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RESUMO

FLORES, Giuliana Shelly Lizana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2023. Controle bioldégico e promocao de crescimento vegetal por Streptomyces
spp. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientadores: Leandro Grassi de
Freitas e Thalita Suelen Avelar Monteiro.

O feijoeiro é cultivado em diversos sistemas de producdo e em todas as regides
brasileiras, tanto por pequenos como por grandes produtores. No entanto, as
reducbes causadas na produtividade das lavouras pelos fitopatdbgenos séao
significativas. O uso de agrotdxicos para o controle de doencgas, como os fertilizantes
quimicos, pode ocasionar problemas ambientais a médio e longo prazo. Nesse
contexto, a busca por novas alternativas para o controle de doencas e melhoria das
condi¢des do solo tem crescido nos ultimos anos. Assim, neste estudo, dois isolados
de Streptomyces spp. (4L e 60) coletados do solo foram caracterizados de acordo
com a sua morfologia e fisiologia, e avaliados quanto a sua a capacidade de controlar
fitopatégenos por meio de ensaios in vitro e in vivo. A capacidade de promocéao de
crescimento vegetal dos isolados de Streptomyces spp. foi avaliada por meio da
deteccao de fixacdo biolégica de nitrogénio, da producédo de acido 3-indol-acético
(AlA), de amébnia e de sideréforos e da solubilizacdo de fésforo. Foram também
avaliadas a capacidade de producao de enzimas lignoceluloliticas (quitinase, xilanase,
celulase e pectinase), assim como -1,3-glucanase. Além disso, foi demostrada a
presenca de megaplasmideo nessas bactérias mediante o método de eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE). Os resultados dos testes in vitro mostraram a
capacidade antag6nica dos isolados frente aos fungos Colletotrichum lindemuthianum
(agente causal da antracnose), Sclerotinia sclerotiorum (agente causal da podridao ou
mofo branco), e Rhizoctonia solani (agente causal da podridao radicular). A maior
porcentagem de inibigdo de C. lindemuthianum foi obtida pelo isolado 60 que foi de
68,47%; para S. sclerotiorum foi de 51,22% pelo isolado 4L; e para R. solani, os dois
isolados de Streptomyces spp. inibiram o crescimento do fungo com a mesma
eficiéncia (38,47%). Experimentos realizados in vivo confirmaram esses resultados,
em que os isolados de Streptomyces spp. reduziram a severidade da antracnose nas
folhas em 25% para o isolado 60 e em 30% para o 4L; do mofo branco em 90% e da
podridao radicular em 10% em relagdo ao controle positivo. Ambos os isolados foram
capazes de incrementar a biomassa radicular e aérea em 20%, assim como o



comprimento da raiz e da parte aérea em 25%. Observou-se ainda que ambos 0s
isolados apresentam megaplasmideo com tamanho aproximado de 97 kb. Concluiu-
se que esses microrganismos possuem potencial como biocontroladores de doengas
e promotores de crescimento para a cultura do feijao, além de apresentar um
megaplasmideo que pode ser importante para a producdo de novos metabdlitos
secundarios. Assim, esses isolados de Streptomyces spp. podem ser alternativa viavel
para a agricultura sustentavel.

Palavras-chave: Fungo fitopatogénico. Actinobactéria. Megaplasmideo. Enzimas

lignoceluloliticas.



ABSTRACT

FLORES, Giuliana Shelly Lizana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April, 2023.
Biological control and plant growth promotion by Streptomyces spp. Adviser:
Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Leandro Grassi de Freitas and Thalita Avelar
Monteiro.

The common bean is cultivated in different production systems and in all Brazilian
regions, both by small and large producers. However, the reductions caused in crop
productivity by phytopathogens are significant. The use of pesticides to control
diseases, such as chemical fertilizers, can cause environmental problems in the
medium and long term. In this context, the search for new alternatives for disease
control and improvement of soil conditions has grown in recent years. Thus, in this
study, two isolates of Streptomyces spp. (4L and 60), collected from the soil were
characterized according to their morphology and physiology, and evaluated for their
ability to control phytopathogens through in vitro and in vivo assays. The ability of
Streptomyces spp. isolates to promote plant growth was evaluated by detecting
biological nitrogen fixation, production of 3-indole-acetic acid (IAA), ammonia, and
siderophores and phosphorus solubilization. The ability to produce lignocellulytic
enzymes (chitinase, xylanase, cellulase and pectinase) as well as -1,3-glucanase
were also evaluated. In addition, the presence of megaplasmids in these bacteria was
demonstrated using the pulsed field gel electrophoresis (PFGE) method. The results
of the in vitro tests showed the antagonistic capacity of the isolates against the fungi
Colletotrichum lindemuthianum (causal agent of anthracnose), Sclerotinia sclerotiorum
(causal agent of rot or white mold), and Rhizoctonia solani (causal agent of root rot).
The highest percentage of inhibition of C. lindemuthianum was obtained by isolate 60,
which was 68.47%; for S. sclerotiorum it was 51.22% for isolate 4L; and for R. solani,
the two isolates of Streptomyces sp. inhibited the growth of the fungus with the same
efficiency (38.47%). Experiments performed in vivo confirmed these results, in which
isolates of Streptomyces spp. reduced the severity of anthracnose on leaves by 25%
for isolate 60 and by 30% for 4L; white mold in 90% and root rot in 10% compared to
the positive control. Both isolates were able to increase root and shoot biomass by
20%, as well as root and shoot length by 25%. It was also observed that both isolates
have a megaplasmids with an approximate size of 97 kb. It was concluded that these
microorganisms have potential as disease biocontrollers and growth promoters for



bean crop, in addition to presenting a megaplasmids that may be important for the
production of new secondary metabolites. Thus, these isolates of Streptomyces spp.
can be a viable alternative for sustainable agriculture.

