
agrupamento definido pelas fases, sendo a fase | e a IV as mais dissimilares, tanto para as

comunidades bacterianas quanto para as flngicas.

4. Discussao

A analise da estrutura e diversidade microbiana pela abordagem independente de
cultivo gerou conhecimento e entendimento da composicao e diversidade microbiana de solo
sob cultivo de bananeira de plantio comercial em areas situadas em dois diferentes Estados
do Nordeste Brasileiro, bem como das fases de um sistema de compostagem, da qual o

composto orgénico maduro é utilizado para a fertilizacdo do solo. Tais analises permitiram
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uma investigacdo com maior abrangéncia e representatividade da diversidade de espécies
presentes nestas comunidades microbianas, o que podera contribuir para um melhor manejo
do solo e controle de doencas de plantas veiculadas pelo solo (Mande et al., 2012; Finley et
al., 2015, Xue et al., 2015).

As diferencas na riqueza e diversidade de espéecies microbianas entre as amostras de
solo rizosférico e composto organico, observada ao longo das diferentes anélises realizadas,
sdo reflexos das particularidades de cada ambiente. A regido rizosférica funciona como um
habitat rico em nutrientes, pois as raizes das plantas liberam exsudatos de diferentes
composicdes e pesos moleculares (aminoécidos, enzimas, acidos organicos, acucares,
vitaminas, dentre outros recursos), dependendo da espécie vegetal, idade da planta e/ou das
condi¢cBes ambientais, os quais servem como fonte de carbono disponivel para os
microrganismos (Philippot et al., 2013; Reinhold-Hurek et al., 2015; Steinauer et al., 2016).
Assim, a abundancia de grupos especificos de microrganismos na regido rizosférica,
principalmente em nivel de género, é superior quando comparada ao longo da massa do solo
e também a um sistema de compostagem, dada a riqueza de determinadas fontes de nutrientes
prontamente disponiveis na rizosfera (Palaniyandi al., 2013; Pii et al., 2015; Reinhold-Hurek
et al., 2015; Tan et al., 2017). Em contrapartida, o sistema de compostagem apresenta em
suas diferentes fases alteracdes marcantes de fatores determinantes para o estabelecimento
de comunidades microbianas, como a concentracdo de oxigénio, temperatura, COmposi¢éo
do material inicial, pH, umidade, tamanho das particulas, dentre outros, o que seleciona
especificos grupos microbianos (Yu et al., 2007; Lopez-Gonzélez et al., 2015; Ren et al.,
2016).

A diferenca nos indices de diversidade microbiana entre as amostras de solos
rizosféricos da Bahia e Ceara (Tabela 1), representado pelo indice de Shannon, em funcgéo da
equitabilidade e riqueza de espécies, € observado também pelo nimero de OTUs
compartilhadas entre estas amostras. Os filos bacterianos Acidobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes, Proteobacteria e os filos fugicos Ascomycota, Basidiomycota e
Mortierellomycota (Fig. 2A e B), sdo os dominantes nas diferentes amostras. Filos estes que
sdo encontrados em diferentes tipos de ambientes (Wang et al., 2016; Zhang et al., 2016; Xu
et al., 2017; Shen et al., 2019), uma vez que compreendem grupos relacionados a diversas

funcbes ambientais, sendo uma de grande importancia, a promocao do crescimento vegetal,
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com os filos Proteobacteria, Firmicutes e Acinobactéria, 0s quias compreendem um maior
namero de espécies ja identificadas como promotoras do crescimento vegetal, capazes de
colonizar ambientes com caracteristicas variadas (Yadav et al., 2017). A dominéancia de
grupos microbianos, tanto de bactérias quanto de fungos, pode ser explicada pelo fato que
em ambos os Estados prevalece a pratica do monocultivo de bananeira por mais de 10 anos,
0 que limita a estrutura microbiana (Philippot et al., 2013), uma vez que ha apenas um
genotipo vegetal predominante (bananeira) e, consequentemente, os exsudados radiculares
liberados nas rizosferas sao pouco diversificados (Qin et al., 2016; Andreote et al., 2017).

Além dos fatos descritos acima, as praticas culturais aplicadas em ambas as areas de
cultivo sdo as mesmas, 0 que também pode ter contribuido para a dominéncia de alguns
grupos de microrganismos entre as areas. Tais praticas culturais consistem na aplicacéo
quinzenal de Trichoderma, género ja descrito como eficaz no controle bioldgico de
fitopatdgenos do solo, como o fungo causador do mal-do-Panama, Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, que é um dos problemas enfrentados nos bananais da empresa, e calagem, que
auxilia na correcdo da acidez do solo e na diminuicdo da proliferacdo de fungos
fitopatogénicos no solo (Bissett et al., 2011; Wang et al., 2015; Goss-Souza et al., 2017).

Mesmo sendo aplicado nas areas de estudo, o genéro Trichoderma apresentou uma
baixa prevaléncia nas amostras. Tal resultado pode estar associado a viabilidade do indculo
e a taxa de sobrevivéncia deste no solo, frente a competitividade com a microbiota endémica
das areas. Mostrando, com isso, a importancia de conhecer a estrutura, diversidade e
abundancia das comunidades microbianas da regido rizosférica estudada, bem como as
condicGes adaptativas de indculos microbianos antes da aplicacdo deste no solo e
principalmente apds aplicacdo para saber se 0 mesmo permanece presente (Xue et al., 2015;
Li et al., 2018).

Entretanto, foi verificada a presenca nas amostras estudadas de géneros microbianos
ja descritos na literatura como eficientes para o controle de fitopatdgenos importantes, como
o fungo Foc e o nematoide Radopholus similis, para o cultivo de bananeiras (Fig. 2). Tais
géneros benéficos como Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Penicilium, Aspergillus
atuam tanto pela acdo antagbnica, como também pela promocao de crescimento da planta
(Lim & Kim, 2009; Islam et al., 2014), sendo o género Bacillus o mais abundante em todas

as amostras, corroborando com Xue et al. (2015) ja sendo descrito como o mais abundante
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em solo rizosférico de bananeira e presente em todas as fases da compostagem, como descrito
por Zhou et al. (2016). Estes, além dos géneros Azoarcus, Brevibacterium, Nocardioides,
Paenibacillus, sdo de fundamental importancia para a manutencéo da satde do solo (Xue et
al., 2015; Yadav et a., 2017) e também para o bom desenvolvimento da planta, atuando na
producdo de hormdnios do crescimento vegetal, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
minerais, producdo de sideroforos ou mesmo de substancia que atuem diretamente contra
fitopatogenos (Barea et al., 2005; Palaniyandi et al., 2013; Wu et al., 2015; Yadav et al.,
2017).

Adicionalmente, o género Mortierella dominante em ambas as amostras de solo
rizosférico é também considerado de grande importancia para culturas agricolas por estar
relacionado a promocéo de crescimento da planta (Borrell et al., 2017). O género Mortierella
auxilia tanto culturas agricolas, como fungo micorrizico na captacéo de fésforo no solo, como
também considerado eficiente decompositor de matéria organica (Li et al., 2018a; Osorio &
Habte, 2010). Li et al. (2018b) constataram que a fertilizacdo orgéanica aumenta
significativamente a abundancia deste género, tanto na regido rizosférica quanto em todo o
corpo do solo. Este género pertence ao filo Mortierellomycota, 0 mais abundante detectado
nas amostras de solo rizosférico, o qual era classificado como Zygomycota, caracterizado por
compreender fungos em sua maioria saprofiticos, decompositores de matéria organica,
embora alguns fungos deste grupo podem se comportar como patégenos oportunistas (Lin et
al., 2014, Spatafora et al., 2016; Tedersoo et al., 2018).

Apesar da variacdo na abundéancia, filos dominantes também foram observados entre
as fases da compostagem: os bacterianos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria, e 0s
filos fangicos Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota (Fig. 1C e D). Entretanto, em
niveis taxonémicos mais profundos, como género, foi possivel observar uma sucessao
microbiana entre as fases da compostagem, o que é observado também pelo nimero de OTUs
compartilhadas, em que apenas 17,6% das OTUs bacterianas e 12,1% das OTUs fungicas
foram compartilhadas, apresentando mais de 50% das OTUs tanto bacterianas quanto
faungicas, Unicas entre as diferentes fases. O género identificado presente em todas as fases,
foi 0 género Candida, com uma dominancia de 82,6% na fase I, como reflexo direto da
utilizacdo do levedo de cerveja como um dos residuos da compostagem, género este

dominante neste tipo de residuo (Mussatto et al., 2005) e chegando até a fase IV, no composto
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maduro, com apenas 0,8%. A variacdo da abundancia deste género € em decorréncia das
alteracdes de temperatura, pH ao longo das fases de compostagem (Zhou et al., 2016).

O composto organico, além de atuar como uma pratica ecologicamente correta,
reduzindo o acumulo de residuos agropecudrios (Pérez-Piqueres et al., 2006; Ren et al.,
2016), no solo, atua levando diferentes nutrientes, na eliminacdo de microrganismos
patogénicos e/ou seus propagulos ao longo das fases, reduzindo a necessidade de aplicacdo
de fungicidas (Zhou et al., 2016), os quais causam sérios problemas na satde humana e do
solo, além de veicular microrganismos benéficos que ajudam a tornar o solo supressivo
auxiliando no controle de fitopatogenos (Pérez-Piqueres et al., 2006; Zhou et al., 2016). A
auséncia do género Fusarium na fase IV da compostagem (Fig. 3) foi um bom indicativo que
ha a eliminacdo do Foc ao longo do processo de compostagem e que 0 composto organico
maduro € aplicado no solo livre deste patdgeno (Yu et al., 2007). A auséncia de Fusarium no
composto maduro, bem como a presenca de géneros importantes para o controle bioldgico
do mesmo, pode ter contribuindo para a baixa incidéncia de FOC nas &reas avaliadas, bem
como para um futuro isolamento de microrganismos que possam ser utilizados como
biocontroladores de fitopatogenos.

Como mostrado na Tabela S1, os componentes avaliados do solo (matéria organica,
fésforo, potassio, célcio, magnésio, capacidade de troca cationica e indice de saturacdo de
bases) ndo apresentaram alta variacdo entre as duas areas, isso devido a ambas as areas
estarem sob manejo agricola ha longo tempo e a preocupa¢do com a nutricdo do solo ser
indispensavelmente considerada visando uma maior produtividade (Piromyou et al., 2011,
Larkin et al., 2015). Embora as condi¢bes edafoclimaticas de cada local e fase de
compostagem influenciem significativamente na estrutura e diversidade de comunidades
microbianas (Zhang et al., 2013; Xu et al., 2017), a disponibilidade de material organica e
outros nutrientes no solo, pH e tipo de solo, influenciam ndo sé a estrutura e diversidade,
como também a resposta fisioldgica desses microrganismos no solo (Sradnick et al., 2013;
Xu et al., 2017; Jansson & Gang, 2018).

5. Conclusotes

Em ambas as areas de plantio de bananeira, nos dois Estados, os filos dominantes

foram  Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Ascomycota,
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Basidiomycota e Mortierellomycota. Houve pouca variacdo nos indices de diversidade entre
as amostras de solo, embora diferencas na composicdo e abundancia relativa de familias e
géneros, géneros como Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Penicilium e Aspergilus foram
detectados nas trés amostras analisadas. A presenca de tais géneros indica que nessas areas
h& microrganismos com potencial biotecnolédgico, que podem ser isolados, investigados e,
posteriormente, serem utilizados em inoculantes. A auséncia do género Trichoderma nas
amostras de solo rizosférico da Bahia e a baixa incidéncia nas amostras do Ceara representa
a ineficiéncia do processo de inoculacdo do Trichoderma nestas areas ou mesmo a
inviabilidade do indculo ou sua incapacidade de estabelecimento nestes solos. E necessaria
uma melhor investigacdo do que pode estar causando a baixa incidéncia desse género nestas
areas.

O composto organico é um importante veiculo de microrganismos potencialmente
benéficos para a pratica da bananicultura, sendo verificada a presenca dos géneros Bacillus,
Penicilium e Aspergilus, importantes para o controle de patégenos de bananeira e promogéo
de crescimento da planta e, por outro lado, ndo veicula um patégeno de grande impacto para
a producdo de banana, o Fusarium oxusporum f. sp. cubense, ndo sendo observada a presenca

do género Fusarium no composto maduro.
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7. Apéndices

Apéndice A - Pardmetros ambientais avaliados nas amostras estudadas.
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Solo
g/dms3 mg/dm?3 mmolc/dm? mmolc/dm -3 %
Estados  Amostras oH OM P K Ca Mg CTC V%
Bal 6,2 13 44 15 15 4 36 68
Bahia Ba2 6,5 22 83 2,9 22 7 47 68
Ba3 6,3 15 29 1,2 14 14 44 43
Ba4d 7,4 17 52 34 61 10 87,4 85,1
Cel 6,5 22 90 35 22 8 50 68
Ceard Ce2 7,4 18 40 35 55 11 84,5 82,2
Ce3 70 24 110 41 47 8 74 80
Ce4 6,8 5 69 21 35 8 61 74
Compostagem
[ | g/dm® [ %
Fases pH MO P K Ca Mg N S Zn Fe Mn Na B C/IN U
| 78 745 201 38 663 62 26 63 04 46 06 24 005 52 507
1 78 86,7 196 38 54 57 28 63 05 48 05 284 005 56 443
11 81 97 22,1 41 562 65 28 61 05 45 04 29 005 6,3 38
v 88 718 208 28 598 58 22 03 04 46 05 244 004 59 14
Analise cedida pela empresa Sitio Barreiras Ltda.
A B C
100 — — 100 — 100 — 100 —
80 — 80 — 80 —
b sl 29.77 = = e
z E: E £
T 60 3 T 60 3 60—
2 = = =
E 1702 E E E
£ 40 4 2 2 40 g 40
< 12.12 < < <
20 - 20 | 20
0 — ———_ 0 | 0
BA CE BA CE
_  Solo Compostagem
4 Bactéria N
B Acidobacteria Chlorobi B Firmicutes Nitrospirae ® RBG-1 (Zixibacteria) W Verrucomicrobia
B Actinobacteria Chloroflexi Gemmatimonadetes W Omnitrophica SBR1093 Unassigned
B Armatimonadetes Cyanobacteria Gracilibacteria Parcubacteria B Spirochactae
B Bacteroidetes N Elusimicrobia Ignavibacteriac Planctomycetes W TM6 (Dependentiac)
m Chlamydiac B FCPU426 Latescibacteria B Proleobacteria W Tectomicrobia
Fungo
B No blast hit B Basidiomycota B Calcarisporiellomycota B Morticrellomycota Rozcllomycota
\ B Ascomycota B Blastocladiomycota Glomeromycota B Mucoromycota Unidentified Y,

Apéndice B - Abundancia relativa dos filos de bactérias (A e C) e fungos (B e D) nas amostras de solo
riszosférico de bananeira de dois Estados Brasileiros (BA: Bahia; CE: Ceard) e em quatro fases de um sistema
de compostagem (1, I1, 111, 1V).



Apéndice C - Principais organismos descritos associados a cultura da bananeira.
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Género Agente de biocontrole (Micro)Organismo alvo Referéncia
Bacillus Bacillus amyloliquefaciens Foc* Xue et al., 2015
Pseudomonas ssp. Foc Pushpavathi et al., 2016
Bactéria Pseudomonas Pseudomonas florescens Radopholus similis http://www.promusa.org/Radopholus+similis;
Pushpavathi et al., 2015
Streptomyces Streptomyces violaceusniger Foc Getha & Vikineswary 2002; Getha et al., 2005
Serratia Serratia marcescens Foc Tan et al., 2015
i Trichoderma ssp. Foc Pushpavathi et al., 2016
Trichoderma : — ;
Trichoderma viride Foc Pushpavathi et al., 2015
Paecilomyces Paecilomyces lilacinus Radopholus similis http://www.promusa.org/Radopholus+similis
Fungo Paecilomyces oxalicum Radopholus similis http://mwww.promusa.org/Radopholus+similis
Penicillium Penicillium anatolicum Radopholus similis http://mwww.promusa.org/Radopholus+similis
Penicillium oxalicum Radopholus similis http://mwww.promusa.org/Radopholus+similis
Aspergillus Aspergillus niger Radopholus similis http://www.promusa.org/Radopholus+similis

*Fusarium oxysporum f. sp. cubense.



Apéndice D - Géneros de bactérias (16S) e de fungos (ITS1) mais abundantes dentre todos identificados com abundancia relativa superior a 0.5%.
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16S ITS1
Abundancia Relativa (%) Abundancia Relativa (%)

Géneros Bahia Ceara I 1 Il v Géneros Bahia | Ceard | | 1l 11l v
Mycobacterium 1.1 0.1 - - - - Westerdykella 0.8 0.4 - - - -
Acidothermus 1.1 0.1 - - - - Lepidosphaeria 0.1 1.4 - - - -
Streptomyces 0.8 0.5 - - - - Aspergillus 2.9 1.1 0.3 1.9 1.8 0.7
Flavobacterium 0.1 1.7 - - - - Knufia 1.3 0 - - - -
Terrimonas 0.7 0.4 - - - - Fusarium 0.4 0.7 - - - -
Bacillus 8.9 6.2 7.4 48 28.5 114 Verticillium 0.9 0 - - - -
Oceanobacillus 0.9 0.3 0.4 3.6 20.4 12.6 Phialemoniopsis 1.0 0 - - - -
Ammoniphilus 1.0 0.8 - - - - Ganoderma 5.8 0.6 - - - -
Paenibacillus 0.8 0.8 - - - - Rhodotorula 1.3 0.7 - - - -
Sporosarcina 0.9 0.6 40.2 7.0 0.4 0 Mortierella 51.8 46.8 - - - -
Nitrospira 1.0 3.1 - - - - Preussia - - 0.2 5.9 0.5 0.2
Bradyrhizobium 0.7 0.4 - - - - Candida - - 826 | 424 203 |08
Pedomicrobium 0.6 0.9 - - - - Debaryomyces - - 0 3.1 17 0.3
Rhizomicrobium 14 0.5 - - - - Pisolithus - - 0.1 5.9 3.9 0.2
Variibacter 1.8 1.4 - - - - Rhizomucor - - 13.7 | 2.7 2.0 0
Sphingomonas 1.9 0.6 - - - - - - - - - - -
Haliangium 0.6 0.6 - - - - - - - - - - -
Aquicella 0.8 0.5 - - - - - - - - - - -
Pseudomonas 3.1 2.2 - - - - - - - - - - -
Corynebacterium 1 - - 4.4 0.5 1.8 0.1 - - - - - - -
Gordonia - - 0 0 0.4 2.9 - - - - - - -
Georgenia - - 0 0 0.2 1.9 - - - - - - -
Enteractinococcus - - 0 0.9 0.5 0.9 - - - - - - -
Nesterenkonia - - 0 0 0.3 2.7 - - - - - - -
Cerasibacillus - - 0.1 2.9 2.9 0.1 - - - - - - -
Gracilibacillus - - 0 0.3 2.8 3.0 - - - - - - -
Pseudogracilibacillus - - 0 6.2 3.0 1.3 - - - - - - -
Sinibacillus - - 0.5 8.8 3.0 1.0 - - - - - - -
Jeotgalicoccus - - 6.1 0.1 0.2 0.1 - - - - - - -
Salinicoccus - - 0 0.2 1.2 0.5 - - - - - - -
Staphylococcus - - 1.6 0.1 0.1 0.9 - - - - - - -
Lactobacillus - - 1.6 0.1 1.0 0 - - - - - - -
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Caldicoprobacter - 2.4 1.6 0.1 0.1 - - - - - - -
Tepidimicrobium - 1.2 1.6 0.5 0.1 - - - - - - -
Paenalcaligenes - 0 1.8 0 0 - - - - - - -
Oceanisphaera - 3.1 0 0 0 - - - - - - -
Aliidiomarina - 0 0 0 5.5 - - - - - - -
Halomonas - 0 0.3 0.8 15.2 - - - - - - -
Psychrobacter - 7.9 0.5 0 0 - - - - - - -

Apéndice E - Géneros identificados Gnicos e compartilhados entre as diferentes amostras de solo rizosférico e da fase 1V da compostagem.

Amostras Geéneros bacterinaos Géneros flngicos
Blastococcus, Geodermatophilus, Lysinimonas, | Dictyocheirospora, Curvularia, Cladophialophora,
Pseudarthrobacter, Actinoplanes, Dactylosporangium, | Rasamsonia, Auxarthron, Scytalidium, Myxocephala, Chalara,
Micromonospora, Actinoallomurus, Flavitalea, Niabella, | Knufia, Isaria, Petriellopsis, Pseudallescheria,
Mucilaginibacter, Pedobacter, Thermosporothrix, | Phialemoniopsis, Halorosellinia, Xylaria, Cystolepiota,
. Lysinibacillus, Turicibacter, Phenylobacterium, | Psilocybe, Catenaria
Bahia . ) . o
Microvirga, Roseiarcus, Pseudolabrys, Acidicaldus,
Acidiphilium, Acidisphaera, Dongia, Skermanella,
Altererythrobacter, Sphingobium, Burkholderia-
Paraburkholderia, Sphaeratilus, Variovorax,
Polyangium, Klebsiella, Steroidobacter
Chryseobacterium, Dinghuibacter, Hydrogenispora, | Botryosphaeria, Teratosphaeria, Jahnula, Stagonospora,
Lachnoclostridium, Sporomusa, Leptospirillum, | Periconia, Ascobolus, Leptodiscella, Trichoderma, Fusicolla,
Ceara L . - . .
Achromobacter, Azohydromonas, Pelomonas, | Naganishia, Calcarisporiella, Leiothecium
Sulfurifustis, Polycyclovorans, Pedosphaera
Gordonia, Georgenia, Brevibacterium, Brachybacterium, | Preussia. Candida. Debaryomyces. Pisolithus. Rhizomucor
Leucobacter, Kocuria, Nesterenkonia, Sanguibacter,
Longispora, Saccharomonospora, Nocardiopsis,
Truepera, Caldalkalibacillus, Cerasibacillus,
Fase IV Gracilibacillus, Lentibacillus, Virgibacillus,
Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Staphylococcus,
Melghirimyces, Alkalibacterium, Atopostipes,

Caldicoprobacter, Tepidimicrobium, Azoarcus,
Marinimicrobium, Alcanivorax, Halomonas, Defluviitoga

Bahia + Ceara

Bryobacter, lamia, Mycobacterium, Acidothermus,
Paenarthrobacter, Luedemannella, Nocardioides,
Pseudonocardia, Streptomyces, Rubrobacter, Gaiella,
Solirubrobacter, Flavobacterium, Flavisolibacter,

Phoma, Westerdykella, Lepidosphaeria, Roussoella,
Phialophora, Talaromyces, Metacordyceps, Acremonium,
Stachybotrys,  Fusarium,  Scedosporium, Pestalotiopsis,
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Niastella, Parafilimonas, Terrimonas, Neochlamydia,
Roseiflexus, Alicyclobacillus, Tumebacillus,
Brevibacillus,  Cohnella, Kurthia,  Sporosarcina,
Gemmatimonas,  Nitrospira, Gemmata, Pirellula,
Planctomyces, Hirschia, Woodsholea, Bradyrhizobium,
Devosia, Hyphomicrobium, Pedomicrobium,
Rhodomicrobium, Rhodoplanes, Mesorhizobium, Ensifer,
Rhizobium,  Bauldia, Nordella, Rhizomicrobium,
Variibacter, Reyranella, Sphingomonas, Sphingopyxis,
Acidovorax, Piscinibacter, Massilia, Noviherbaspirillum,
Vogesella, Bdellovibrio, Anaeromyxobacter, Haliangium,
Phaselicystis, Sorangium, Aquicella, Coxiella,
Pseudomonas, Arenimonas, Lysobacter, Acidibacter,
Opitutus, Chthoniobacter, Luteolibacter

Stromatoneurospora, Geastrum, Ganoderma, Trechispora,
Rhodotorula, Geminibasidium

Bahia + Fase IV

Pseudogracilibacillus, Sinibacillus

Ceara + Fase IV

Bahia + Ceara + Fase IV

Bacillus, Oceanaobacillus, Ammoniphilus, Paenibacillus

Aspergillus, Penicillium, Mortierella




A
II 101
206 140
I (15.7%) (10.7%) v
58 70 22
(443%)  (535%)  (1.68%)
219 58 32 95
(16.7%) (4.43%) (2.44%) (7.26%)
43 231 32

3.28% 17.6% 2.67%
(3.28%) SRR
(1.91%)  (3.28%)

219
(16.7%)

Bactérias
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B
I 111
71 53
(17.9%) (13.4%) v
12 14 7
(3.03%)  (3.54%)  (1.77%)
42 7 8 65
(10.6%) (1.77%) (2.02%) (16.4%)
10 48 16

(2:53%) _ (12.1%) _ (4.04%)
(1.77%)  (5.81%)

13
(3.28%)

Fungos

Apéndice F - Diagrama de Venn mostrando as OTUs Unicas e compartilhadas entre as areas do solo rizosférico da
Bahia e do Ceara (A — Bactéria, B — Fungo), com as suas respectivas porcentagens; e das quatro fases da compostagem

(C — Bactérias, D — Fungos.
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Capitulo 2
Isolamento e caracterizacdo de actinobactérias de solo sob cultivo de bananeira e de

composto organico com potencial para o controle de patégenos

Resumo

As doencas microbianas causadas por fungos e bactérias sdo responsaveis por inimeras perdas
econdmicas no setor agropecuario. Neste cenario o surgimento de microrganismos resistentes a
agroquimicos tém criado uma necessidade urgente de descoberta de novas ‘drogas’
antimicrobianas de origem natural. Uma das fontes mais promissoras e produtoras de novos
antibidticos sdo bactérias do filo Actinobacteria. Este filo engloba bactérias Gram positivas
amplamente distribuidas na natureza. Neste trabalho, 62 actinobactérias foram isoladas e
caracterizadas fenotipicamente e em nivel molecular. A partir das anélises foram identificados 5
géneros:  Pseudonocardia (8), Brevibacterium (1), Streptomyces (50), Kitasatospora (2) e
Micrococcus (1). O potencial antagonista dos isolados foi avaliado pelo teste de cultura pareada
contra os fungos filamentosos Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), Colletotrichum
lindemunthianum raga 89 (CL) e Fusarium oxysporum (FO) ATCC 48112. Doze isolados inibiram
o0 crescimento do Foc, 44 o do CL, 11 do FO, com dez destes isolados apresentando atividade
antagonista contra estes trés fungos. A fim de explorar o efeito destes microrganismos contra o
fungo Foc especificamente, a verificagdo da acdo dos metabdlitos na germinacdo e
desenvolvimento das colbnias foi avaliada pelo teste de difusdo em meio de cultura dos
metabolitos produzidos pelos 12 isolados pelo teste com papel celofane. Os resultados revelaram
diferentes padrdes de acdo dos metabdlitos sobre a germinacao e crescimento das col6nias, sendo
constatada a total inibicdo da germinacdo dos conidios de Foc em placas com a difusdo dos
metabdlitos dos isolados CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50 e CAB-S 69. Para a verificacdo do
espectro de acdo dos metabdlitos produzidos pelas actinobactérias mais promissoras, 0s extratos
aquosos provenientes dos doze isolados pertencentes ao género Streptomyces que inibiram Foc,
foram avaliados contra a levedura Candida albicans ATCC 18804, a bactéria Gram negativa
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope ATCC 27088 (APP) e a bactéria Gram positiva
Staphylococcus aureus ATCC 6538. O extrato bruto do isolado CAB-C 50 apresentou atividade
inibitoria contra C. albicans, o dos isolados CAB-C 24, CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-S 69, CAB-
S 71, CAB-S 72 e CAB-S 96 contra APP e o dos isolados CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-S 67,
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CAB-S 69 e CAB-S 70 mostraram atividade contra S. aureus. Assim, dentre as actinobactérias
isoladas e identificadas neste trabalho, ha isolados promissores para o controle bioldgico de
fitopatdgenos assim como potenciais produtores de antibidticos com espectro de acdo contra

diferentes microrganismos patogénicos de humanos e animais.

1. Introducéo

As actinobactérias, bactérias Gram positivas com um alto contetido de guanina e citosina
(%GC) em sua maioria (Solano et al., 2009; Chandra & Chater, 2013), sdo consideradas as fontes
mais prolificas de metabolitos secundarios conhecidas até o0 momento, o que inclui compostos de
acdo antitumoral, herbicidas, bactericidas, fungicidas, biofertilizantes e ainda podem atuar
eficientemente na biorremediacdo de &reas contaminadas além de serem responsaveis por cerca de
45% dos antibidticos descobertos e utilizados na atualidade, o que é reflexo do seu extenso
conteudo genético, clusters de genes relacionados a diferentes vias biossintéticas, com espectro
amplo de atividades bioldgicas, aplicaveis a agricultura e industria farmacéutica, por exemplo
(Hamedi et al., 2015; Azarakhsh et al., 2017; Betancur et al., 2017; Aparicio et al., 2018; Kemung
etal., 2018).

As actinobactérias apresentam uma ampla diversidade de formas e fungbes ecoldgicas,
além de expressiva distribuicdo e gama de hospedeiros, sendo encontradas nos mais variados
habitats e em associacdo com distintos organismos (Ventura et al., 2007; Solano et al., 2009;
Chandra & Chater, 2013; Cheah et al., 2015). Estas bactérias pertecem ao filo Actinobacteria, 0
qual compreende seis classes: Rubrobacteria, Thermoleophilia, Coriobacteriia, Acidimicrobiia,
Nitriliruptoria e Actinobacteria, esta Ultima por sua vez, representando mais de 80% das
familias/géneros ja conhecidos deste filo, e a significativa parte dos produtores de antibi6ticos ja
descritos (Bérdy, 2005; Ludwig et al., 2012).

O uso intensivo de antibioticos tem desencadeado, como consequéncia, preocupacdes em
ambito da salde publica (Alvarez et al., 2017; Fisher et al., 2018; Kemung et al., 2018). Bactérias
multirresistentes surgem em decorréncia do uso constante de antibioticos e séo responsaveis por
diferentes quadros de infec¢do nosocomial em todo o0 mundo, juntamente com doengas fungicas
sistémicas em humanos, e isso cada vez mais tem apontado para a necessidade urgente em
descobrir novos compostos capazes de controlar bactérias multirresistentes (Jiang et al., 2018;

Kemung et al., 2018; Xu et al., 2018). Além do uso intensivo e indiscriminado de antibi6ticos, o
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uso de defensivos agricolas para o controle de microrganismos fitopatogénicos tem sido uma
preocupacdo mundial, uma vez que estes representam 0s contaminantes ambientais mais
amplamente distribuidos, atuando como potenciais causadores de efeitos prejudiciais ao ambiente
e a saude humana (Zhang et al., 2013; Alvarez et al., 2017; Aparicio et al., 2018a).

Culturas agricolas de grande importancia econémica sao afetadas por diferentes fatores que
acarretam em perdas significativas de producdo, como os fitopatdgenos (Wairegi et al., 2010;
Wang et al., 2013). As doencas causam mais danos em producdes agricolas que todos os fatores
abidticos juntos, e as causadas por fungos estdo entre as de maior impacto na producédo agricola
(Ploetz et al., 2015a; Fisher et al., 2018). O fungo Fusarium oxysporum é responsavel por causar
murchas vasculares em diferentes espécies vegetais, sendo a espécie mais comum deste género
(Pietro et al., 2003). E a formae especiales cubense (Fusarium oxysporum f. sp. cubense - Foc) é
um dos maios importes desta espécie, o qual é agente etiol6gico da doenca mal-do-Panama, doenca
responsavel por causar perdas significativas na producdo de banana em ambito mundial (Wang et
al., 2013; Ploetz et al., 2015a; Dita, 2018). Diante disso, instituicdes tém buscado alternativas para
potencializar a producdo agricola, fazendo uso de praticas acessiveis para os diferentes grupos
produtores, sustentiveis e ecologicamente corretas, como a utilizagdo de microrganismos no
controle bioldgico e promocdo de crescimento vegetal (Palaniyandi et al., 2013; Zhang et al.,
2017).

Nesse contexto, diferentes ambientes tém sido estudados em busca de espécies bacterianas,
especialmente de actinobactérias capazes de produzir diferentes compostos com potencial
biotecnoldgico, com acdo antimicrobiana frente a diferentes microrganismos resistentes aos
antibidticos atualmente utilizados (Cheah et al., 2015; Mahmoud & Kalendar, 2016; Arocha-Garza
et al.,, 2017; Qeshmi et al., 2018; Xu et al., 2018), como também com potencial para
biorremediacdo de areas contaminadas com agroquimicos, representando uma tecnologia
sustentavel e ecologicamente correta (Kang et al., 2016; Alvarez et al., 2017; Peng et al., 2018).
Na regido rizosférica, por exemplo, um dos filos dominates € o Actinobactéria, o qual apresenta
diferentes grupos de bactérias que desempenham variadas funcdes (Palaniyandi et al., 2013;
Philippot et al., 2013) e este é frequentemente explorado quanto ao seu potencial biotecnoldgico e
antagonismo contra diferentes microrganismos patogénicos de humanos, animais e plantas
(Palaniyandi et al., 2013; Philippot et al., 2013; Alekhya & Gopalakrishnan, 2017).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e selecionar actinobactérias de
amostras de solo de cultivo de bananeira comercial e de um composto organico utilizado para a
adubacdo do solo com atividade antagonista contra os fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum
f. sp. cubense, Colletotrichum lindemunthianum e Fusarium oxysporum; o fungo patdgeno
oportunista humano Candida albicans, bem como contra as bactérias patogénicas Actinobacillus

pleuropneumoniae (suino) e Staphylococcus aureus (animal/ humano).
2. Material e Métodos

2.1. Amostragem e isolamento de actinobactérias

Amostra de solo sob cultivo de bananeira da variedade Grande Naine foi obtida da unidade
de producéo de bananeira, situada na cidade de Missdo Velha - Ceara (latitude: 07° 14' 59" S,
longitude: 39° 08' 35" W) e amostra do composto organico produzido na unidade de producéo
localizada em Ponto Novo - Bahia (latitude: 10° 51' 46" S, longitude: 40° 08' 01" W), ambas
unidades pertencentes a Empresa Sitio Barreiras - LTDA. Para o isolamento das actinobacteérias,
trés diferentes meios de culturas foram utilizados: 1) BDA (batata dextrose agar) (infusdo de
batata, 200 g; 20 g de glicose; 15 g de &gar; pH 7,0, para 1 L de meio de cultura); 2) HVA (Humic
Acid-Vitamin Agar) (Hayakawa & Nonomura, 1987 adaptado) com as seguintes modificagdes:
0,5% de composto organico maduro proveniente da area de coleta [peneirado e esterilizado em
autoclave previamente], 0,5 g de fosfato dissdédico Na2HPOs, cloreto de potassio (KCI) 1,71 g,
sulfato de magnésio - heptahidratado (MgSO4.7H20) 0,05 g, sulfato de ferro (1) - heptahidratado
(FeS0O4.7H20) 0,01 g, carbonato de célcio (CaCOs) 0,02 g, agar 18 g, vitaminas do complexo B,
pH 7,2 para 1 L de meio de cultura) e 3) CA (Composto agar) (1% composto organico maduro, 15
g agar, pH 7.0 para um litro de meio de cultura). Todos os trés meios foram suplementados com
50 mg.L* de ciclohexamida.