Keywords: Phytopathogenic fungus. Actinobacteria. Megaplasmid. lignocellulolytic

enzymes.
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1. INTRODUGAO

O feijao é um grao que apresenta valor nutritivo, sendo rico em fibras, minerais,
carboidratos, proteinas e vitaminas. A producdo mundial do feijao em 2020 foi de 27
milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2020), posicionando o Brasil em terceiro lugar com
producao de 2,87 milhdes de toneladas na safra 2020/21 (CONAB, 2022). No entanto,
a produgéo do feijao é afetada por fatores abioticos e bidticos distintos, entre eles a
incidéncia de doencas ocasionadas por patégenos, prejudicando o crescimento e 0
desenvolvimento do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), causando entre 30 e 90% de
perdas (BOREM E MIRANDA, 2009). Entre as doencas de importancia epidemiolégica
estdo a antracnose (causada por Colletotrichum lindemuthianum), o mofo branco
(causada por Sclerotinia sclerotiorum) e a podridao radicular (causada por Rhizoctonia
solani). O controle dessas doengas tem se dado principalmente pelo uso de produtos
quimicos que podem aumentar a produtividade, mas prejudicam a saude humana e
provocam desequilibrio do agroecossistema.

Uma das principais doencas e de grande preocupacao dos produtores € a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus)
Briosi & Cavara, que infecta toda a planta em seus diferentes estagios de
desenvolvimento (ARAUJO, 1988). O fungo causa lesbes que se estabelecem nas
nervuras principais e secundarias da folha e dos peciolos, com manchas de coloragédo
marrom-escuras (SCHWARTZ, 1991). A medida que a doenca progride, causa a
morte de tecidos da planta e vagem, causando perda da produgdo que pode chegar
entre 80 a 100% (SHARMA et al., 2008; PADDER et al., 2017). A podridao ou mofo
branco, causada pelo patégeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, afeta mais de
600 espécies de plantas, sendo considerada um dos fatores limitantes a producéo e
a qualidade do feijao em todo o mundo (TU, 1997; BOLAND e HALL, 1994). Quando
os esclerddios (estruturas reprodutivas) encontram ambiente étimo (temperatura em
torno de 18 a 22 °C e alta umidade) podem germinar formando o apotécio, em que
produz os ascésporos que sao liberados no solo ou no ar, infectando o hospedeiro
(ABAWI e GROGAN, 1979; VENETTE, 1998). Numerosas estratégias de manejo
enfrentam desafios devido a persisténcia e tolerancia a longo prazo dos esclerédios
fungicos (ARFAOUI et al., 2018). A podridao radicular é causada por Rhizoctonia
solani Kiihn, que € um patégeno que vive no solo e afeta o crescimento da planta,
causando lesbes necréticas na raiz, caule, semente e folha, damping-off ou
tombamento e murchamento da planta (LAMARI e BERNIER, 1985; OMAR, 1996),



13

podendo sobreviver como esclerédios no solo ou residuos vegetais. As perdas na
produca@o provocadas por esse fungo podem chegar ao redor de 100% (SINGH e
SCHWARTZ, 2010). Assim, a busca por alternativas menos agressivas ao meio
ambiente é necessaria, como por exemplo, o uso de microrganismos que atuam no
controle biolégico e na promogao de crescimento da planta (DIAZ-DIAZ et al., 2022).
Neste panorama, microrganismos como as actinobactérias, principalmente do género
Streptomyces tem sido alvo de estudos.

As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas que habitam ecossistemas
terrestres (solo), aquaticos (agua doce e salgada) e em menores quantidades no ar.
Sendo de vida livre ou saprofiticas, mas algumas formam associacbes mutualisticas
ou parasitarias com plantas e animais (HAZARIKA e THAKUR, 2020). Dentro do filo
Actinobactéria, o género predominante é Streptomyces e, segundo Williams e Vickers
(1988), 95% dos isolados do solo pertencem a este género.

As actinobactérias apresentam grande plasticidade fenotipica e diferem na
presenca ou auséncia de micélio aéreo, na cor do micélio, na estrutura e aparéncia
dos esporos (comprimento e arranjo) e na producdo de pigmentos melandides
difusiveis. Também exibem variacdao na morfologia celular, podendo apresentar forma
cocbdide (Micrococcus), de bastonete (Mycobacterium) e bastonete cocdide
(Arthrobacter), hifas ramificadas com esporos (Micromonospora), formas de hifas
fragmentadas (Nocardia) e micélio ramificado permanente (Streptomyces e Frankia)
(BARKA et al, 2016). As condicbes ambientais como pH, salinidade, fontes
nutricionais (C e N) e temperatura também alteram a morfologia das actinobactérias
(LECHEVALIER e LECHEVALIER, 1965).