Para o preparo da suspensdo, dez gramas de cada amostra foram diluidos em 90 ml de
solucdo salina (NaCl - 0,85%) esterilizada e mantidos sob agitacdo por 30 min a temperatura
ambiente e dilui¢des seriadas foram preparadas. A partir da amostra inicial, uma aliquota de 100
uL das diluicbes 10 e 102 foram utilizadas para o plaqueamento por spread plate (triplicata
experimental para cada amostra/dilui¢do) e incubadas a 27 °C. As placas foram acompanhadas
diariamente por 15 dias e diferentes morfotipos com caracteristicas do grupo das actinobactérias

(como descrito no item abaixo) foram selecionados e transferidos para meio BDA para a obtencdo
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de culturas puras. As culturas puras foram mantidas em glicerol 80% a -80 °C. Culturas utilizadas
para os demais estudos foram mantidas a -20 °C em glicerol 20% (Kampapongsa & Kaewkla,
2015).
2.2. Caracterizacdo morfolégica

As caracteristicas morfologicas e culturais dos isolados foram determinadas por
observacao direta em meio de cultura BDA sélido em placa (90 x 15 mm), ap6s pelo menos sete
dias de incubacéo a 27 °C, podendo se estender a 15 dias no maximo. Foi registrada a presenca de
hifas, micélio aéreo e de esporos quando presentes, por meio de fotografias com auxilio de
microscopio invertido (Olympus 1X70) e microscopio estereoscopio lupa (Olympus SZ61) com
camera digital acoplada, utilizando o programa QCapture Pro 6.0 (Shirling & Gottlieb, 1966;
Hollick, 1995; Kampapongsa & Kaewkla, 2015). A morfologia dos isolados também foi observada
em meio de cultura ISP-2 (International Streptomyces Project) (Extrato de levedura 4 g, extrato
de malte 10 g, dextrose 4 g, gar 20 g, pH 7,3) (Aouiche et al., 2014).

2.3. Extracdo de DNA, PCR do DNAr 16S

O DNA total das culturas puras bacterianas obtidas foi extraido utilizando o Kit comercial
FastDNA™ SPIN KIT (MP Biomedicals) seguindo as recomendacdes do fabricante. A qualidade
e concentracdo do DNA obtido foram avaliadas por analise em eletroforese em gel de agarose
0,8% e por espectrofotometria (NanoDrop 2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific). Uma
solucdo padronizada para a concentracdo de uso de 25 ng/uL foi preparada para todos os DNAs
obtidos.

A regido do DNAr 16S de aproximadamente 640 pares de bases (pb) foi amplificada pela
técnica de PCR no termociclador Mastercycler® ep, Eppendorf utilizando os primers S-C-Act-
235-a-S-20 5’-CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’ e S-C-Act-878-a-A-19 5’-
CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3’ (Stach et al., 2003). Com as seguintes condic¢Oes de reacao:
0,2 UM de cada primer, 200 uM da solugdo de dNTPs, 1,5 mM de MgCl», 1X tampéo da enzima
Go Tag DNA polimerase, 1,25 U da enzima Platinium® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 25
ng de DNA em um volume final de 50 puL. Com as seguintes condi¢Oes de amplificacdo:
desnaturacéo inicial de 95 °C por 4 min, seguido por desnaturacao a 95 °C por 1 min, anelamento
a 62 °C por 45 s e extensdo a 72 °C por 1 min, com estes trés ultimos passos repetidos 35 vezes e

extensdo final 72 °C por 7 min (Stach et al., 2003; Bora et al., 2015). Ap06s o término das reaces,
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5 uL do produto da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2% (condicdes da

corrida: tampédo TBE 1X, 50 min a 90 V) para verificacdo da presenca de amplicons.

2.4. Identificacdo molecular e analise filogenética

Os amplicons obtidos para cada isolado foram purificados e sequenciados em ambas as fitas.
As sequéncias forward e reverse foram analisadas utilizando o programa Sequencher v. 5.4
(https://www.genecodes.com/sequencher) e comparadas com sequéncia do gene rDNA 16S no
banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA) utilizando a
ferramenta bésica de pesquisa de alinhamento local de nucleotideos (BlastN -
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para determinar a afiliacdo taxondmica em nivel de
género. Sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank foram utilizadas para o alinhamento
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o
algoritmo Muscle (Edgar, 2004) no software MEGA v.7 (MEGA, Molecular Evolutionary
Genetics Analysis).

A arvore filogenética foi construida utilizando o algoritmo de agrupamento da Maxima
Verossimilhanga no programa CIPRES 2.0 (Miller et al., 2010; CIPRES, 2018), pela analise
RAXML (RaxML-HPC v.8 on XSEDE), utilizando o modelo GTR + CAT (Stamatakis, 2014) para
a inferéncia filogenética dos isolados. A topologia resultante da arvore foi construida apés 1.000
repeticbes (bootstrap igual a 1.000). A sequéncia do gene DNAr 16S, correspondente a espécie
Coriobacterium glomerans (NR_026170.1 — NCBI), pertencente ao Filo Actinobacteria e a familia
Coriobacteriales, foi utilizada como grupo externo. Uma analise Bayesiana também foi realizada,
utilizando a plataforma CIPRES, com 1.000,000 geracdes da cadeia de Markov de Monte Carlo,
utilizando como modelo evolutivo 0 HKY+G (Hasegawa-Kishino-Yano), e as demais definicoes:
nruns=2, nchains=4, samplefreq=500, printfreq=1000, diagnfreq=5000, relburnin=yes,
burninfrac=0.25, stoprule=yes, stopval=0.01 ((Miller et al., 2011; CIPRES, 2018).

2.5. Atividade antagonista

2.5.1. Microrganismos teste utilizados
Neste trabalho foram utilizados os microrganismos teste Fusarium oxysporum f. sp.
cubense isolado 54P (Foc), doado pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de

Santa Catarina; Colletotrichum lindemunthianum A>-2-3 raca 89 (CL), pertencente a colecao
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fangica do Laboratério de Genética Molecular de Fungos (LGMF)/ Departamento de
Microbiologia, da Universidade Federal de Vicosa (UFV); Fusarium oxysporum (FO) ATCC
48112 INCQS 40144, pertencente a Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitéaria da Fundagdo Osvaldo Cruz - Rio de Janeiro, Brasil - FIOCRUZ. A levedura Candida
albicans ATCC 18804, pertencente a Colecdo de Microrganismos e Células da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), bem como as bactérias Actinobacillus pleuropneumoniae
sorotipo 1 Shope 4074 (APP) doada pelo professor Paul R Langford Imperial College London
(UK) e Staphylococcus aureus ATCC 6538 INCQS 00039 pertencente a Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria da Fundacdo Osvaldo Cruz - Rio de
Janeiro, Brasil - FIOCRUZ.

2.5.2. Atividade antiflngica

A atividade antifungica desempenhada por 62 isolados bacterianos foi testada pelo método
de pareamento de culturas (Kampapongsa et al., 2015) contra cada fungo filamentoso teste listado
no item anterior. Para o teste com FOC e FO, discos de 5 mm de cada isolado de actinobactéria
foram previamente inoculados a 5 mm de distancia da borda da placa de 15 x 60 mm em meio
BDA pH 6,0 e as placas incubadas por quatro dias a 27 °C. Apés 7 dias de crescimento dos fungos
teste, discos de 5 mm destes foram inoculados na placa contendo o disco de actinobactéria
previamente inoculado (4 dias antes da inocula¢do do Foc e do FO) na extremidade oposta a
actinobactéria. As placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias. Para o teste de pareamento com CL,
a inoculacdo da actinobactéria e do fungo teste foi feita no mesmo dia, incubacéo feita a 25 °C por
20 dias, com base em testes prévios e tempo de crescimento do fungo teste. Placas nao inoculadas
com actinobactérias foram utilizadas como controle.

O calculo do percentual de inibicdo foi realizado a partir da média das trés replicatas
bioldgicas (cada uma contendo triplicata experimental). O crescimento do micélio fungico foi
medido com paquimetro digital (Mitutoyo Absolute DIGIMATIC) e transformado em percentual
de inibig&o (Percent Inhibition of Radial Growth — PIRG) pela seguinte formula:

PIRG = (R1-R2 x 100) / R1
Onde: R1 = Taxa de crescimento do fungo na placa controle;

R2 = Taxa de crescimento do fungo na placa teste.
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A significancia da inibicédo foi avaliada pelo teste estatistico Scott Knott com p < 0.5% de

probabilidade (Kampapongsa & Kaewkla, 2015).

2.5.3 Teste de inibicao da germinacéo de conidios de FOC por difusdo de metabdlitos em
meio de cultura

Os isolados positivos para o teste de antagonismo por pareamento de culturas contra FOC
foram utilizados para avaliar o efeito dos metabdlitos produzidos por estes na germinacdo dos
conidios. Papel celofane transparente foi utilizado para evitar o contato direto das actinobactérias
com o meio de cultura e permitir a passagem de nutrientes do meio de cultura e metabolitos
produzidos pelas actinobactérias. A superficie do meio BDA, pH 6,0, em placas de Petri (90 por
15 mm) foi totalmente recoberta com papel celofane previamente esterilizado e 100 pL de
suspensdo de cada actinobactéria foram distribuidos por toda a superficie do meio de cultura pela
técnica spread plate, de modo a cobrir toda a do meio de cultura. As placas foram incubadas a 27
°C por sete dias e, ap6s 0 crescimento das actinobactérias, cuidadosamente o papel celofane foi
retirado com auxilio de uma pin¢a devidamente esterilizada, levando com ele toda a biomassa
bacteriana.

Uma suspensdo de esporos (10° conidios/mL) de Foc foi preparada e 100 pL foram
plaqueados sobre a superficie do meio contendo os metabolitos produzidos pelos isolados. As
placas foram incubadas a 25 °C e acompanhadas diariamente até completarem sete dias. Registros
foram realizados por meio de fotografias com auxilio de microscépio invertido (Olympus IX70) e
microscopio estereoscopio lupa (Olympus SZ61) com camera digital acoplada, utilizando o
programa QCapture Pro 6.0. A porcentagem de germinacéo foi avaliada a partir da contagem do
numero de esporos germinados. Placas com apenas BDA e Foc foram utilizadas como controle e

o0 experimento foi conduzido em triplicata experimental e com trés repeti¢cdes bioldgicas.

2.5.4 Obtencéo do extrato bruto

Os isolados que mostraram atividade antagonista contra o Foc, foram repicados em meio
BDA e incubados a 27 °C por sete dias. Seis discos de 5 mm de meio de cultura contendo cultura
bacteriana foram inoculados em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido
BD (Batata, dextrose - HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Ref.: M403-500G, Lot. 000219480), trés
frascos para cada isolado, e incubados a 27 °C por cinco dias sob agitacdo a 150 rpm (Aouiche et

al., 2014 com modificac6es). O sobrenadante livre de celulas foi obtido por centrifugacéo (3.000
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rpm por 15 minutos) em tubos de centrifugas previamente esterilizados e posteriormente
liofilizados (Liofilizador L101 da Liotop®). A biomassa celular de cada isolado foi coletada e seca
em estufa a 65 °C para obtengdo da massa seca. Tanto o produto da liofilizagdo quanto a biomassa
seca foram pesados para obter a razdo da massa do concentrado do meio de cultura por biomassa

bacteriana.

2.5.5 Teste de disco-difusdo

O extrato bruto seco foi utilizado para os bioensaios pelo teste de difusdo em disco de
papel. Para o preparo das solugbes de extratos brutos, estes foram previamente pesados,
dissolvidos em &gua milli Q e filtrados em membrana 0,22 um (Millex® - Syringe-driven Filter).
Os extratos obtidos foram impregnados nos discos de papel (6 mm de diametro) e padronizados
na concentracdo de 2 mg por disco (Balouiri et al., 2016; Xu et al., 2018). Os microrganismos teste
usados foram a levedura C. albicans, a bactéria Gram negativa APP e a bactéria Gram positiva S.
aureus. Os testes foram realizados em triplicata em placas de Petri de 60x15 mm, contendo 10 mL
de meio de cultura e em placas de 140x15 mm, contendo 100 mL de meio de cultura. C. albicans,
APP e S. aureus foram cultivadas em meio Agar Dextrose Saboraund (HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Ref. M063-500G, Lot:0000084603), BHI (Brain Heart Infusion — Sigma-Aldrich, Ref.
53285-500G, Lot. BCBJ8829V) suplementado com NAD (0,01%) e Mueller-Hilton agar (Becton
Dickinson [BD], Ref. 212322-500G, Lot. 2089488), respectivamente. Apds cultivo overnight, uma
suspensdo de células foi preparada e a densidade O6tica (DO) ajustada para 0,8. Apds o
espalhamento das células sobre a superficie do meio de cultura com swab (Labor Import Ltda,
Cadigo: 4434), os discos impregnados com o extrato foram colocados na superficie do meio (Lee
etal., 2012; Odumosu et al., 2017; Xu et al., 2018 com modificagdes).

Zonas de inibicdo do crescimento foram medidas ap6s 24 horas de incubacdo a 30 °C para
C. albicans e a 37 °C para APP e para S. aureus com paquimetro digital (Mitutoyo Absolute
DIGIMATIC). Como controle negativo, foram utilizados apenas o disco, agua destilada
esterilizada para C. albicans e solucédo salina (NaCl - 0.85%) para APP e S. aureus e, como controle
positivo, nistatina 30 pg (MERCK, Lot. K24126408) para C. albicans, tetraciclina 30 ug
(Sensidisc, DME, Lot. 2570TET) para APP e ampicilina 10 ug (Sensidisc, DME, Lot. 2558 AMP)

para S. aureus.
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3. Resultados

3.1. Isolamento, identificacéo e caracterizacéo dos isolados

Sessenta e dois isolados foram obtidos a partir do isolamento de amostra de solo sob cultivo
de bananeira e de um composto organico maduro em trés diferentes meios de cultura (Tabela 1).
A estes foram atribuidas as siglas CAB-C (Colecdo de Actinobacterias de amostra de Composto)
e CAB-S (Colecdo de Actinobactérias de amostra de Solo). Todos os isolados, além da
caracterizacdo morfologica, foram identificados em nivel de género pelo sequenciamento parcial
do gene correspondente ao RNAr 16S, fragmentos de DNA de aproximadamente ~640 pb foram
obtidos para todos os isolados (Apéndice B). Cinco géneros foram identificados: Pseudonocardia
(8), Brevibacterium (1), Streptomyces (50), Kitasatospora (2) e Micrococcus (1).

Os meios de cultura HVA e CA foram os que permitiram isolar uma maior diversidade de
géneros, Pseudonocardia sp. (3), Streptomyces sp. (26) e Kitassatospora sp. (2) no meio HVA;
Pseudonocardia sp. (5), Brevibacterium (1), Streptomyces sp (17) e Micrococcus sp. (1) no meio
CA, e no meio BDA, apenas o género Streptomyces sp. (7) foi isolado. Assim, 0 maior nimero de
isolados foi obtido no meio HVA, 31 isolados, seguido pelo CA (24) e, por fim, o meio BDA (7).
Em relacdo as amostras, uma maior diversidade de géneros foi obtida da amostra de composto
organico; Pseudonocardia sp. (8), Brevibacterium (1), Kitassatospora sp. (2), Streptomyces sp.
(15) e Micrococcus sp. (1), no solo, houve uma dominancia de isolados do género Streptomyces
sp. (35) e apenas 1 Kitassatospora sp. A identificacdo dos isolados, a correspondéncia molecular
com sequéncias de referéncias, bem como meio de cultura de isolamento estdo listadas na tabela
1.

Apenas dois isolados obtidos ndo apresentaram estruturas filamentosas, o isolado CAB-C
04 (Brevibacterium sp.) e o isolado CAB-C 09 (Micrococcus sp.) (Fig. 1). Nos demais, 60 isolados,
foi possivel observar por microscopia a presencga de hifas formando micélio de substrato, hifas
aereas reprodutivas e esporos (Fig. 1). As caracteristicas morfologicas de um isolado de cada
género podem ser observadas na figura 1 e, dos demais isolados obtidos neste trabalho, em anexo
(Apéndice A).
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CAB-C 04

1 mm

0.5 mm - - 10 um

CAB-C 09

2 mm = 1 mm

1 mm I mm

2 mm

1 mm 1 mm

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas e culturais de um isolado representante de cada género obtido a partir do
isolamento. CAB-C 03: Pseudonocardia sp.; CAB-C 04: Brevibacterium sp.; CAB-C 09: Micrococcus sp.; CAB-S
61: Kitasatospora sp.; CAB-S 72: Streptomyces sp.: CAB- 99: Streptomyces sp.. Imagens obtidas com auxilio de
microscopio estereoscopio lupa (Olympus SZ61) (imagens B e C) e microscopio invertido (Olympus 1X70) (imagem
D). A: Isolado cultivado em placa de Petri 90 x 15 mm em meio de cultura BDA. B: Aspecto cultural do isolado em
maior aumento. C: Aspecto de uma col6nia isolada. D: Aspecto do micélio do isolado. Imagens obtidas com sete dias

de cultivo do isolado. Os circulos amarelos indicam a presenca de esporos no isolado CABS 72.
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Em relacdo a morfologia, foi possivel observar uma variacdo na coloracdo do micélio
aéreo, principalmente dos isolados pertencentes ao género Streptomyces, com presenca de
alteracGes eminentes na morfologia e coloragéo das colbnias ao longo do desenvolvimento da
cultura (CAB-S 60, CAB-S 62 e isolados CAB-S 80 ver apéndice A).