O ciclo de vida de Streptomyces é particularmente complexo, o que implica em
desenvolvimento multicelular coordenado com diferenciagao fisioldgica e morfolégica.
Quando o esporo encontra condi¢cdes 6timas em termos de fatores ambientais e
nutricionais, como a N-Acetilglucosamina (GIcNAc) que é o monémero de quitina e
fonte de carbono e nitrogénio (RIGALI et al.,, 2008), germina e cresce para formar o
micélio vegetativo. A GIcNAc atua como molécula de sinalizagao de nutrientes para
bactérias, por conseguinte, em ambiente oligotréfico, GIcNAc ativa uma via de
sinalizagdo para a producao de antibiéticos (JAVAD e NAGHMEH, 2017). Quando a
diferenciagdo morfologica é iniciada, o micélio aéreo é produzido, e ambos os micélios
(aéreo e vegetativo) crescem por extensao de pontas, e ao atingir suficiente biomassa,
um sinal de interrupcdo do crescimento é transmitido, iniciando a etapa da
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esporulacéo, sendo formadas as cadeias de esporos de diferentes comprimentos e
arranjos (KEIJSER et al., 2003).

As actinobactérias, especialmente do género Streptomyces possuem amplo
potencial para aplicacao biotecnoldgica, devido a sua capacidade de producao de
metabdlitos secundarios, compostos volateis, sideréforos, producdo de enzimas
extracelulares, entre outros (CHATER et al., 2010; MANVISAGAN et al., 2014). Esse
género produz ampla variedade de compostos antibiéticos (de SIMEIS e SERRA,
2021; ALAM et al., 2022), que representam entre 70-80% dos produtos bioativos
naturais, com aplicagdes na medicina, agricultura, bioquimica e industria de alimentos
(HARIR et al,, 2018; ABDEL-RAZEK et al., 2020). Para o melhor estudo dos
compostos do metabolismo secundarios produzidos por Streptomyces, Alam et al.
(2022) dividiram em 4 classes os metabdlitos descobertos: i) compostos com
atividades reguladoras, como sideréforos, agentes morfogénicos e promotores de
crescimento; ii) compostos com atividade antagonista, como antiprotozoarios,
antibacterianos, antifungicos e antivirais, iii) compostos agrobiolégicos como
inseticidas, pesticidas e herbicidas; iv) drogas farmacéuticas, que incluem agentes
neuroldgicos, imunomoduladores, agentes antitumorais e inibidores enzimaticos.

A producdo de antibiéticos e outros metabdlitos secundéarios esta
correlacionada com a fase estacionaria do ciclo de vida de Streptomyces, quando o
desenvolvimento ou multiplicacado é interrompido (BIBB, 2005). Com a deplecao de
nutrientes, o micélio vegetativo é autoliticamente degradado por mecanismo de morte
celular programada (PCD), liberando composto de aminoacidos (RETAMAL-
MORALES et al., 2017), agcucares aminados, nucleotideos e lipidios ao redor do
micélio lisado, o que atrai microrganismos moéveis membros da microbiota do solo.
Nesse momento, a produgao de compostos antimicrobianos é ativada para a prote¢ao
dos nutrientes liberados pela autélise (MENDEZ et al., 1985; DAVE e INGLE, 2022).

Além dos compostos ja identificados por meio da utilizagdo de outras técnicas,
0 sequenciamento de nova geragcdo (NGS) e a mineragdo de genoma tem revelado
que as actinobactérias tém o potencial para a producdo de metabdlitos secundarios
diversos, por meio da deteccao de genes que codificam as proteinas essenciais para
a sintese desses compostos. Esses genes estao dispostos em grupos conhecidos
como Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) em megaplasmideos lineares
(NOVAKOVA et al., 2013; CIMERMANCIC et al., 2014). Atualmente, a classificacao
baseada em morfologia e analise de compostos quimicos das actinobactérias tem sido
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completada por dados taxon6micos moleculares, obtidos pela andlise da sequéncia
do rDNA 16S. Esse filo bacteriano apresenta ampla variagdo no tamanho dos
genomas, de menos de 1 Mb em algumas espécies de Tropheryma, a mais de 12 Mb
em algumas espécies de Streptomyces, e também tem um alto teor de guanina-
citosina (G + C) (BARKA et al,, 2016; ANDAM et al., 2016), variando de 51% em
algumas Corynebacterium até mais de 70% em Streptomyces e Frankia (SEGARAN
etal., 2017). Muitos desses géneros apresentam ainda megaplasmideos lineares com
tamanhos maiores que 50 kb (KINASHI et al., 1994; CORNELL et al., 2018), como
também plasmideos circulares com tamanho de 8 — 31 kb (ZHANG, 2008).

A producdo de compostos organicos volateis (COVs) por actinobactérias
também tem sido explorada (SCHOLLER et al., 2002) e mais de 1400 COVs foram
detectados em Streptomyces (JONES e ELLIOT, 2017). Os metabdlitos volateis
podem se difundir no ar e no solo, sendo usados na supressao de patégenos de
plantas, formacéao de biofilme, entre outros (NETZKER et al., 2020). Do mesmo modo,
tais bactérias podem produzir fitohorménios, induzir resisténcia sistémica (ISR) em
plantas, solubilizar fosfato, produzir sider6foros (SALWAN e SHARMA, 2020;
BOUKHATEM et al., 2022), fixar biologicamente nitrogénio (BNF), interferir em sinais
de deteccdo de quorum sensing (QS) e apresentar capacidade antagdnica aos
patégenos (BHATTACHARYYA e JHA, 2012; KUMAR e SINGH, 2020).

Muitas cepas do género Streptomyces produzem enzimas liticas extracelulares
que contribuem nas propriedades antagdnicas frente aos patégenos de plantas
(CHATER et al., 2010, BERLEMONT e MARTINY, 2013; SALWAN e SHARMA, 2020).
Enzimas liticas, como a protease, lipase, quitinase (MAHADEVAN e CRAWFORD,
1997) e glucanase (TREJO-ESTRADA et al., 1998), sdao consideradas parte da
estratégia no biocontrole, por sua fungao na degradacao da parede celular dos fungos.
Outras enzimas como pectinase, xilanase e celulase, degradam a biomassa vegetal
(BHARATHIRAJA et al., 2017; RAVINDRAN et al., 2018), ajudando a proteger 0 meio
ambiente ao degradar diferentes agroresiduos (AMADI et al., 2022), como a matéria
organica do solo.

O uso dessas bactérias promotoras de crescimento de plantas € uma pratica
ecolégica para a agricultura, mediante varios processos diretos ou indiretos. Por
exemplo, a maioria dos solos agricolas no Brasil sdo deficientes em fdsforo,
apresentando teores médios de 1,0 mg kg' na forma disponivel para a planta
(FONTANA, 2021); o nitrogénio no solo se encontra em forma nao disponivel (Na),
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exigindo aos agricultores o uso de fertilizantes quimicos soluveis, prejudicando a
microbiota do solo. Por causa disso, bactérias promotoras de crescimento como
Streptomyces spp. podem converter o fésforo e o nitrogénio insollveis do solo em
formas solluveis que as plantas podem assimilar (ALORI et al., 2017).

Na atualidade, diferentes espécies de Streptomyces vém sendo usadas como
inoculantes para biocontrole, tais como Mycostop® (Verdera, Finlandia) e Actinovate
(Natural Industries, Incorporated, Estados Unidos), baseados em Streptomyces
griseoviridis K61 e Streptomyces lidicus WYEC 108, respectivamente, o que
demonstra a relevancia desse género para a agricultura e ecologia do solo (MITRA et
al., 2022).

Em um estudo com Actinobactérias realizado por Ortiz (2022) foram isoladas e
identificadas 10 actinobactérias do solo, que foram avaliadas quanto ao controle do
nematoide de galhas (Meloidogyne javanica) em tomate. Os resultados mostraram a
capacidade destas actinobactérias em parasitar os ovos e reduzir a penetracdo de
juvenis nas raizes. Segundo as analises filogenéticas, a maioria das bactérias isoladas
pertencem ao género Streptomyces. No presente estudo, dois desses isolados do
género Streptomyces (4L e 60) foram caracterizadas quanto a capacidade de inibigcao
dos fitopatdogenos S. sclerotiorum, C. lindemuthianum e R. solani, a promogao de
crescimento vegetal, a producdo de enzimas lignoceluloliticas (quitinase, celulase,
pectinases, xilanase e glucanase), como também a presenca de megaplasmideos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos, condicoes de cultivo e manutencao

Foram utilizadas as actinobactérias isoladas do solo por Ortiz (2022), que
fazem parte da bacterioteca do Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos
(LGMM) no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro/UFV) (tabela
1). Para uso nos testes, as bactérias foram reativadas e cultivadas em agar GYM (4 g
L' de extrato de levedura, 4 g L' de extrato de malte, 2 g de CaCQs, 4 g L' de glicose,
12 g L' de &gar) durante nove dias a 28 °C. Os fungos fitopatogénicos utilizados foram
C. lindemuthianum isolado A2 2-3 pertencente a raca fisiolégica 89, S. sclerotiorum
cédigo 2987 da colecdo do LGMM e R. solani BOB4 isolado do eucalipto da colecao
do Laboratério de Patologia Florestal - UFV. O cultivo para a obtencao dos inéculos
foi realizado em meio Batata Dextrose Agar (BDA) (marca KASVI) durante cinco dias
a 25 °C.

Tabela 1- Isolados de actinobactérias do solo utilizados neste trabalho

Caddigo Origem Identificacao

4L Universidade Federal de Vigosa (UFV) - Vigosa, MG | Streptomyces sp.