3.2. Construcdo da arvore filogenética

A analise filogenética foi realizada utilizando dois métodos diferentes (Neighbor Joining e
Bayesiana) com sequéncias de nucleotideos de 62 isolados obtidos neste estudo e 79 sequéncias
do rDNA 16S de isolados de referéncia disponiveis no banco de dados. As analises agruparam 0s
isolados em clados bem definidos, e a arvore filogenética gerada pela anélise Bayesiana € mostrada
na figura 2, com seus respectivos valores de bootstrap.

r CAB C12
I CAB C17
I CAB C19
I CAB C35
I CAB C36

0.94 CAB S61
Kitasatospora atroaurantiaca NRRL B 24282
[ Kitasatospora setae KM 6054 KM 6054

Kitasatospora phosalacinea NBRC 14372
I CAB S65
I Kitasatospora saccharophila SK15
I Kitasatospora psammotica NBRC 13971
I Sireptomyces herbaricolor NBRC 3838
I Streptomyces indigoferus NBRC 3868
= I Streptomyces lactacystinicus OM 6519
- Sireptomyces psammoticus NBRC 13971
CAB C18
CAB C21
0.99 CAB C40
CAB C41

CAB C42
P-=3 CAB C4s
CAB S98
- CAB C64
- CAB S100
r CAB S101
I CAB S63
I CAB S73
— CAB S97
+ Streptomyces herbaricolor NRRL B 3299
I Streptomyces avidinii NBRC 13429
I Streptomyces colombiensis NRRL B 1990
1| F Stfreptomyces katrae NRRL B 3093
I Streptomyces lavendulae NRRL B 1230
1 F Streptomyces racemochromogenes DSM 40194
- Streptomyces sporoverrucosus NRRL B 16379
Sireptomyces cinnamonensis NBRC 15873
Streptomyces puniceus NBRC 12811
- Streptomyces albidochromogenes DSM 41800
[ Streptomyces indoligenes TRM 43006
Streptomyces roseofilacinus NBRC 12815
Streptomyces peucetius NBRC 100596
Streptomyces tritici NEAU A4
Streptomyces xantholiticus NBRC 13354
 CAB S60
r CAB S62

0.98]

I Streptomyces roseofulvus AS 4 1847

I Streptomyces exfoliatus HF 8

I Streptomyces gardneri NBRC 12865

I Streptomyces roseofulvus NBRC 15816

L Streptomyces zaomyceticus NRRL B 2038
CAB C16

CAB C25

CAB S94

Streptomyces viridobrunneus LMG 20317
Streptomyces viridobrunneus NBRC 15902
0.98 Streptomyces laurentii NBRC 15422

Continua...
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Continuacao:

CAB C24
1 Streptomyces costaricanus NBRC 100773
Strepfornyces lanatus NBRC 12787
Streptomyces murinus NBRC 12799
CAB S104
0.89 CAB S66
CAB S71
CAB S75
Streptomyces cerasinus SR3 134
Streptomyces olivicoloratus T13
Streptomyces panaciradicis 1TMR 8
Streptomyces rhizophilus JR 41
I CAB S102
I CAB S67
CAB S69
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I Streptomyces aureocirculatus NBRC 13018
0.99 Streptomyces glomeroaurantiacus NRRL B 3375
F CAB S70
— CAB S74

.r CABS76
Streptomyces phylianthi PA1 07
| «l?r%i‘reptomyces seymenliensis B1041
I Streptomyces prunicolor NBRC 13075
I CAB S78
0.98 I CAB S80
I CAB S81
I CAB S92
I CAB S95
- CAB S96
I Streptomyces alboniger DSM 40043
I Streptomyces caeruleatus GIMN4 002
I Streptomyces chartreusis ISP 5085
- Streptomyces galilacus JCM 4757
L Streptomyces lincolnensis NBRC 13054
CAB S68
0.95 CAB S79
m CAB S91
Streptomyces graminilatus JL 6

091 Streptomyces aurantiacus LMG 19358
Strepfornyces furgidiscabies ATCC 700248
Streptomyces lacrimifluminis Z1027
Streptomyces tauricus JCM 4837

0.92 CAB S72
Streptomyces bottropensis ATCC 25435
Streptomyces diastatochromogenes ATCC 12309
1 Streptomyces neyagawaensis ATCC 27449
Streptomyces scabiei ATCC 49173
Streptomyces cacaoi subsp ascensis NBRC 13813
Streptomyces caniferus NRRL B 16358
Streptomyces rishiriensis NRRL B 3239
_1[ CAB C23
Streptomyces aureus NBRC 100912
| ar CAB S103
Streptomyces lannensis TA4 8
- Streptomyces krungchingensis KC 035

CAB C50
0.91 1 F Streptomyeces yunnanensis CGMCC 4 1004

Streptomyces albulus IMC S 0802 ISP 5492
Streptomyces noursei NBRC 15452
|_[ cABsS77
L~ Streptomyces carpinensis NBRC 14214
CAB S99
Streptomyces coelicolor DSM 40233
Streptomyces sampsonii NRRL B12325
1 CAB C01
CAB C02
CAB C03
CAB C05
1 CAB C20
CAB C31
CAB C32
CAB C37
Pseudonocardia ammonioxydans H9
1 Pseudonocardia antitumoralis SCSIO 01299
- Pseudonocardia kongjuensis LM 157 DSM 44525

0.97] CAB C09
1 Micrococcus aloeverae AE 6
Micrococcus endophyticus YIM 56238
1 Micrococcus {uteus DSM 20030

[ Brevibacterium sediminis CGMCC 1 15472
Brevibacterium oceani BBH7
ir Brevibacterium avium NCIMB 703055 NCFB 3055
CAB C04

Coriobacterium glomerans PW2

0.03

Figura 2: Arvore filogenética gerada pela anélise Bayesiana (modelo utilisado HKY+1+G), a partir de sequéncias do
gene DNAr 16S dos isolados pertencentes ao filo Actinobacteria obtidos neste trabalho e de linhagens de referéncia,
obtidos do banco de dados - GenBank. Os valores de probabilidade estdo na base de cada no. A espécie Coriobacterium
glomerans PW?2 foi utilizada como grupo externo.
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Com a analise filogenética (Fig. 2) é possivel verificar a formacao de dois grandes clados,
o primeiro formado pelos isolados agrupados com os géneros Pseudonocardia, Brevibacterium e
Micrococcus, e o segundo formado pelos géneros Streptomyces e Kitasatospora. Os 62 isolados
foram distribuidos em 20 clados, com o suporte bayesiano representado pelos valores na base dos
ramos. Seis isolados, CAB-C 18, CAB-C 21, CAB-C 40, CAB-C 41, CAB-C 42 e CAB-C 45,
provenientes da amostra do composto organico, formaram um clado distinto bem suportado pela
andlise bayesiana (0,99), o que pode correspoender a um novo taxon.

Alguns isolados formaram clados bem suportados pela anélise bayesiana com uma ou um
pequeno grupo de espécies, como por exemplo o isolado CAB-S 76 com a espécie Streptomyces
phyllanthi (PA1 07), o isolado CAB-C 23 com a espécie Streptomyces aureus (NBRC 100912), o
isolado CAB-S 103 com a espécie Streptomyces iannensis (TA4 8), o CAB-S 77 com a espécie
Streptomyces carpinensis (NBRC 14214), o isolado CAB-C 09 com o siolado Micrococcus
aloecerae AE 6 e o isolado CAB-S 72, o qual é filogenicamente préximo a isolados de espécies
que podem ser fitopatogénicas (grupo S. scabiei), sugerindo uma classificagdo mais precisa.

A maioria dos isolados obtidos apresentou correspondéncia molecular com bactérias do
género Streptomyces. Alguns isolados apresentaram relacdo com o género Kitasatospora, embora
este género provavelmente seja sindbnimo do género Streptomyces. Outras analises sao necessarias
para melhor definir tal correspondéncia, bem como para a elucidacdo dos isolados do diferente

clado, possivel nosso taxon.

3.3. Atividade antagonista dos isolados

3.3.1. Teste de pareamento de cultura in vitro

A partir da técnica de pareamento de cultura e avaliacdo da atividade antagonista de 62
isolados contra os trés fungos filamentosos (2 fitopatégenos: Foc e C. lindemuthianum e 1
patdgeno oportunista humano: FO), 11 das actinobactérias foram capazes de inibir o crescimento
do FO, 12 o do Foc e 44 o do CL. Todos os isolados que apresentaram atividade antagonista
pertencem ao género Streptomyces. Dez desses isolados apresentaram atividade antagonista contra
os trés fungos testes (CAB-C 12, CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50, CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-
S 69, CAB-S 71, CAB-S 72 e CAB-S 96), sendo quatro isolados da amostra de composto organico
e seis da amostra de solo, sendo os isolados CAB-C 24, 25 e 50 os que apresentaram maior taxa
de inibigdo (Fig. 3, Tabela 2).



Controle CAB-C 12 CAB-C 21 CAB-C 24 CAB-C 25 CAB-C 50

CAB-S 70 CAB-S 71

F. oxysporum f. sp. cubense

CAB-C 40 CAB-C 50

Controle CAB-C 12 CAB-C 24 CAB-C 25

CAB-S 66 CAB-S 67 CAB-S 69

F. oxysporum

C CAB-C 16

,@,

CAB-S 68 CAB-S 72 CAB-S 79

6‘

C. lindemuthianum

62

Figura 3. Atividade antagonista in vitro de diferentes isolados pertencentes ao género Streptomyces. A: Todos os 12
isolados com atividade antagonista contra o Foc e o controle Foc; B: Todos os 11 isolados com atividade antagonista
contra o FO e o controle FO; C: Todos os isolados que apresentaram taxa de inibi¢&o igual ou superior a 50% do CL
em relagdo ao controle CL. A avaliacdo do crescimento foi realizada ap6s 7 dias para Foc e FO e 20 dias para o CL.

Teste realizado em meio de cultura BDA e incubacéo a 25 °C.
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Tabela 2: A¢do inibitdria de isolados pertencentes ao filo Actinobacteria contra de trés fungos patogénicos.

F. oxysporum (FO) F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) C. lindemuthianum (CL)

Isolados Crescimento Zona de Crescimento Zona de Crescimento Zona de

micelial (mm) inibicéo (%) micelial (mm) inibicdo (%) micelial (mm) inibicao (%)
Controle 48,8a i 50,99a -- 37,66a --
CAB-C 12 30,70b 37,11 29,54d 42,09 16,82e 55,34
CAB-C 16 -* - - - 18,71d 50,33
CAB-C 17 - - - - 26,41c 26,41
CAB-C 18 - - - - 29,57b 21,49
CAB-C 19 - - - - 19,78d 47,49
CAB-C 21 - - 36,16¢ 29,1 25,56¢ 32,14
CAB-C 23 - - - - 25,65¢ 31,89
CAB-C 24 18,79c 61,5 14,96h 70,68 11,25e 70,14
CAB-C 25 19,77c 59,51 17,119 66,46 12,44e 66,98
CAB-C 35 - - - - 33,69 10,54
CAB-C 36 - - - - 21,02d 44,18
CAB-C 40 34,42b 29,47 - - 26,34c 30,06
CAB-C 41 - - - - 25,02¢c 33,55
CAB-C 42 - - - - 25,93c 25,15
CAB-C 45 - - - - 25,52¢ 32,23
CAB-C 50 16,14c 66,94 15,22h 70,15 13,99 62,86
CAB-S 62 - - - - 29,31b 22,17
CAB-S 64 - - - - 26,18c 30,5
CAB-S 65 - - - - 26,12c 30,64
CAB-S 66 32,96b 32,46 24,94F 51,09 18,75d 50,23
CAB-S 67 35,14b 28 36,1c 29,2 18,46d 50,92
CAB-S 68 - - - - 15,03e 60,1
CAB-S 69 31,94b 34,54 27,1e 46,87 24,53c 34,86
CAB-S 70 - - 38,86b 24,39 21,29d 43,47
CAB-S 71 33,98b 30,37 27,38e 46,32 21,29d 43,47
CAB-S 72 32,76b 32,87 30,3d 40,58 16,05e 57,39
CAB-S 74 - - - - 31,6b 16,1
CAB-S 75 - - - - 34,48a 8,44
CAB-S 76 - - - - 30,99b 17,72
CAB-S 78 - - - - 32,36a 14,07
CAB-S 79 - - - - 15,51e 58,81
CAB-S 80 - - - - 27,33c 27,44
CAB-S 81 - - - - 24c 36,28
CAB-S 91 - - - - 14,36e 61,88
CAB-S 92 - - - - 23,51c 37,59
CAB-S 93 - - - - 33,23a 11,73
CAB-S 94 - - - - 23,78c 36,87
CAB-S 96 34,85b 28,6 35,02¢ 31,31 29,40b 21,93
CAB-S 97 - - - - 27,63c 26,65
CAB-S 99 - - - - 19,34d 48,66
CAB-S 100 - - - - 28,28c 2491
CAB-S 101 - - - - 26,52¢c 29,58
CAB-S 102 - - - - 30,07b 20,15
CAB-S 103 - - - - 25,56¢ 32,14
CAB-S 104 - - - - 32,88a 12,69

Letras iguais dentro de cada coluna ndo diferem estatisticamente (p < 0.5%), de acordo com o teste de Scott
Knott.
*Crescimento igual ao controle; ** Sem atividade inibitdria observada.

3.1.2. Teste de germinagéo de conidios com Foc por difusdo de metabolitos
O teste de germinacao de conidios com o fungo fitopatogénico Foc foi realizado utilizando
todos os 12 isolados que mostraram atividade antagonista no teste de pareamento de culturas, todos

pertencentes ao género Streptomyces. As substancias produzidas por todos os isolados
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apresentaram algum efeito sobre a germinacao de conidios e morfologia das col6nias fungicas. Os
isolados CAB-C 25, CAB-C 50 e CAB-S 69 inibiram totalmente a germinacdo dos conidios
(Tabela 3). O isolado CAB-C 24 inibiu quase totalmente a germinacao, foi observado inibigdo pos
germinagdo, com a formag¢ado de um tubo germinativo “aberrante” (Fig. 4). Os isolados CAB-C 12,
CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-S 70, CAB-S 71 e CAB-S 72 mostraram inibic¢éo do desenvolvimento
das coldnias, com varia¢des no tamanho das colbnias, na morfologia das hifas e na producéo de
pigmentacdo do Foc, bem como na germinacdo de conidios. Os isolados CAB-C 21 e CAB-S 96
apresentaram visualmente uma menor alteracdo na producéo de micélio, quando comparados ao

controle, embora apresentando diferenca na germinacao de conidios (Fig. 4).

Tabela 3: Analise da germinacdo de conidios de Foc apds a inoculagdo em meio BDA na presenga
das substancias produzidas pelas actinobactérias isoladas neste trabalho.

Isolados Tempo de germinacdo apés a Numero de conidios Taxa de germinacdo
inoculacdo (dias) germinados (%)
Controle 2 62 100
CAB-C 12 6 38 62.1
CAB-C 21 2 43 69.4
CAB-C 24 - 0 -
CAB-C25 - 0 -
CAB-C 50 - 0 -
CAB-S 66 3 59 95.2
CAB-S 67 2 42 67.7
CAB-S 69 - 0 -
CAB-S 70 3 58 93.5
CAB-S71 3 61 98.4
CAB-S 72 3 28 45.9
CAB-S 96 2 25 40.3

Taxa de germinacdo calculada com base no nimero de coldnias observadas em placa, tendo o
conrole do experimento usado como referéncia. -: sem germinagéo.
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Figura 4: Avaliacdo do efeito de substancias produzidas por diferentes isolados pertencentes ao género Streptomyces
sp. na morfologia das colbnias e na germinacédo dos conidios de Foc apds sete dias de cultivo a 25 °C sobre o meio de
cultura. A: Isolado cultivado em placa de Petri plastica 90 x 15 mm. B: Aspecto do micélio e das colbnias de Foc
observado por microscopio estereoscdpio lupa (Olympus SZ61); C: Aspecto das hifas e micélio sob efeito dos
metabolitos observado por microscdpio invertido (Olympus 1X70).

3.1.3. Teste com o extrato bruto

Os extratos brutos liofilizados dos 12 isolados apresentaram variacdo em relacdo a
atividade contra os trés diferentes microrganismos testados e também ao rendimento por biomassa
(Tabela 4, Fig. 5). Os extratos dos isolados CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-S 69 e do CAB-S 70
mostraram uma expressiva atividade inibitdria contra S. aureus; o extrato obtido a partir do
crescimento de CAB-S 67 apresentou atividade inibitoria, embora menor em relacéo aos demais e
ao controle positivo usado (ampicilina). Contra a bactéria Gram negativa APP, houve atividade
inibitéria nos extratos dos isolados CAB-C 24, CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-S 69, CAB-S 70,
CAB-S 72 e CAB-S 96, sendo a zona de inibigdo do extrato do isolado CAB-S 67 a maior
observada. O extrato de apenas um isolado, o isolado CAB-C 50, mostrou atividade contra a
levedura C. albicans (Tabela 4, Fig. 5).
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Tabela 4: Resultado do teste de difusdo em disco de papel do extrato bruto das diferentes actinobactérias contra
Candida albicans, Actinobacillus pleuropneunomiae e Staphylococcus aureus. A inibicdo é representada pelo

didmetro da zona de inibicdo (mm).

solados .Bion.1assa Rendimento extrato Zona de Inibi¢do (mm)
microbiana (g) bruto (9) C. albicans APP S. aureus
CAB-C 12 0.651 1.77 - - -
CAB-C 21 1.016 1.49 - - -
CAB-C 24 0.613 2.83 - 7.82 22.23
CAB-C 25 0.695 1.74 - - 23.91
CAB-C 50 0.793 1.46 13.47 - -
CAB-S 66 1.320 1.60 - 14.43 -
CAB-S 67 1.454 0.93 - 18.16 15.89
CAB-S 69 1.000 1.44 - 13.19 25.94
CAB-S 70 0.778 1.77 - - 22.60
CAB-S 71 1.453 1.69 - 13.53 -
CAB-S 72 1.214 1.20 - 10.18 -
CAB-S 96 1.004 1.03 - 10.09 -
Nistatina NA NA 30.43 - NA
Tetraciclina NA NA NA 34.26 NA
Ampicilina NA NA NA - 27.99

APP = Actinobacillus pleuropneunomiae; - = Atividade ndo detectada; Nistatina (30 pg) controle positivo para C.
albicans; Tetraciclina (30 ug), controle positivo para APP; Amplicilina (10 ug), controle positivo para S. aureus. NA:

ndo se aplica.

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 1 (Shope) ATCC 27088

Candida albicans ATCC 18804

Figura 5: Teste de disco-difusdo utilizando extratos brutos obtidos a partir do crescimento de 12 diferentes isolados
de actinobactérias previamente selecionados. A: S. aureus apds 24 horas de incubacdo a 37 °C em meio Mueller-
Hilton &gar; B: A. pleuropneunoniae ap6s 24 de incubagdo a 37 °C em meio BHI/ NAD; C: C. albicans, apds 24 de
incubagio a 37 °C em meio Agar Dextrose Saboraund. Os niimeros acima dos discos representam a identificagio dos
isolados produtores dos extratos testados. Os discos apresentam didmetro de 6 mm na concentracdo de 2 mg de extrato
por disco. Isolados testados: CAB-C 12 CAB-C 21, CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50; CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-
S 69, CAB-S 70, CAB-S 71, CAB-S 72, CAB-S 96; controles positivos: Nis: nistatina (30 pg), Tet: tetraciclina (30
pg), Amp: ampicilina (10 pg); controles negativos: Neg: disco sem extrato; Negl: solucdo salina (NaCl - 0,85%);

Neg2: agua destilada esterilizada.
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4. Discussao

A rizosfera, regido do solo que circunda as raizes das plantas, € considerada uma das
interfaces mais dindmicas da terra (Philippot et al., 2013), sendo influenciada por diversos fatores
(Lange et al., 2015; Steinauer et al. 2016). Nesse ambiente, assim como em composto organico,
oriundo da compostagem de residuos agropecuarios, o filo Actinobacteria € um dos mais
abundantes (Yu et al., 2007; Bulgarelli et al., 2013; Zhang et al., 2014; Yuan et al., 2015; Xue et
al., 2015; Ren et al., 2016; Xun et al., 2016; Cai et al., 2017; Yadav et al., 2017; Philippot et al.,
2013). Bactérias do género Streptomyces sdo comumente o grupo mais abundante no solo dentre
as actinobactérias, mantendo-se em estado latente em solo com baixa disponibilidade de nutrientes
pela producdo de esporos (Xu et al., 1996; Barka et al., 2016; Kemung et al., 2018). A dominancia
desse género no isolamento a partir de amostras de solo e compostagem foi relatada em diversos
trabalhos (Cuesta et al., 2012; Zhao et al., 2012; Suérez-Estrella et al., 2013; Vétrovsky et al.,
2014; Elbendary et al., 2018).

O género Pseudonocardia, pertencente a familia Pseudonocardiaceae, compreende
bactérias filamentosas, sdo encontradas em diferentes ambientes, tais como solo, material vegetal,
esterco, compostagem, amostras clinicas e veterinarias, apresentando isolados relatados como
produtores de moléculas ativas de interesse farmacéutico, embora ainda pouco explorados
(Ludwing et al., 2012; Mangamuri et al., 2016). Alguns isolados deste género associam-se a
formigas Attini sp. (popularmente conhecidas como formigas cortadeiras) em jardins, atuando no
controle de fungos patogénicos a tais formigas, pela producdo de antibiéticos (Sen et al., 2009;
Poulsen et al., 2010).

Por outro lado, as bactérias do género Micrococcus sdo esféricas e ndo produtoras de
filamentos (Ludwing et al., 2012). Encontram-se vastamente disseminadas na natureza, sendo
encontradas em diferentes habitats, como associadas ao corpo humano, em ambiente marinho,
poeira do ar, solo, pele e secrecdes de animais (Dib et al., 2013; Britannica Academic, 2018).
Algumas bactérias deste género foram descritas como produtoras de moléculas ativas com
aplicagdes biotecnoldgicas, pela producdo de enzimas, como glutaminas (Yano et al. 2006;
Yoshimune et al. 2006), esterases (Maruyama et al. 2005), proteases (Manikandan et al. 2011) e
amilase (Fan et al. 2009), além da sua atuagdo no amadurecimento e qualidades organolépticas de
queijos (Addis et al. 2001; Prado et al. 2001), embora ndo sendo encontrados relatos de isolados

deste género com atuagdo no controle de patdgenos.
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O Género Brevibacterium, pertencente a familia Brevibacteriaceae, apresenta bactérias ndo
ramificadas, encontradas em variados ambientes, sendo comuns em ambiente com alta
concentragdo salina, como em aguas marinhas, sendo encontradas também associados a queijo, em
amostras de solo e compostagem de lodo de esgoto (Gruner et al., 1993; Ohnishi et al., 2011;
Ludwig et al., 2012), com alguns isolados descritos atuando na reducdo do estresse em plantas,
por produzirem a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (Chatterjee, et
al., 2018), e na degradacdo de queratina de residuos de pelos de animais (Thankaswamy et al.,
2018).

O filo Actinobacteria que, a principio, era constituido por bactérias cuja a caracteristica
principal era a formacdo de micélio, sendo chamadas de actinomicetos (Chandra & Chater, 2013).
Atualmente, com o desenvolvimento e uso de novas técnicas de classificagdo, bactérias que
originalmente ndo formavam micélios foram incluidas no filo Actinobacteria (Zhi et al., 2009).
Embora haja uma consideravel diversidade de microrganismos em solo rizosférico e composto
organico, por limitacdo da técnica dependente de cultivo (Lewis et al., 2010; Zhao et al., 2012), ha
uma baixa diversidade de géneros isolados, embora analise da diversidade dependente de cultivo
ndo tenha sido o objetivo deste estudo. Além disso, 0 meio CA, proposto nesse trabalho, foi o que
possibilitou o isolamento de maior nimero de isolados de géneros diferentes, sequido pelo HVA,
o0 qual é descrito na literatura como 0 meio que permite o isolamento de diferentes géneros deste
filo, embora neste trabalho tenha sido modificado (Hayakawa & Nonomura, 1987; Kaewkla &
Franco, 2013; Kampapongsa & Kaewkla, 2015).

A maioria dos clados formados observada pela analise bayesiana é corroborada pelo
trabalho de Labeda et al. (2012). O género Kitasatospora € classificado junto com o0s géneros
Streptacidiphilus e Streptomyces na familia Streptomycetaceae (Ludwing et al., 2012), embora 0s
dois primeiros géneros supracitados formem clados separados em arvores a partir de analise de
sequéncias do DNAr 16S, muitas espécies apresentam sequéncias com alta semelhanca com
espécies do género Streptomyces, assim em alguns casos, sendo considerado género “incertae
sedis” como no Manual de Bergey’ (Ludwing et al., 2012), assim, provavelmente sdo isolados
pertencentes ao género Streptomyces. A distincdo de espécies dos géneros Kitasatospora e
Streptomyces € consideravelmente dificil de realizar com base apenas em caracteristicas
fenotipicas e, na maioria das vezes, molecular, sendo necessario analises de componentes de

parede celular, por exemplo (Ludwing et al., 2012; Girard et al., 2014) e, assim como bactérias do
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género Streptomyces, as bactérias do género Kitasatospora sao comumente encontradas no solo,
séo formadoras de micélio, com cadeias longas de hifas e esporos, embora sem relatos na aplicacédo
no controle de microrganismos patogénicos até entdo (Li et al., 2009; Ludwing et al., 2012; Girard
etal., 2014).

A definicdo de espécies para isolados pertencentes ao filo Actinobacteria, principalmente
para 0 género Streptomyces, € limitada muitas vezes por escassez de caracteristicas fenotipicas
(Labeda et al., 2012), o que implica na denominacéo de diferentes espécies disponiveis em banco
de dados para um mesmo isolado na maioria dos casos, fazendo necessario de uma abordagem
filogenética mais abrangente, como por exemplo, 0 uso de varios genes ou do genoma completo
dos isolados estudados para uma classificacdo mais precisa. Mesmo alguns isolados deste trabalho
estando bem relacionados a alguma espécie, ndo é possivel a atribuicdo taxonémica, devido a baixa
resolucdo da regido utilizada para a comparacdo filogenética e atribuicdo taxondémica, a qual
corresponde a regido do rDNA e o tamanho da regido sequenciada, e posteriormente alinhada, ser
correspondente a apenas ~640 pares de bases.

A variagéo observada nos resultados dos testes contra os fungos filamentos, pareamento de
culturas e germinacdo de conideos pelo teste do papel celofane, tanto no percentual de inibucéo
guanto na germinacdo de conideos e no desenvolvimento das colénias, € reflexo da versatilidade
metabolica dos diferentes isoldados (Hamedi et al., 2015; Azarakhsh et al., 2017; Betancur et al.,
2017; Aparicio et al., 2018; Kumar et al., 2018). A alteracdo observada no desenvolvimento das
coldnias no teste de germinacdo de conideos pode estar relacionada com a concentracdo da(s)
molécula(s) ativas no extrato bruto produzidos pelos isolados nas condi¢Bes do experimento, uma
vez que sdo isolados diferentes, podem produzir diferentes metabolitos e em diferentes taxas, como
corroborado pelo teste de cultura pareada, onde houve diferentes taxas de inibicdo em um mesmo
periodo de avaliacdo. Trabalho similar foi realizado por Getha & Vikineswary (2002) em que eles
observaram a presenca de tubos germinativos distorcidos e inibi¢cdo pds germinacdo dos esporos
de Foc por efeito do extrato bruto da bactéria Streptomyces violaceusniger (isolado G10).

A variacao na razdo entre producéo do extrato bruto e biomassa bacteriana entre os isolados
é reflexo da fisiologia de cada um destes microrganismos, e as moléculas com atividade
antimicrobiana contra os diferentes microrganismos testados pode estar em diferentes
concentragdes no extrato bruto, o que pode refletir diretamente na atividade frente aos

microrganismos testes avaliados, fatores estes que podem ser otimizados futuramente. Alguns dos
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isolados testados apresentaram amplo espectro de acdo, com moléculas ativas contra fungos
filamentosos e leveduriforme, como o isolado CAB-C 50; outros com atividade somente contra
fungos filamentosos e bactérias (Gram positiva e Gram negativa), como os isolados CAB-C 24,
CB-S 67 e CAB-S 69; atividade contra fungos filamentosos e bactéria Gram negativa, 0 CAB-S
66, CAB-S 71, CAB-S 72 e CAB-S 96; e atividade contra fungo filamentosos e bactéria Gram
positiva, os isolados CAB-C 25 e CAB-S 70. Actinobactérias produzem uma vasta gama de
metabdlitos, com diferentes aplicacdes (Hamedi et al., 2015, Kemung et a., 2018) e 0 género
Streptomyces € o mais estudado e relatado como maior produtor de compostos com aplicagoes
biotecnolodgicas (Gao & Grupta, 2012; Abdelmohsen et al., 2015.). Seu extenso contelido genético,
sendo encontrado até 12 Mpb em Streptomyces bingchenggensis (Gao & Grupta, 2012) abriga
cluster de genes relacionados a diferentes vias de biossintese, com amplo espectro de atividades
bioldgicas, sendo relatado que cada genoma de Streptomyces produtora de metabdlitos
secundarios, possui em seu genoma cerca de 20 loci potenciais para biossintese de metabdlitos
secundarios (Hamedi et al., 2015; Azarakhsh et al., 2017; Betancur et al., 2017; Aparicio et al.,
2018; Kumar et al., 2018).

A capacidade de 10 isolados inibirem diferentes microrganismos é resultado do potencial
de uma Unica actinobacteria ser capaz de produzir varios metabolitos, dos quais podem pertencer
a diferentes classes, com vasto espectro de atuacdo, como observado no trabalho de Aouiche et al.
(2014). O primeiro antibidtico produzido a partir de actinobactérias foi a estreptomicina no ano de
1940, pela producdo de um composto natural produzido pela bactéria Streptomyces griseus,
isolado do solo (Ludwing et al., 2012; Woodruff, 2014). A partir de entdo, varios trabalhos tém
sido realizados com bactérias deste filo, principalmente do género Streptomyces, em busca de
diferentes compostos bioativos e de uma gama de enzimas com potencial para atuarem no controle
de microrganismos patogénicos (Das et al., 2015; Shivlata & Satyanarayana, 2015). O fato de ser
um género amplamente distribuido, fortalece a ideia de que sdo bactérias altamente competitivas,
0 que esta associado ao seu aparato molecular e ao seu potencial metabdlico que as tornam 6timas
competidoras frente as comunidades microbianas no ambiente em que se encontram (Shivlata &
Satyanarayana, 2015; Kemung et al., 2018) sendo 6timas candidatas para o controle biolégico de

microrganismos patogénicos.
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5. Conclusdes

Solo rizosférico de bananeira e composto organico apresentam como membros da sua
microbiota, actinobactérias com potencial para o biocontrole de diferentes microrganismos
patogénicos. O género Streptomyces foi 0 mais abundante dentre os isolados identificados e o que
apresentou maior nimero de isolados com antagonismo em relacdo aos microrganismos teste
investigados. Alguns destes isolados produzem substancias (podendo ser metabolitos secundarios)
com alto potencial para a inibi¢do do crescimento de Foc, bem como com amplo espectro de acéo,
por inibirem fungos filamentosos e levedura, além de bactérias Gram positiva e negativa de
importancia médica (humana e animal). Estudos visando a identificacdo das substancias ativas
produzidas pelas actinobacterias identificadas e testes in vivo serdo realizados posteriormente para
melhor elucidar o(s) mecanismo(s) de acdo destas actinobactérias no controle de microrganismos

patogénicos.
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Apéndice A - Caracterizacdo morfoldgica de todos os isolados obtidos no trabalho do capitulo, com identificagdo
confirmada pelo sequenciamento do DNAr 16S. A: Aspecto cultural do isolado em maior aumento. B: Aspecto de
uma col6nia isolada. C: Aspecto do micélio do isolado. Imagens obtidas com sete dias de cultivo do isolado. Prancha
completa de todos os isolados, com imagem da placa (90x15 mm) mostrando o aspecto cultural do crescimento em

meio solido, disponivel no Laboratério de Genética Molecular de Bactérias (LGMB) - Depertamento de
Microbiologia, BioAgro/UFV.
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Apéndice B - Imagem ilustrativa do gel de agarose 0.8% com o produto da reacdo de PCR de ~640 pares de bases
realizada para todos os isolados. M = marcador 1kb DNA ladder (KASVI); 1 = CAB-C 2; 2 =CAB-C5; 3 =CAB-C
12; 4 = CAB-C 16; 5 = CAB-C 17; 6 = CAB-C 19; 7 = CAB-C 50; 8 = CAB-C 63; 9 = CAB-S 104; 10 = branco a
reacdo (sem DNA); 11 = controle positivo da reacdo (Streptomyces rochei — INCQS 00320); 12 = controle negativo,
Escherichia coli ATCC 10799 INCQS 00217.
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Capitulo 3
Acdao de Streptomyces sp. na promogao do crescimento vegetal e na supressao da doenca mal-