6O Sao Gabriel do Oeste, Mato Grosso do Sul Streptomyces sp.

2.2. Caracterizacao morfologica e fisiologica
2.2.1. Montagem de laminas para microcultivo

Foram depositados 40 uL de suspensao de esporos de cada isolado ao redor
de laminulas esterilizadas colocadas sobre 20 mL de meio ISP2 (4 g L'extrato de
levedura, 10 g L' extrato de malte, 4 g L' dextrose e 20 g L' 4gar) distribuidos em
uma placa de Petri. A cultura foi incubada a 28 °C £2 por um periodo de nove dias.
Ap6s o periodo de incubacao, cada laminula foi retirada com auxilio de uma pinca
estéril e foi invertida e posicionada cuidadosamente sobre uma gota de corante azul
algoddo em uma lamina. As laminas foram observadas sob microscopio de luz (Nikon

Eclipse E600) com aumentos de 40 e 100X e as imagens foram fotografadas.
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Para confirmar a classificacdo dos isolados de Streptomyces spp. de acordo
com a morfologia e arranjo de esporos, foram adotados os parametros descritos no
manual de Bergey (BERGEY e HOLT, 1994).

2.2.2. Testes de assimilacao de fontes de carbono

Foi testado o crescimento das bactérias em oito fontes de carbono, sendo elas:
galactose, manitol, celulose, amido, xilose, sacarose, inositol e arabinose. Cada fonte
de carbono foi adicionada ao meio ISP9 em uma concentracao final de 1% (p/v). O
crescimento em meio ISP9 com glicose 1% (0,05 M) foi usado como controle positivo
e o crescimento em meio ISP9, sem nenhuma fonte de carbono, foi usado como
controle negativo (PROSSER e PALLERONI, 1978). A inoculacgéo foi feita de acordo
com o NMP (numero mais provavel). Em um microtubo Eppendorf de 2 mL foi
adicionado 1 mL de uma suspensao de bactérias que foi agitada (10°). Depois foram
feitas diluicoes em série de 10!, 102 e 103. Uma vez feitas as diluigdes, as placas
foram marcadas de acordo a figura 1. Com uma pipeta estéril, uma aliquota de 0,2 mL
de cada dilui¢c&o foi transferida para uma posigdo especifica marcada em cada placa.

As culturas foram incubadas a 28 °C por um periodo de sete dias e foi avaliado
o desenvolvimento das colénias nos meios com as diferentes fontes de carbono, que

foram comparadas com os controles. Foram realizadas trés repeticoes biologicas.

Placacom 0,2 mL Placacom 0,2 mL

da amostra, 4|_ 60 da amostra,

segundn a diluigio segundn & diligio
correspondente, correspondente,

Figura 1. Organizagdo dos in6culos das suspensdes de células dos isolados de
Streptomyces spp. nos meios com diferentes fontes de carbono. Em cada quadrante
foi inoculada uma gota de 0,2 mL de cada diluicdo das suspensoes de Streptomyces
sp. 4L e Streptomyces sp. 60.
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2.2.3. Ensaio de tolerancia a cloreto de sodio

As bactérias foram inoculadas em placas com meio ISP2 sem NaCl e com NaCl,
nas seguintes concentragdes: 1% (0,17 M), 2% (0,34 M), 4% (0,68 M), 5% (0,85 M),
6% (1,02 M), 8% (1,36 M), 10% (1,71 M), 12% (2,02 M) e 13% (2,22 M) (GOOD et al.,
1966; XU et al., 2006). As culturas foram incubadas a 28 °C durante sete dias. Foram
realizadas trés repeticoes bioldgicas.

2.2.4. Ensaio de tolerancia a diferentes valores de pH

As bactérias foram inoculadas em placas contendo meio ISP2 nos valores de
pHde 4,6,8,9, 10, 11 e 12 e incubadas a 28 °C durante sete dias. Foram realizadas

trés repeticoes bioldgicas.

2.3. Avaliacao do potencial biotecnoldgico
2.3.1. Producao de enzimas lignoceluloliticas

Os isolados foram analisados quanto a producdo de celulase, pectinase e
xilanase em meio solido. Para a produgdo de celulase foi usado o agar CMC
(carboximetilcelulose 0,2%) (KASANA et al., 2008) e para xilanase foi usado o agar
xilano, que foi enriquecido com agar nutriente e xilana 0,2% (PRIYA et al., 2012). Os
isolados foram inoculados no centro das placas, que foram colocadas a 28 °C por sete
dias. Apos a incubacdo, os meios de cultura foram cobertos completamente com o
corante de revelagao Vermelho Congo 1% (0,014 M) e as placas foram deixadas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, o excesso de corante foi retirado
e 0 meio de cultura foi coberto com uma solucéo de NaCl (1M). Foram considerados
positivos para a producao de celulase e xilanase os isolados em que foi observado
um halo ao redor da colénia. O diametro de cada halo foi medido com paquimetro
digital.

Para a analise da producédo de pectinases foi usado o Pectinase Screening
Agar Media (PSAM), que contém pectina citrica 10 g L' em sua composicéo, além de
NaNOs (2 g L"), KCI (0,5 g L"), MgSOa4 (0,5 g L), K2HPO4 (1 g L), triptona (0,5 g L
"), &gar (20 g L"), e pH 5,5 (OUMER e ABATE, 2018). As placas foram colocadas a
28 °C durante sete dias. Depois desse periodo, 0 meio de cultura foi coberto com
solucao de iodeto de potassio (50 mM) e as placas foram deixadas a temperatura
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ambiente por 5 minutos. Foram considerados positivos para a producao de pectinases

os isolados em que foi observado um halo ao redor da colénia.

Para a andlise de quitinase foi misturada uma solugdo com quitina coloidal ao
meio MLN (Meio sélido livre de nitrogénio) (HAMID et al., 2013). As bactérias foram
inoculadas e as culturas foram incubadas a 28 °C por sete dias. Apds esse periodo, 0
meio de cultura foi coberto com Vermelho Congo 1% (0,014 M), e as placas foram
deixadas a temperatura ambiente por 30 minutos. O excesso de corante foi retirado e
o meio de cultura foi coberto com uma solucao de NaCl (1M). A formacao do halo ao
redor da coldnia, indicou a producéo de quitinase.

2.3.2. Analise da atividade de -1,3-glucanase

A analise de atividade de B-1,3-glucanase foi obtida medindo a formagéo de
acucar redutor usando o método colorimétrico (WU et al., 2018, com modificacoes).
Para avaliar a atividade dessa enzima foi usado o meio minimo liquido (KHPO4 1 g L-
1" NaNO3 3 g L', KCI 0,5 g L', MgSO4 -7H20 0,5 g L' e FeSO4 -7H20 0,5 g L)
adicionado de laminarina (5 g L™). Os isolados (108 esporos mL') foram inoculadas
em frascos de Erlenmeyer contendo 20 mL do meio. Os frascos foram colocados sob
agitacao rotativa a 200 rpm e 30 °C por 72 horas. Apds esse periodo, as culturas foram
centrifugadas por 4 minutos a 9.300 g. Uma aliquota de 440 pL do sobrenadante foi
transferida para um tubo de 2 mL e foram acrescentados 180 uL de tampéao acetato
de aménio 100 mM (pH 5,5). A mistura foi mantida em banho-maria a temperatura de
37 °C por 4 horas. Para finalizar a reagdo foram adicionados 800 uL de 3,5-
dinitrosalicilato (DNS), a mistura foi fervida por 5 minutos e depois colocada em gelo
por 5 minutos. Foi medida a absorbancia (540 nm) usando o espectrofotdmetro. Em
concordancia com as condi¢des padrdao do ensaio, uma unidade (U) de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por
minuto. Todos os testes foram realizados em triplicata para cada tratamento.

2.3.3. Avaliacao do potencial antagonico de Streptomyces spp. por meio de

testes in vitro

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia de Kunova et al.
(2016), onde em um lado da placa de Petri contendo meio de cultura BDA foram
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inoculados os isolados de Streptomyces spp. (uma estria a 1,5 cm da borda da placa)
e, apds 24 horas, no lado oposto, foi inoculado o fungo fitopatogénico (Figura 2). Para
o controle negativo, as placas foram inoculadas apenas com o fungo fitopatogénico.
As culturas foram incubadas a 25 °C. O teste foi feito com todos os fitopatégenos em
estudo, com trés repeticdes bioldgicas.

A porcentagem da inibicdo do crescimento micelial dos fitopatogenos (IC) foi

calculada aplicando a formula:

IC=[(C-T) / C]x100
Onde:

e C é o crescimento micelial do controle

e T é o crescimento micelial nos tratamentos.

O crescimento micelial do fitopatégeno foi medido quando a colénia da placa
controle atingiu 3 cm de raio. Os valores foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.

L Rl

Material retirado
para a
observagdo
microscopica

Fungo fitopatogénico

Tratamento Controle

Figura 2. Esquema da organizagdo do experimento de cultura pareada de
Streptomyces spp. e do fungo fitopatogénico. Sdo mostradas também (retangulos
pontilhados em vermelho) as regides da colbnia que foram retiradas para a

observagao microscépica.

2.3.3.1 Analise microscopica das hifas dos fungos fitopatogénicos
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Quando a colénia do fitopatégeno atingiu 3 cm de raio nas placas de Petri do
controle, foi retirado um bloco de meio de cultura da regido das pontas das hifas das
placas de Petri dos tratamentos, de acordo com a Figura 2. O excesso de meio de
cultura foi retirado e o micélio foi colocado sobre uma lamina. Em seguida, foi
adicionada uma gota de agua sobre o material coletado e colocada cuidadosamente
uma laminula. As hifas foram observadas sob microscépio de luz (Nikon Eclipse E600)
com aumentos de 40 e 100X e fotografadas.