do-Panaméa em bananeira

Resumo

Bactérias do género Streptomyces sdo largamente estudadas em funcdo do seu potencial para a
producdo de metabdlitos secundarios de amplo espectro de acdo e tem despertado grande interesse
na agricultura por apresentar potencial na promocéo do crescimento de plantas (PGP - Plant
Growth Promoter) e/ou de atuarem como agentes de biocontrole de patdgenos. Neste trabalho, o
potencial de 12 isolados do género Streptomyces em promover o crescimento de bananeira da
variedade Prata and e atuar na supressdo da doenca mal-do-Panama, doenca causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), foi avaliado em condig¢des de casa de vegetacdo. Plantas
micropropagadas foram transplantas para tubetes e, posteriormente, para sacos plasticos e
inoculadas somente com actinobactérias, com actinobactérias e Foc, plantas sem inoculacao
(controle negativo) e plantas inoculadas apenas com Foc (controle positivo). Foram testados treze
tratamentos para avaliagdo do crescimento vegetal e quatorze tratamentos para a avaliacdo da
supressdo da doenca, com oito repeticdes por tratamento e delineamento inteiramente casualizado.
Diferentes medidas de desenvolvimento da planta foram avaliadas para ambos 0s experimentos e,
para o experimento de supressdo da doenca mal-do-Panama, a analise do periodo de incubacao,
incidéncia e severidade da doenca dos sintomas internos e externos, respectivamente (com auxilio
de uma escala de notas descritiva), sendo transformados em indice de doenca (%) e utilizado para
o célculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Os resultados da avaliacédo
da PGP mostraram que 7 tratamentos apresentaram efeito no desenvolvimento das plantas (p <
0,05). Destes, o tratamento com o isolado CAB-C 50 foi 0 mais promissor, em que mostrou um
maior desenvolvimento das plantas em funcdo das variaveis avaliadas: altura da planta, diametro
do pseudocaule, numero de folhas, massa fresca e massa seca (p < 0,01 e 0,001), com as medidas
de emissdo foliar e moédulo colorimétrico ndo sendo eficientes para avaliar diferenca no
desenvolvimento das plantas entre os diferentes tratamentos. Em relagdo a supressdo da doenca
mal-do-Panama, foram observadas reducdes da incidéncia e da severidade final da doenga na
maioria dos tratamentos com as Streptomyces sp., sendo observada também uma redugdo do

acumulo da doenca ao longo do tempo, constatada pela anélise da curva de progresso da doenca,
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bem como pelos valores da AACPD. Os tratamentos com os isolados CAB-C 12, CAB-C 21,
CAB-C 24, CAB-C 25 e CAB-C 50 foram 0s mais promissores para a supressdo da doenca, com
destaque para 0 CAB-C 12 e para 0 CAB-C 50. Um consorcio com 0s microrganismos mais
promissores para o controle do Foc (CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50 e CAB-S 69) in vitro foi
avaliado em um segundo momento, com a repeticdo do experimento, o qual se mostrou promissor
para a supressao da doenca mal-do-Panama in vivo, representando uma estratégia promissora para
a supressdo da doengca mal-do-Panam& em condi¢Bes in vivo. Dessa forma, dentre as
actinobactérias avaliadas, hé isolados promissores para a PGP de bananeira da variedade Prata and,
bem como para atuar na supressao da doenca mal-do-Panama, sendo os isolados CAB-C 12 e
CAB-C 50 Streptomyces 0s mais promissores. E, além disso, alguns destes isolados podem reduzir
a severidade da doenca tanto isolados quanto em consorcio com outras Streptomyces. Assim, sao
necessarios mais estudos para elucidar o(s) mecanismo(s) de promocéo de crescimento supressdo

da doenca que estes isolados podem apresentar.

1. Introducéo

O aumento da produtividade agricola mundial, sobretudo em grande escala, ocorre
principalmente pelo uso de fertilizantes sintéticos, a fim de promover o desenvolvimento vegetal,
e por defensivos agricolas quimicos, visando o controle de doencas (Palaniyandi et al., 2013;
Fisher et al., 2018), embora nos Gltimos anos muitos paises tém proibido a aplicacdo de pesticidas,
bem como de fertilizantes sintéticos, devido ao uso excessivo e/ou ao mal uso destes (Ntalli &
Menkissoglu-Spiroudi, 2011; Palaniyandi et al., 2013; Fisher et al., 2018). No &mbito do aumento
significativo da populacdo global, estimado em 9.3 bilhGes de habitantes em 2050, faz-se
necessaria a integracao de praticas sociais, econdémicas e ambientais a fim de aumentar a producéo
agricola de forma sustentavel (Glick, 2012; DESA, 2017; FAO, 2017). Neste panorama, a
produtividade mundial de banana tem aumentado (FAOSTAT, 2018a) e, atrelado a isso, 0 uso de
fertilizantes e pesticidas sintéticos, sendo o Brasil o terceiro maior produtor desta fruta e também
estd entre os paises que mais utilizam agroquimicos, principalmente pesticidas (FAOSTAT,
2018b; FAOSTAT, 2018c).

Atualmente, doencas fangicas das principais culturas agricolas causam prejuizos perenes
de aproximadamente 20% em todo o mundo (Fisher et al., 2018). Neste contexo, a doenga mal-

do-Panam4, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), € uma das mais
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impactantes da cultura da bananeira (Ma et al., 2013; Ploetz et al., 2015a; Silva et al., 2016). Foc
é um fungo do solo, considerado de distribuicdo global, pois estd presente em todas as areas
produtoras de banana, responsavel por perdas significativas de produgdo, possuindo alta
capacidade de sobrevivéncia no solo, mesmo na auséncia do seu hospedeiro, por formar estruturas
de resisténcia chamadas de clamidosporos e, qualquer alteracdo no solo, pode refletir diretamente
positiva ou negativamente no desenvolvimento da doenca (Stover, 1962; Wang et al., 2013; Ploetz
et al., 2015a; Canal do Produtor, 2015; Cordeiro et al., 2016; Panama Disease, 2016). A principal
forma de controle do mal-do-Panamé é a utilizacdo de variedades resistentes, embora medidas
preventivas como: a exclusdo do patdgeno pelo uso de mudas sadias e area de plantio livres do
patdgeno, implantacao de barreiras fisicas, uma nutricdo vegetal eficiente, correcdo do pH do solo,
plantios em solos ricos em matéria organica podem auxiliar no controle do patégeno e,
consequentemente, reduz o desenvolvimento da doenca (Zhang et al., 2011; Cordeiro & Matos,
2012; Palaniyandi et al., 2013; Ploetz et al., 2015a; Cordeiro et al., 2016).

Mal-do-Panama é uma doenca considerada policiclica, apresentando varios ciclos de
infeccdo em plantios de banana (Ploetz, 2015). Alguns fatores regem a dindmica da doenca em
campo, influenciando diretamente na epidemiologia da doenca (Ploetz, 2015; Dita et al., 2018) e
a andalise dos componentes epidemioldgicos é fundamental para o manejo da doenca ao longo do
tempo, de forma que permita uma reducdo do progresso da doenca e, consequentemente, reducédo
de custos de producéo (Vale et al., 2004; Dita et al., 2018; Bidabadi & Sijun, 2018).

Como alternativa as praticas agricolas que agridem o meio ambiente, a utilizacdo de
microrganismos com potencial de promoc¢do do crescimento vegetal (PGP - Plant Growth
Promoter) e de biocontrole de fitopatdgenos surge como uma necessidade urgente, embora a
aplicacdo de microrganismos benéficos em plantios comerciais ainda é escassa, devido aos poucos
estudos em campo (Zhang et al., 2017; Orozco-Mosqueda et al., 2018). Neste contexto, as
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR - Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) atuam de forma direta na promocdo do crescimento vegetal por aumentar a
disponibilidade de nutrientes assimilaveis pela planta, bem como pela producéo de hormonio ou,
indiretamente, por apresentarem atividade de biocontrole contra fitopatdégenos, diminuindo o
efeito negativo causado por estes as plantas (Glick, 2012; Orozco-Mosqueda et al., 2018).

Dentre as bactérias, o género Streptomyces vem sendo estudado neste cendrio dado a

expressiva capacidade de produzir compostos antimicrobianos, sideréforos, enzimas hidroliticas
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e/ou desintoxicantes, sendo relatados seu potencial na atuacdo tanto no biocontrole dos
fitopatdégenos como na promocéo do crescimento vegetal e estimulando a resposta imune da planta
(Beneduzi et al., 2012; Palaniyandi et al., 2013; Hamedi et al., 2015), estas podem ser isoladas e
utilizadas (células bacterianas ou propagulos celulares - esporos), visando a promocdo do
crescimento vegetal e/ou controle de fitopatogenos em biofertilizantes, como também a
identificacdo de metabolitos para formulacdo de pesticidas naturais (Glick, 2012; Hamedi et al.,
2015). Este género, pertencente ao filo Actinobacteria (Waksman & Henrici, 1943; Ludwig et al.,
2012), compreende 848 espécies e 38 subespécies (LPSN, 2018), caracterizadas como Gram
positivas, aerdbias, quimiorganotréficas, produtoras de hifas vegetativas de 0,5 - 2,0 um de
didametro, com poucas espécies relatadas como patogénicas a animais e plantas (Ludwig et al.,
2012). Muitas espécies sdo capazes de se adaptar no solo e outros ambientes com condigdes
indspitas, devido principalmente ao seu vasto potencial genético e capacidade de utilizar diferentes
compostos como fonte de carbono e energia, sendo consideradas eficientes competidoras (Ludwig
etal., 2012; Kemung et al., 2018).

Cerca de sessenta por cento (60%) dos novos antibioticos descobertos entre 0s anos 50 e
70 foram obtidos a partir de actinobactérias, quase totalmente de espécies do género Streptomyces
(Berdy, 2005; Berdy, 2012) e, muitas bactérias deste género, vem sendo estudadas e avaliadas em
condicdes de laboratério quanto ao potencial de controle bioldgico de fitopatégenos e promocao
do crescimento vegetal, embora poucos trabalhos ainda em condigdes de casa de vegetagéo e de
campo (Javaid & Sultan, 2013; Palaniyandi et al., 2013; Hamedi et al., 2015; Chen et al., 2018;
Du et al., 2018; Han et al., 2018; Ohike et al., 2018). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a capacidade de isolados do género Streptomyces em promover o crescimento de plantas
de bananeira da variedade Prata and, bem como avaliar a capacidade desses isolados em atuarem
na supressdo da doenga mal-do-Panama em condic@es de casa de vegetacao.

2. Material e métodos

2.1. Isolados utilizados

Doze isolados pertencentes a Colecdo de Actinobactérias (CAB. C = isolados de amostra
de composto; S = isolados de amostra de solo) do Laboratdrio de Genética Molecular de Bactérias,
CAB-C 12, CAB-C 21, CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50, CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-S 69,
CAB-S 70, CAB-S 71, CAB-S 72, CAB-S 96, foram utilizados para avaliagdo do potencial in vivo
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na promocdo do crescimento de mudas de bananeira da variedade Prata Ana e na supressao da
doenca mal-do-Panama por apresentarem atividade antagonista in vitro frente ao fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Todos os isolados foram caracterizados
fenotipicamente (Apéndice A), bem como pelo sequenciamento do gene 16S DNAr em trabalho
prévio. O fungo Foc utilizado, foi 0 mesmo utilizado nos testes prévios de antagonismo in vitro, o
isolado 54P, cedido pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina,

considerado patogénico a variedade Prata Ana.

2.2. Preparo do substrato e do solo para transplante das mudas

O substrato para o transplante das mudas micropropagadas para tubetes foi preparado com
proporcOes de fibra de coco (30 kg), palha de arroz carbonizada (5 kg), composto organico (5 kg),
6xido de calcio (500 g), nitrato de potéssio (50 g), fosfato reativo natural (500 g) e micronutrientes
(5 g - boro, zinco, cobre, manganés e molibdénio), todos misturados com auxilio de betoneira com
adicdo de agua para umedecer o0 quanto necessario, seguindo as recomendacfes da empresa Sitio
Barreiras LTDA em relacdo ao plantio padrdo. Os tubetes de 150 mL foram preenchidos com o
substrato e irrigados antes do transplante. O preparo do solo foi realizado com uma proporgéo de
3:1 (v/v) de solo/substrato comercial (Tropstrato HT Hortalicas — Vida Verde, Tecnologias em
substratos), com 20% de composto organico junto ao substrato comercial, estes misturados em
betoneira e transferidos dois litros para sacos plasticos pretos (22 x 35 x 0,10 cm). O solo foi
umedecido periodicamente para melhor estabilizacdo até o transplante das mudas. As analises
fisico-quimicas do substrato e do solo foram realizadas pelo Laboratério de Analise de Solo Vigosa
(Apéndice B).

2.3. Obtencao das mudas de bananeira e transplante

As mudas micropropagadas foram obtidas da empresa Flora Biotecnologia LTDA — Santa
Catarina (SC), Brasil, todas pertencentes a variedade Prata and (grupo genémico AAB). Estas
foram separadas em bandejas por tamanho, com cerca de 6 cm de altura, para compor repeticao de
cada tratamento, diminuindo a variagdo dentre os diferentes tratamentos. As mudas foram
transplantadas para os tubetes contendo o substrato em aberturas centrais com cerca de 3 cm de
profundidade previamente identificados por tratamentos. Estas foram mantidas sob sombrite, com

temperatura média (medidas tomadas as 10 e 16 horas de cada dia) de 29,5 °C (médias de minima
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19 °C e méaxima 39 °C) e umidade 70% (Fig. 2). As plantas foram irrigadas duas vezes ao dia, de
15 a 30 mL de agua conforme as condicGes do ambiente e exigéncia das plantas, com seringa. As
mudas foram adubadas a partir da segunda semana do transplante de forma alternada com MAP
(Mono-Amoénio-Fosfato) e NK (Nitrogénio e Potassio) em uma concentragdo de 0,05 g NK e 0,08

g de MAP por planta, 5 e 3 doses, respectivamente.

tamanho para compor uma repeticéo de cada tratamento; B — Muda de bananeira com cerca de 6 cm representando o
porte das mudas selecionadas para compor os experimentos; C e D — Mudas transplantadas para os tubetes de 150 mL
e mantidas no sobrite por 18 dias.

Ap0s 18 dias no sombrite, as plantas foram transferidas para bancadas “ao sol” dentro da
casa de vegetacdo, para aclimatacdo antes da inocula¢do com o Foc, para evitar um maior estresse,
apresentando médias de temperatura e umidade de 28 °C (média da minima 16,5 °C e 33 °C da
maxima) e 46,5%, respectivamente. Apés dezenove dias de aclimatacdo e um maior
desenvolvimento das plantas, estas foram transferidas para os sacos contendo solo ja inoculado
com o Foc. Neste momento, as plantas apresentavam em média 9,2 cm de altura e 5,6 folhas. As

plantas foram regadas duas vezes ao dia com um volume de 50 a 100 mL de agua e adubadas uma
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vez com MAP e NK ap0s o transplante para 0s sacos.

2.4. Preparo do inoculo bacteriano e inoculagdo

Dez microlitros (10 pl) de suspensdo bacteriana do estoque de cada uma dos 12 isolados
foram inoculados sobre toda a superficie do meio BDA pH 7,0 sobre papel celofane e, apos sete
dias de incubacgéo a 27 °C, toda biomassa bacteriana foi raspada para 20 mL de solucdo salina
(0,85%) e agitada levemente em agitador do tipo vortex por dez segundos para homogeneizar (de
acordo com teste e padronizacao prévia), para obtencdo de uma suspensdo com concentra¢do final
de 1x10® UFC/mL. Um mililitro (1 mL) da suspensdo foi utilizado para diluicdo seriada e
plagueamento para contagem de UFC/ml. Foram realizadas duas inoculacdes com as
actinobactérias, adicionando-se 1 mL da suspensdo bacteriana na base de cada planta de bananeira

(Qin et al., 2015 com modificacdes - duas inoculagdes) no dia do transplante e sete dias apos.

2.5. Preparo do inéculo fangico e inoculacdo

O Foc foi reativado a partir do estoque em meio BDA pH 5,5 e incubado a 25 °C por 7
dias. Uma suspensdo de conidios em uma concentracdo de 1x10° conidios/mL foi preparada
adicionando-se 3 mL de &gua destilada esterilizada sobre o fungo na placa e feita uma raspagem
com alca de Drigalsky, filtrados para remover hifas/ micelio em seringa com gaze, todos
previamente esterilizados. A contagem para ajuste da concentracdo foi realizada em camara de
Neubauer (Improved Bright-line - Optik Labor) e ajustada para a concentraco final de 1x10°
conidios/mL.

A inoculacdo foi realizada em um furo feito no centro do solo no saco por um tubete (150
mL) vazio e desinfestado com alcool 70%. Um mililitro (1 mL) da suspensédo na concentracao de
1x108 conidios/mL foi depositada com auxilio de micropipeta ao longo da superficie do furo no

centro do saco, antes do transplante das mudas dos tubetes para o0 saco.

2.6. Montagem dos experimentos

Dois experimentos simultdneos foram montados em casa de vegetacdo do Departamento
de Microbiologia Agricola da UFV do periodo de abril a julho de 2018, a fim de avaliar a promocao
do crescimento vegetal e a supressdo da doenca mal-do-Panam4, todos com as mesmas condic¢Ges

experimentais (substrato, solo, adubac&o, irrigacdo, variedade de bananeira, isolados bacterianos,
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condicdes de casa de vegetacdo). Sendo a unica diferenca, a inoculagdo com o Foc para o
experimento de avaliacdo da supressdo da doenca mal-do-Panama. A finalizacdo do experimento
foi determinada com base em outros trabalhos (Rodriguez et al., 2011; Rebougas, 2018; Chen et
al., 2018; Ribeiro et al., 2018), bem como levando em consideracdo o desenvolvimento das plantas
e 0 aparecimento e desenvolvimento dos sintomas, 60 dias ap0ds a inoculacéo.