2.3.4. Avaliacao do antagonismo bacteriano via producao de compostos
volateis in vitro

A inibicdo do crescimento dos fungos fitopatogénicos via producdo de
compostos volateis foi avaliada usando o método de duas placas de Petri face a face
(YANG et al., 2018). Em uma placa de Petri com meio BDA foi inoculado um disco de
micélio de 5 mm e na outra placa com meio GYM foi inoculada a bactéria. As tampas
das placas foram retiradas e com cuidado as duas placas foram juntadas face a face,
posteriormente sendo hermeticamente vedadas com Parafilm e incubada a 25 °C por
cinco dias (Figura 3). Para o controle negativo foi realizada o mesmo procedimento,
mas foi inoculado somente o fungo. A inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno
foi medido quando a col6nia da placa controle atingiu 2 cm de raio. O calculo de
inibicao foi realizado como descrito no item 2.3.3. O experimento foi conduzido com
trés repeticoes bioldgicas e o ensaio foi repetido trés vezes.

.
|l

Streptomyces sp.

Disco do fungo
fitopatogénico

PARAFILM t  Emissao de compostos
| I l I l | | volateis

Figura 3. Método de duas placas de Petri invertidas face a face. Os meios de cultura
usados foram meio GYM para Streptomyces spp. e meio BDA para fungos
fitopatogénicos. Fonte: YANG et al. (2018).
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2.4. Avaliacao do potencial antagonico de Streptomyces spp. por meio de

testes in vivo

Sementes do feijao (P. vulgaris L.), variedade Pérola, foram desinfestadas em
hipoclorito de sédio 0,5% por 5 minutos, e lavadas em agua destilada esterilizada.
Para a pré-germinacao, as sementes foram colocadas em placa Petri contendo disco
de papel filtro umedecido, que foi coberta com papel aluminio, e incubada a 25 °C por
trés dias. Para o tratamento, as sementes pré-germinadas foram colocadas em copos
pequenos (volume de 25 mL) e posteriormente foram adicionados 2 mL da suspensao
bacteriana (108 esporos mL"); para os controles (ndo tratadas) foram adicionados 2
mL de adgua destilada estéril as sementes pré-germinadas, sendo estas incubadas por
2-3 horas a 25 °C.

Em vasos de plastico com dimensodes de 7,5 x 10,7 cm foram adicionados 500
g do substrato Topstrato®, em seguida foram colocadas as sementes pré-germinadas
tratadas e nao tratadas, e cultivadas na casa de vegetacao. Depois de dez dias de
crescimento da planta (2 folhas verdadeiras, estadio V2), foi inoculado o fungo de
acordo com cada experimento para cada fitopatégeno.

Para os testes com S. sclerotiorum foram feitos 4 tratamentos x 10 repeticoes
biolégicas e 3 repeticdes experimentais. Os tratamentos foram os seguintes: a e b) as
sementes foram embebidas em agua destilada estéril (a, controle positivo e b, controle
negativo); c e d) as sementes foram embebidas em suspensao de Streptomyces spp.
108 esporos mL" (c, isolado 4L e d, isolado 60). Depois de dez dias de crescimento,
nos tratamentos a, ¢ e d foi colocado um disco de micélio fungico em cada folha do
feijoeiro e as plantas foram transferidas para a casa de apoio, onde permaneceram
em auséncia de luz e presenga de umidade. Apds a inoculagado, foi avaliado o
progresso da doenga diariamente por meio dos valores segundo a escala de notas
descrita por Tolédo-Souza e Costa (2003), que se baseia, principalmente, na
intensidade e comprimento da lesdo, em que: 1 = nenhum sintoma visivel; 2 = leséo
circular comecando a se desenvolver; 3 = les&o até 1,0 cm de comprimento; 4 = lesdes
entre 1,0 e 1,5cm; 5 = lesbes maiores que 1,5 cm; 6 = lesdes no pedunculo e presenca
de micélio e murcha em uma das folhas; 7 = lesées no pedunculo e presenga de
micélio e murcha em ambas as folhas; 8 = sintomas de murcha geral; 9 = planta morta.

Para C. lindemuthianum foram feitos 4 tratamentos x 10 repeticoes bioldgicas

e 3 repeticdes experimentais. Os tratamentos foram os seguintes: a) plantas que
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tiveram as sementes previamente tratadas com as bactérias receberam a suspensao
aquosa com 108 conidios mL', mediante aspersao nas folhas; b) plantas nao tratadas
com as bactérias receberam a suspensio aquosa com 106 conidios mL-', mediante
aspersao nas folhas (controle positivo); c¢) plantas nao tratadas com as bactérias
receberam agua destilada estérii na parte aérea mediante aspersdo (controle
negativo). Apds a inoculacao, as plantas foram mantidas por 24 horas em camara de
crescimento na auséncia de luz (escuro), e apds esse periodo, foram transferidas para
bancadas da casa de vegetacdo. A avaliacdo da supressao da antracnose foi feita
apds cinco ou sete dias da inoculacao do fitopatdogeno. As folhas lesionadas foram
escaneadas e a area foliar foi quantificada por meio do programa Quant V.1.0 (VALE
etal., 2001). A severidade da doencga foi expressa em percentagem de area lesionada.