Estes experimentos (supressdo da doenca mal-do-Panama e promocao do crescimento
vegetal) foram repetidos 14 dias ap6s a montagem dos dois primeiros, seguindo a mesma estratégia
experimental, incluindo dois tratamentos Mix, um consércio de microrganismos composto por
quatro isolados: CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50 e CAB-S 69, os quais apresentaram o melhor
desempenho no controle de Foc in vitro em trabalho anterior. Estes quatro microrganismos foram
avaliados previamente quanto ao crescimento para verificar a compatibilidade do consorcio, sendo
estes coinoculados em uma mesma placa de Petri (60x15 mm), utilizando 10 ul de suspensdo do
estoque de cada isolado em gotas equidistantes em placa de Petri, sendo observado o crescimento
apos 7 dias de inoculacdo. Este experimento foi finalizado aos 85 dias apds a inoculagdo como

sugerido por Ribeiro et al., 2018.

2.7. Avaliacao da promocéo do crescimento vegetal

Treze tratamentos compostos por 8 plantas cada foram distribuidos totalmente ao acaso,
sendo aleatorizado a cada semana em bancadas na casa de vegetacdo. Doze isolados bacterianos
(tabela 2) foram utilizados para as avalia¢cdes, com um tratamento apenas com mudas de bananeira
inoculadas com solucéo salina (NaCl - 0,85%) representando o controle negativo. Medidas de
desenvolvimento da planta foram tomadas ao final do experimento, apds noventa e oito (98) dias
de montagem, para todas as plantas, tanto para aquelas do experimento de avaliacdo da promogéo
do crescimento vegetal, quanto para a avaliacdo do controle da doenca mal-do-Panama. As
variaveis abaixo foram avaliadas:

Altura da planta: A altura da planta foi medida com régua graduada da base do pseudocaule
da planta até a inser¢do da folha 1; nimero de folhas: a contagem do nimero de folhas foi feita
considerando todas as folhas vivas e abertas; diametro do pseudocaule: o didmetro do pseudocaule
foi medido utilizando paquimetro digital (Mitutoyo Absolute DIGIMATIC), avaliado na altura de
3 cm da base do pseudocaule, padronizando a avaliagdo na posicdo menos larga para todas as

plantas; taxa de emissdo foliar: a avaliacdo da emissdo da taxa foliar foi realizada marcando a
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folna 1 de cada planta no momento do transplante e, a cada semana, a avaliacdo do
desenvolvimento de uma nova folha foi registrado; massa fresca e massa seca da parte aérea: a
massa fresca foi realizada utilizando apenas a parte aérea da planta mais o rizoma. Para realizacao
da massa seca, as mudas foram colocadas em sacos de papel e levadas para secagem em estufa de
circulacdo forcada a 65 °C, até atingir massa constante; colorimetria/pigmentacdo: dados dos
atributos L, a, ¢, b e h foram obtidos utilizando o aparelho colorimetro (Color Reader CR-10 —
Kinoca Minolta Sensing, Inc.). A avaliacéo foi realizada na folha trés de cada planta, padronizado
para todas as plantas o lado esquerdo do limpo foliar, evitando as &reas com pigmentagdes de

antocianina tipicas da variedade.

2.8. Avaliacao da supressao da doenca mal-do-Panamé

Para a avaliacdo da supressdo da doenga, 14 tratamentos foram definidos. Plantas tratadas
com 12 isolados bacterianos pertencentes ao género Streptomyces plantadas em sacos com com
solo infestado com o fungo Foc, sendo os controles do experiemtno: mudas de bananeira tratadas
com solucdo salina (NaCl - 0,85%) (negativo) e mudas inoculadas apenas com o Foc (positivo),
distribuidas totalmente ao acaso em bancadas em casa de vegetacao.

Apo6s um més de inoculagdo com o patdgeno, as plantas foram avaliadas diariamente para
a observacao do periodo de incubacdo, periodo que compreende 0 momento da inoculagéo até o
surgimento dos primeiros sintomas externos (Cordeiro, 1997; Ribeiro et al., 2018). A partir desse
momento, a severidade da doenca foi avaliada utilizando a escala de notas descritiva proposta por
Dita et al. (2014) composta por 5 categorias, em que: 1 = sem sintomas; 2 = amarelecimento inicial
nas folhas mais velhas/baixas; 3 = amarelecimento completo de todas as folhas mais velhas/baixas,
com alguma descoloracédo nas folhas mais novas; 4 = todas as folhas com intenso amarelecimento;
5 = planta morta (Fig. 3). As avaliacdes dos sintomas externos foram realizadas a cada quatro dias
até a finalizacdo do experimento, apos 61 dias da inoculacéo.

Ao final do experimento, as plantas foram removidas do solo e a incidéncia da doenca e a
severidade dos sintomas internos (comprometimento do sistema vascular) foram avaliados
utilizando a escala para sintomas internos proposta por Dita et al. (2014), como segue: 1 = sem
sintomas; 2 = descoloracéo inicial do rizoma; 3 = leve descolora¢do ao longo de todo o sistema
vascular; 4 = rizoma com quase todo o tecido interno mostrando necrose; 5 = rizoma totalmente

necrotico (Fig. 3). Para isso, um corte transversal foi feito no rizoma de cada planta de todos os
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tratamentos e observado o comprometimento do sistema vascular. Assim, foram coletados dados
das variaveis: severidade externa da doenca (sintomas externos da doenca), incidéncia e severidade
interna da doenca (sintomas internos) e estes foram utilizados para as analises comparativas dos

tratamentos.

1 2 3 4 5
Figura 3: Pardmetros para avaliagdo dos sintomas da doenga mal-do-Panamé em plantas de bananeira em condigdes
de casa de vegetacdo, baseada nos sintomas externos (parte superior da escala) e nos sintomas internos (parte inferior
da escala). Fonte: Dita et al., 2014.

Com os dados dos sintomas externos e internos foi calculado indice de doenga (ID) pela
seguinte formula: indice de severidade da doenga (%) = [Y(escore x numero de plantas com o
mesmo escore) / (numero maximo de escore da escala x nimero total de plantas avaliadas) x 100
(McKinney, 1923). A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD: Area Under the
Disease Progress curve — AUDPC), que representa o0 acimulo da doenga no tempo de avaliacéo,
foi calculada utilizando os dados das 8 avaliacOes, pela formula a seguir:

S Git+yi+1)
l l
AUDPC — z =% (tir — &)
i

Em que:

yi = severidade da doenca, baseada no indice da doenca, no momento inicial (i);

yi+ 1 = severidade da doenga no momento da avaliagdo subsequente (i + 1);

ti = tempo (dias) no momento da avaliacao i;

ti+ 1 = tempo (dias) no momento da avaliagdo subsequente i + 1;

n = nimero total de avaliacdes (Jeger & Viljanen-Rollinson, 2001; Vale et al., 2004).

2.9. Analises estatisticas

A analise comparativa dos dados de desenvolvimento das plantas foi realizada pelo teste
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de comparacdo de médias de todos os tratamentos com o tratamento controle pelo teste Dunnett a
0,1%, 1% e 5% de probabilidade de erro e, para os tratamentos que diferiram do controle, foi
realizado o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para a representacdo gréfica das curvas de
progresso da doenga bem como da severidade dos sintomas internos, foram utilizados os pacotes

ggplot2 e agricolae no programa R software (versdo 3.4.1 https://www.rstudio.com/).

3. Resultados

3.1. Promocéo do crescimento de bananeiras

Os resultados das variaveis analisadas estdo disponiveis na tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Valores médios dos diferentes pardmetros mensurados em mudas de bananeira inoculadas com doze isolados
pertencentes ao género Streptomyces, a fim de avaliar a promoc¢do do crescimento vegetal.

Tratamentos  Altura (cm) N° de folhas ~ Diémetro do pseudocaule (mm)  MFPA (g) MSPA (g)
Controle 14,28 6,0 16,43 57,73 7,92
CAB-C 12 15,90 6,5 17,45 68,88 9,31
CAB-C 21 15,46 6,0 16,88 66,18 9,20
CAB-C 24 15,41 6,4 18,14 69,75** 9,17
CAB-C 25 16,55*** 6,8***h 18,35 72,02%** 10,23****
CAB-C50 16,61*** I Saiakaie 19,22%** T4,47%%** 9,76***
CAB-S 66 16,26** 6,4 17,61 70,91** 9,64***
CAB-S 67 15,61 6,3 17,68 63,77 8,73
CAB-S 69 13,96 6,4 16,91 57,71 7,99
CAB-S 70 14,75 6,5 17,40 60,73 8,42
CAB-S 71 14,20 6,4 15,65 54,88 7,92
CAB-S 72 13,99 7,0%***p 17,35 59,53 8,14
CAB-S 96 14,94 6,1 16,91 57,92 7,65
MFPA = Massa fresca correspondente a parte aérea da planta; MSPA = Massa seca correspondente a parte aérea da

planta.

Teste Dunnett de comparacao entre todos os tratamentos com o controle e teste Tukey a 5% de probabilidade para 0s
tratamentos que diferiram do controle. NUmero ndo seguidos de letras e nem de simbolos, ndo diferem do controle.
Em cada coluna, nimeros seguidos pelos simbolos **, *** g **** diferem do tratamento controle pelo teste Dunnett
e, as letras minGsculas sdo referentes a significancia do teste Tukey a 5% de probabilidade. **p < 0.05; ***p < 0.01;
*xkxn < 0.001.

Além dos dados mostrados na tabela 2, foram avaliados também a taxa de emisséo foliar e
modulos de leitura da colorimetria, os quais ndo mostraram diferencas significativas entre os
tratamentos em relagdo ao controle (dados ndo mostrados). O isolados CAB-C 50 foi 0 Unico
isolado que apresentou diferenga (p < 0,01; p < 0, 001) em todos os parametros avaliados em
comparacgéo ao controle (altura da planta, o numero de folhas, o didmetro do pseudocaule e massa
fresca) (Fig. 4); o isolado CAB-C 25 apresentou quatro parametros (altura, numero de folhas,
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massa fresca e massa seca); 0 CAB-S 66 diferiu em trés parametros (altura, massa fresca e massa

seca); e, os isolados CAB-C 24 e CAB-S 72 diferiram apenas em um parametro cada, massa fresca

e numero de folhas, respectivamente.

]

.

Figura 4: Panorama das plantas no final do experimento de avaliacio da promocéo do crescimento vegetal. As plantas
foram avaliadas no final do experimento, apds 3 meses e uma semana de montagem do mesmo. Da esquerda para a
direita, tratamentos: Controle bananeira; CAB-C 12; CAB-C 21; CAB-C 24; CAB-C 25; CAB-C 50; CAB-S 66;
CAB-S 67; CAB-S 69; CAB-S 70; CAB-S 71; CAB-S 72; CAB-S 96. Planta com a seta indicando o tratamento
CAB-C 50 que apresentou 0 maior desenvolvimento das plantas).

3.2. Controle da doenca mal-do-Panama

3.2.1. Efeito das bactérias do género Streptomyces na supressdo da doenca mal-do-
Panama

Ao longo das avaliagdes do experimento, foi possivel observar todos os sintomas tipicos

da doenca mal-do-Panama, validando a patogenicidade do Foc (Fig. 4).

Figura 4: Sintomas tipicos da doenca mal-do-Panaméa em plantas de bananeira da variedade Prata And (setas). A:
Murcha foliar. Na imagem, uma planta representando cada estagio da escala de notas, da planta sadia até a planta
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morta; B: estreitamento do limbo foliar das folhas mais novas; C: Rachaduras no pseudocaule. Todos estes
representando os sintomas externos; D: Comprometimento dos vasos condutores (sintomas internos).

A comparacdo dos tratamentos (isolados analisados) no efeito da supressdo da doenca foi
realizada a partir dos parametros: periodo de incubacao, severidade final da doenca, progresso da
doenca ao longo do tempo, &rea abaixo da curva de progresso da doenca e a incidéncia dos

sintomas internos.

Sintomas externos

As 8 avaliacbes realizadas a partir da observacdo dos sintomas externos foram
transformadas em indice de doenca e utilizadas para avaliar o progresso da doenca (anélise
temporal) e a severidade final da doenca (Fig. 5A), bem como a AACPD (Fig. 5B).

Houve variacao no periodo de incubacéo e na dinamica temporal da doenca, refletindo em
valores diferentes da area abaixo da curva de progresso da doenca entre os diferentes tratamentos.
N&o foram observados sintomas externos nas plantas do tratamento CAB-C12 ao longo de todo o

experimento.

A B
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Avaliacdes apos um més de inoculacdo com o Foc
Figura 5. Efeitos dos tratamentos com diferentes isolados do género Streptomyces sobre o controle da doenca mal-do-
Panama na variedade Prata And. Todos os tratamentos foram inoculados com uma suspensao de conidios de Foc (1 x
10° conidios/mL) com excecdo do controle negativo, apenas bananeira (CNTRL Bananeira). O tempo zero (0) no
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grafico representa o inicio das avaliagdes, apds um més de inoculagdo com o patdgeno. A: Representagdo do progresso
da doenca construida com base nos valores de indice doenga (ID) obtidos a partir das 8 avaliagdes dos sintomas
externos utilizando a escala de notas proposta por Dita et al. (2014); B: Valores do calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) para os diferentes tratamentos.

O tratamento com o isolado CAB-C 25 apresentou o periodo incubagdo mais prolongado,
a partir da quinta avaliacdo, 51 dias ap0ds a inoculacéo, seguido pelos tratamentos com os isolados
CAB-C 21, CAB-C 50, CAB-S 70, CAB-S 71 e CAB-S 96, em que os sintomas foram observados
a partir de 49 dias ap0s a inoculacéo. Os tratamentos CAB-C 24, CAB-S 66, CAB-S 69 e CAB-S
72, ndo mostraram diferenca em relacdo ao tratamento controle Foc, com o aparecimento dos
sintomas apds 42 dias de inoculacdo e o tratamento CAB-S 67 apresentou 0 mais curto periodo de
incubacdo, sendo os sintomas observados a partir da primeira avaliagdo, com um més de
experimento.

Ao final do experimento, os tratamentos CAB-C 12 (0 %), CAB-C 24 (6,25 %) e CAB-C
50 (6,25 %) apresentaram os menores indices de doenca (Fig. 5A e Fig. 6), seguidos pelos
tratamentos CAB-C 25 (9,37 %), CAB-C 21, CAB-S 66 e CAB-S 96, todos com 15,62 %, CAB-
S 70 (18,75%), CAB-S 71 (21,87 %), CAB-S 72 (25 %), CAB-S 69 (28,12 %) e CAB-S 67 (34,37
%), com o tratamento controle positivo, inoculado com o patégeno Foc, apresentando um ID de
31,25 %.
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Figura 6: Plantas representando a média dos melhores tratamentos em relacdo a supressao da doenca mal-do-Panama
e promocao do crescimento vegetal. A: Controle Foc; Controle bananeira; CAB-C 12 + Foc e CAB-C 12; B: Controle
Foc; Controle bananeira; CAB-C 24 + Foc; CAB-C 24; C: Controle Foc; Controle bananeira; CAB-C 25 + Foc e
CAB-C 25; D: Controle FOC; Controle bananeira; CAB-C 50 + Foc e CAB-C 50.

O actmulo da doenca ao longo do tempo experimental foi verificado pelo calculo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Fig. 5B), a qual evidenciou variagao entre 0s
tratamentos, sendo a menor observada para o tratamento CAB-C 50 (87,5). O tratamento com o
isolado CAB-S 67 apresentou o maior valor da AACPD (512,5) e todos os demais tratamentos

apresentaram valores inferiores ao apresentado pelo controle positivo Foc (393,75).

Sintomas internos

Os sintomas internos permitiram calcular a incidéncia da doenca e observar o grau de
comprometimento do sistema vascular. Todas as plantas do tratamento controle positivo (Foc)
apresentaram sintomas internos de lesdes da doenca, o que corresponde a uma incidéncia de 100%,
também observado nos tratamentos CAB-S 71 e CAB-S 72. Néo foram observados sintomas
internos no tratamento CAB-C 12. Nos tratamentos CAB-C 21, CAB-C 24, CAB-C 25 e CAB-C
50 a inicidéncia correspondeu a 37,5%, os tratamentos CAB-S 66, CAB-S 67, CAB-S 69, CAB-S



108

70 e CAB-S 96 apresentaram 62,5%, 87,5%, 75%, 50% e 75% de incidéncia da doenca,
respectivamente.

Na repeticdo do experimento (supresséo da doenca e promocgao do crescimento montados
quatorze dias ap6s a montagem dos dois primeiros) dentre os 85 dias, foram realizadas 15
avaliacBes dos sintomas externos e, 0 tratamento Mix - consorcio de microrganismos (isolados
CAB-C 24, CAB-C 25, CAB-C 50 e CAB-S 69) - retardou o inicio dos sintomas, aumentando o
periodo de incubacdo, com o aparecimento dos sintomas apenas 40 dias ap0ds a inoculacdo com o
patdgeno Foc, com a taxa de progresso da doenga mantendo-se constante até o final do
experimento. O indice de doenca final, baseado na severidade dos sintomas externos, foi de 3,25%
e, do controle 43,75%, com um baixo valor (56,25) da AACPD, quando comparado ao controle
positivo Foc (779,17) (Fig. 7), e em relacdo aos sintomas internos, este apresentou 12,5% de

incidéncia da doenca.
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Figura 7: Dados da repeticdo do experimento. Efeitos dos tratamentos com diferentes isolados do género Streptomyces
sobre o controle da doenca mal-do-Panama na variedade Prata and. Todos os tratamentos foram inoculados com uma
suspensdo de conidios de Foc (1 x 108 conidios/mL) com excecdo do controle negativo, apenas bananeira (CNTRL
Bananeira). A: Representacdo do progresso da doenga construida com base nos valores de indice doenga (ID) obtidos
a partir das 15 avaliagdes (85 dias de experimento) dos sintomas externos, utilizando a escala de notas proposta por
Dita et al., (2014); B: Valores do célculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AADPC) para todos 0s
tratamentos.
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3.2.1. Desenvolvimento das plantas

Os dados obtidos das avaliagdes de desenvolvimento das plantas estdo expostos na tabela
3. Neste experimento, nenhum dos componentes colorimétricos foi eficiente para mostrar
diferenca entre os tratamentos, ndo apresentando diferenca significativa entre os mesmos. O
tratamento com o isolado CAB-C 21 foi o que apresentou mais variaveis com diferenca
significativa em relagdo ao controle, a saber: altura das plantas, massa fresca e massa seca, seguido
pelos tratamentos com os isolados CAB-C 24, que apresentou diferenca significativa na altura das
plantas e massa seca e CAB-S 72, diferindo também na altura e massa seca e, por fim o tratamento

com CAB-S 70, apresentando diferenca apenas na altura das plantas em relagéo ao controle.

Tabela 3: Valores médios dos diferentes parametros mensurados em mudas de bananeira inoculadas com Foc e com

doze isolados pertencentes ao género Streptomyces, a fim de avaliar a supresséo da doenca mal-do-Panama.

Tratamentos Altura (cm) N° de Diametro do pseudocaule (mm)  MFPA (g) MSPA (g)
folhas
CNTRL Bananeira 14,11 6,50 16,27 53,01 7,97
CNTRL Foc 13,63 6,00 15,76 50,42 7,17
CAB-C 12+ Foc 15,03 6,50 16,16 57,85 8,50
CAB-C 21+ Foc 16,81**** 6,70 16,66 63,46** 9,81 ****
CAB-C 24+ Foc 16,11%** 6,50 17,69 61,36 9,25%**
CAB-C 25+ Foc 15,43 6,63 16,71 56,94 8,82
CAB-C 50+ Foc 15,10 6,38 16,50 57,42 8,41
CAB-S 66 + Foc 15,10 6,00 16,84 54,48 8,11
CAB-S 67+ Foc 15,13 5,38 16,65 52,90 8,37
CAB-S 69+ Foc 15,04 4,88 16,95 56,26 8,14
CAB-S70+ Foc 15,63 ** 5,88 17,01 56,97 8,29
CAB-S71+ Foc 14,11 6,25 16,20 54,32 7,99
CAB-S 72+ Foc 15,69 ** 5,88 17,08 58,19 9,02**
CAB-S96 + Foc 14,56 6,25 16,69 52,60 8,02

MFPA = Massa fresca correspondente a parte aérea da planta; MSPA = Massa seca correspondente a parte aérea da
planta.

Teste Dunnett de comparacdo entre todos os tratamentos com o controle e teste Tukey a 5% de probabilidade para 0s
tratamentos que diferiram do controle. Em cada coluna, nimeros seguidos pelos simbolos **, *** ¢ **** Diferem do
tratamento controle pelo teste Dunnett e, as letras mindsculas sao referentes a significancia do teste Tukey a 5% de
probabilidade.

**n < 0.05; ***p < 0.01; **¥*p < 0.001.

Pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos que diferiram do controle, e apenas o tratamento CAB-C 21 apresentou valor de massa

fresca diferindo de todos os tratamentos, incluindo o controle, isso pelo teste de Dunnett.
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4. Discussao

Os mecanismos de atuacdo de Streptomyces ssp. como promotoras de crescimento de
plantas (PGP - Plant Growth Promotion) e em atividades de biocontrole estdo bem descritos em
algumas revisoes sobre o assunto (Glick, 2012; Palaniyandi et al., 2013; Sousa & Olivares, 2016;
Subramaniam et al., 2016; Ferrera et al., 2018; Olanrewaju et al., 2018; Vurukonda et al., 2018).
Os resultados obtidos nesse trabalho evidenciaram isolados bacterianos do género Streptomyces
promissores como promotores de crescimento de mudas de bananeira e no controle da doenca mal-
do-Panamé, uma das mais severas doengas que acometem bananeiras de diferentes variedades
(Ploetz, 2005). O isolado CAB-C 50, com todos os parametros avaliados diferindo estatisticamente
do controle, foi 0 mais promissor PGP de bananeira da variedade Prata ana nas condi¢Ges do
experimento, seguido pelos isolados CAB-C 25 e CAB-S 66, 0s quais apresentaram 4 parametros
diferindo estatisticamente do controle. Essa atividade PGP observada nos isolados, principalmente
no CAB-C 50, pode ser devido a um ou a varios mecanismos, como: producdo de AIA, producdo
de siderdforos, solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio, producdo da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (aliviagdo do estresse vegetal), producdo de
diferentes enzimas e/ou promocdao de simbiose (Palaniyandi et al., 2013; Vurukonda et al., 2018),
refletindo no desenvolvimento da planta.

O AIA é um fitohormonio pertencente a classe das auxinas que atua na inducdo da
alongacdo e divisdo celular, permitindo o desenvolvimento vegetal (Vurukonda et al., 2018).
Aldesuquy et al. (1998) detectaram a producédo dos diferentes fitohormdnios auxina, giberelina e
citocinina produzidos por diferentes espécies do género Streptomyces com efeito em plantas de
trigo. A producdo da enzima ACC desaminase, enzima que converte o 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC), o qual é a percussor do etileno em plantas, em amdnia e a-cetobutarato,
diminuindo desta forma, o estresse causado pelo etileno e, consequentemente, promovendo o
desenvolvimento da planta (Glick, 2005; Palaniyandi et al., 2013), bem como a solubilizacéo do
fosfato que, em sua maioria é encontrado no solo em formas complexadas néo disponiveis para as
plantas, sdo importantes atividades realizadas por bactérias do género Streptomyces (Palaniyandi
et al., 2013; Vurukonda et al., 2018). Franco-Correa et al. (2010) identificaram e avaliaram 30
actinobacterias, sendo a maioria pertencente ao género Streptomyces, quanto aos parametros:
solubilizacdo de fosfato, producdo de sider6foros e interagdo com fungos micorrizicos

arbusculares e, a maioria dos isolados apresentaram resultado positivo para 0s mecanismos
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avaliados. Resultados obtidos por El-Tarabily et al. (2008) destacam a atividade de ACC
desaminase associada a inoculagcdo com Streptomyces filipinensis, reduzindo significativamente a
quantidade de ACC em raizes e brotos de tomateiro.

No contexto do controle bioldgico ou biocotrole, definido como “O uso de organismos
vivos para suprimir a densidade populacional ou o impacto de um organismo patogénico
especifico, tornando-o menos abundante ou menos prejudicial do que seria” (Eilenberg et al.,
2001), a atuacdo de microrganismos benéficos pode ser por antagonismo/antibiose, por competicéo
por espaco e/ou nutrientes com o fitopatdgeno ou parasitismo (Eilenberg et al., 2001; Siddikee et
al., 2010; Zhang et al., 2011; Palaniyandi et al., 2013). Existem diferentes estratégias de aplicacédo
do controle bioldgico e, o controle bioldgico por inoculagdo € uma estratégia bastante utilizada no
ambito da agricultura (Eilenberg et al., 2001; Johnson, 2010).

Neste trabalho, a observacdo do aparecimento tardio dos sintomas externos (periodo de
incubacdo) da doenca dentre os tratamentos, principalmente comparando-se ao controle, pode ser
em funcdo da atuacdo das diferentes Streptomyces spp. inoculadas como agente de biocontrole no
solo. Este inoculo bacteriano pode ter reduzido a taxa de germinacdo dos conidios de Foc em
funcdo da producdo de metabdlitos de efeito antibidtico, como foi observado em testes prévios em
laboratdrio, bem como pela competicdo por espaco e nutrientes na regido rizosférica. Por outro
lado, o in6culo bacteriano pode ter, em associacdo a outros mecanismos, auxiliando do
desenvolvimento da planta por algum mecanismo de PGP, diminuindo, dificultando ou mesmo
impedindo a penetragdo das hifas flungicas nas raizes da bananeira e, consequentemente,
diminuindo a colonizagdo e comprometimento do sistema vascular.

A importancia da microbiota rizosférica para o desenvolvimento da planta j& é bem
estabelecida (Philippot et al., 2013; Reinhold-Hurek et al., 2015; Steinauer et al., 2016) e uma
rizosfera com atividade microbiana rica, auxilia na supressdo de doencas do solo, ou seja, em um
ambiente em que ha um hospedeiro suscetivel, condicdes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento da doenga e 0 microrganismo patogénico, o patégeno nao causa a doenga ou, se
causar, esta apresenta-se em niveis baixos; e, por outro lado, em solos condutivos, com baixa
atividade microbiana, um baixo nivel de indculo pode causar sérios danos a cultura (Ploetz, 2015;
Dita et al., 2018; Zhao et al., 2018). Neste sentido, a utilizacdo de bioinoculantes com base em
diferentes microrganismos com atividade antagonista ou PGP, como utilizando um consorcio de

microrganismo (o tratamento Mix avaliado neste trabalho), pode enriquecer a regido rizosférica e,
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consequentemente, pela producdo de diferentes moléculas ativas e competicdo por espaco e
nutrientes, reduzir ainda mais a populacdo do patégeno.

Xue et al. (2015) observaram que em solo supressivo ao fungo Foc havia uma maior
diversidade microbiana, sendo a familia Streptomycetaceae uma das mais abundantes, bem como
no trabalho de Mendes et al. (2011) em que foram comparados solos com diferentes niveis de
supressdo da doenca causada pelo fungo Rhizoctonia solani e observou que o filo Actinobacteria
foi um dos mais abundantes. Chen et al. (2018) demonstrou o efeito do isolado Streptomyces sp.
CB-75 na diminuicdo do indice da doenca mal-do-Panaméa em comparagéo ao controle, bem como
no desenvolvimento da planta.

A AACPD ao longo das 8 avaliacbes deste trabalho, mostrou diferenca entre o0s
tratamentos, sendo as menores para os tratamentos CAB-C 12, CAB-C 24, CAB-C 25 e CAB-C
50. Assim, para estes tratamentos, a severidade da doenca mantém-se de forma constante ao longo
das avaliacdes, ndo apresentando um aumento progressivo quando comparado ao controle, o que
reflete em um mecanismo de controle/supressdo da doenca interessante em relacdo aos demais
inoculantes/tratamentos, que é de suma importancia para a supressao de doengas policiclicas (Vale
et al., 2004; Ploetz, 2015).

A observacdo dos sintomas externos da doenca mal-do-Panamé é uma das formas de
diagnosticar a doenca em plantas de bananeira, contudo os valores de severidade podem nao
representar a verdadeira intensidade da doencga, pois as plantas podem né&o exibir os sintomas
externos prontamente apés a infeccdo ou exibir um amarelecimento em decorréncia do excesso de
agua e da deficiéncia nutricional, sendo fundamental a avaliacdo dos sintomas internos, o
comprometimento do sistema vascular, que sdo sintomas mais precisos (Ribeiro et al., 2018). Neste
trabalho, os sintomas internos corresponderam aos sintomas externos na maioria dos tratamentos,
com os menores indices de incidéncia de doenca os tratamentos CAB-C 21, CAB-C 24 e CAB-C
50, o que corrobora com a diferenca entre os tratamentos e a eficiéncia dos tratamentos em relacdo
a supressao da doenga.

A bananeira, por ser perene (dada a caracteristica de sucessao de plantas “filhas”), favorece
ciclos continuos da doenca mal-do-Panamd, aumentando o acumulo de in6culo nos bananais (Dita
etal., 2018). A utilizacdo de microrganismos benéficos para a agricultura, como os PGP e agentes
de biocontrole, representam uma alternativa sustentavel, ecologicamente correta em relacdo aos

agroquimicos, alem da facil disponibilidade no ambiente, sendo as actinobactérias um grupo
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abundante e importante na rizosfera e em composto organico, as quais podem e vem sendo isoladas
e estudadas para a formulacéo e aplicacdo como bioinoculantes, uma vez que sdo microrganismos
adaptados a este tipo de ambiente e altamente competitivas (Subramaniam et al., 2016; Yadav et
al., 2017; Dita et al., 2018).

5. Conclusoes

O presente estudo evidencia que alguns dos isolados do género Streptomyces ssp. testadas
in vitro no capitulo 2 para o controle do fungo Foc em condig¢des in vitro, também apresentam
atividade in vivo para o controle do Foc, atuando na supressdo da doenca mal-do-Panama, e, além
disso, apresentam mecanismos ndo explorados neste estudo associados ao desenvolvimento da
planta. Alguns isolados como o CAB-C 24, CAB-C 25 e CAB-C 50 mostraram atividade tanto
isolados quanto empregados em consércio (mix) com outras Streptomyces ssp., como observado
pelos resultados do tratamento Mix na repeticdo do experimento. O(s) mecanismo(s) relacionados
com PGP e biocontrole que estes isolados apresentam serdo investigados para um melhor
entendimento da atuacdo destes isolados no desenvolvimento da planta e supressédo da doenca.
Dentre todos os isolados, a Streptomyces sp. CAB-C 50 e a Streptomyces sp. CAB-C12 sdo
candidatos promissores para mais estudos e desenvolvimento/otimizacdo de um bioinoculante com
atividade de biocontrole e promocdo do crescimento para bananeira da variedade Prata ana e,
posteriores testes com outras variedades de bananeira, por apresentar efeito tanto para PGP de
bananeira ‘Prata And’, quanto para a supressido da doenga mal-do-Panamé, doenca de grande

importancia da cultura.
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7. Apéndices
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Apéndice A - Caracteristicas morfolégicas e culturais dos 12 isolados pertencentes ao género
Streptomyces. Imagens obtidas com auxilio de microscopio estereoscdpio lupa (Olympus SZ61)
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(imagens B e C) e microscopio invertido (Olympus 1X70) (imagem D). A: Isolado cultivado em
placa de Petri plastica 90 x 15 mm em meio de cultura BDA. B: Aspecto cultural do isolado em
maior aumento. C: Aspecto de uma coldnia isolada. D: Aspecto do micélio do isolado. Imagens

obtidas com sete dias de cultivo do isolado.

Apéndice B - Resultado da analise do solo e do substrato utilizado neste trabalho para o plantio das mudas de bananeira

da variedade Prata ana.

Solo Substrato

N(mg/dm?) ) 12500
P (mg/dm?d) 66.7 3900
K(mg/dmd) 230 14400
Ca(mg/dm?) - 24000
Mg(mg/dm?3) ) 4400
S(mg/dm?) - 2500
CO(mg/dm?) - 347800
Na (mg/dmd) - 630
C/N - 28.27
Zn (mg/dm?®) 2.9 55
Fe (mg/dmd) 85.8 2931
Mn (mg/dm?) 16.4 156
Cu (mg/dm?3) 0.5 25
B (mg/dmd) 0.1 392
PH (H20) 6.3 6.44

. Ar i 36.54
Umidade (%) Estufa (75 °C) - 46.80
Ca?* (cmol/dm?d) 2.5 )
Mg?* (cmolc/dm?) 0.9 -
AIR* (cmol/dm?) 0 -
H+AL (cmolc/dmd) 2.80 -
SB (cmolc/dm?3) 4 i
CTC(t) (cmold/dm3) 4 -
v (%) 59 -
MO (%) 2.25 -
P-rem (mg/L) 21.3 _

N = nitrogénio; P = fésforo; K = potassio; Ca = Calcio; Mg = Magnésio; S = enxofre; CO = carbono orgénico; C/N =
relagdo carbono nitrogénio; Zn = zinco; Fe = ferro; Mn = manganés; Cu = cobre; B = boro; Na = sodio; H + Al =
hidrogénio mais aluminio; SB = soma de bases trocaveis; CTC (t) = Capacidade de troca cati6nica efetiva; V = Indice

de saturacdo de bases; MO = matéria organica; P-rem = fosforo remanescente.
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Conclusodes Gerais

- Ha diferenca na composicdo e abundancia de comunidades microbianas nas amostras de
solo sob cultivo de bananeira nas &reas estudadas nos Estados da Bahia e do Ceara e nas diferentes
fases do sistema de compostagem, sendo mais evidentes nas fases da compostagem.

- O composto organico maduro (fase IV da compostagem), o qual é aplicado nas areas de
plantio de bananeira da Empresa Sitio Barreiras LTDA, apresenta microrganismos com potencial
de biocontrole de microrganismos patogénicos e, ndo foi detectada a presenca do género Fusarium,
género do agente causal (Foc) da doenca mal-do-Panama, responsavel por significativos prejuizos

a cultura da bananeira.

- Os isolados pertencentes ao género Streptomyces obtidos de amostras de solo sob cultivo
de bananeira e do composto organico, bem como os compostos produzidos por estes isolados,
apresentam atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos (Fusarium oxysporum, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, Colletotrichum lindemuthianum) levedura (Candida albicans) e
bactérias Gram negativa (Actinobacillus pleuropneumoniae) e Gram positiva (Staphylococcus

aureus).

- Os isolados CAB-C 12 e CAB-C 50 s@o promissores para o controle da doenga mal-do-
Panama em condicdes de casa de vegetacdo, os quais devem ser testados em condi¢des de campo,

bem como para a promocao do crescimento vegetal de bananeira da variedade Prata ana.

- Dentre os isolados da Colecdo de Actinobacterias do laboratério de Genética Molecular de
Bactérias ha isolados que produzem substancias que podem ser utilizadas para o controle de fungos
e bactérias patogénicas, bem como com potencial para promover o crescimento de mudas de

bananeira da variedade Prata Ana.