Para R. solani, foram feitos 4 tratamentos x 10 repeticdes biol6gicas e 3
repeticdes experimentais. Os tratamentos foram o0s seguintes: a) inoculacdo de um
disco do micélio do fungo na base do caule das plantas que haviam sido tratadas com
as bactérias ha dez dias; b) inoculagado de um disco do micélio do fungo na base do
caule das plantas ndo tratadas com as bactérias (controle positivo); c) plantas sem
tratamento (controle negativo). Apds a inoculacao, as plantas foram mantidas por 24
horas em camara de crescimento na auséncia de luz (escuro) e apds esse periodo
foram distribuidas em bancadas da casa de vegetacdo. A avaliagdo do tombamento
foi feita ap6s 10-15 dias da inoculacao do fitopatdégeno. Apés a inoculacéao, foi avaliado
o progresso da doenca diariamente, por meio do registro dos valores segundo escala
de notas descrita por Goulart (2018), que se baseia, principalmente, na intensidade e
comprimento da lesdo, em que: 0 = plantas sadias; 1 = intensidade leve, apenas uma
lesdo no hipocétilo, coloracdo marrom-avermelhada, alongada (menor ou igual a 0,5
cm); 2 = intensidade moderada, lesdes alongadas medindo entre 0,5 e 2 cm, isoladas
ou coalescidas, coloracdo marrom-avermelhada presentes no hipocétilo e/ou no
sistema radicular; 3 = intensidade severa, lesdo alongada e extensa (maior que 2cm),
deprimida e com constricdo, coloracdo marrom-avermelhada, abrangendo o hipocétilo
e o sistema radicular.

Os valores foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Com os dados da severidade
foi calculado o indice de doenca (ID) e a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). Os valores foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Formula para o calculo do AACPD

n

AACPD = Z [Ml [ Xiv1 + Xi]

=1

Sendo:

e Yi: Severidade da doenca (nota por parcela em %) na i-ésima
observacao;

¢ Yi.1: Severidade da doenca na época da avaliacao i+1;

e Xi: tempo (dias) na i-ésima observagao;

e Xi:1: época da avaliagao i+1;

n: numero total de observacoes.

2.5. Avaliacao dos mecanismos de promocao de crescimento vegetal in
vitro

2.5.1. Producao de amonia

Uma suspensdo de esporos bacterianos (108 esporos mL™") foi inoculada em
uma solucao de peptona 1% e incubada a 28 °C por sete dias com agitacdo a 120
rpm. Apos esse periodo, a cultura foi centrifugada a 9.300 g por 5 minutos e 0,5 mL
do sobrenadante foi misturado com 0,5 mL de reagente Nessler. O surgimento de
coloracao amarela para marrom demostrou resultado positivo para a producdo de
amoénia (CAPPUCCINO e SHERMAN, 2014).

2.5.2. Fixacao bioldgica de nitrogénio

O meio usado para o teste de fixacdo biolégica de nitrogénio foi o meio
semissélido NFb, ao qual para um volume de 1 L foram adicionados 4 mL de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA-1,64%) e 2 mL de solugéo azul bromotimol (0,5%),
sendo misturados manualmente e adicionados em tubos de ensaio em volume de 10
mL da solu¢do (BODDEY e DOBEREINER, 1995). Os isolados foram inoculados pelo
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método de picagem e os tubos foram incubados por 7-8 dias a 28 °C. Os isolados que
mudaram a cor do meio NFb de verde para azul e formaram um halo na superficie do
meio foram considerados como positivo para fixagao de nitrogénio.

2.5.3. Solubilizacao de fosfato inorgéanico

Os isolados foram inoculados no centro de placas de Petri com National
Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP) e depois incubados
por sete dias a 28 °C. A formacao do halo transparente ao redor da colénia da bactéria,
foi considerada como resultado positivo para solubilizacdo de fosfato (NAUTIYAL,
1999).

2.5.4. Producio de Acido 3-indol-acético (AIA)

Foi realizado o método descrito por Tang e Bonner (1948). Uma suspensao de
esporos bacterianos (108 esporos mL™) foi inoculada em 10 mL de Caldo Triptona
Soja (TBS), suplementado com triptofano (5 mM). Em seguida, as culturas foram
incubadas por sete dias a 28 °C e depois centrifugadas a 9.300 g por 5 minutos, na
qual uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi misturada com 1 mL do reagente de
Salkowski. Os isolados que mudaram de coloragdo para rosa foram considerados
positivos para a producgao de AIA (BANO e MUSARRAT, 2003).

2.5.5. Producao de sideroforos

Os isolados foram cultivados em agar nutriente e incubados a 28 °C por cinco
dias. Depois desse periodo, foram adicionados 10 mL da solugcdo de &agar
chrome azurol S (CAS) (60,5 mg L' de CAS, 72,9 mg L' de brometo de
hexadeciltrimetilamonio, 30,24 g L' de piperazina-1,4-bis (2-acido etanossulfénico),
10 mL L' de 1 mM FeClz. 6H20 em 10 mM HCI e &gar bacteriolégico 0,9% p/v). Em
seguida, a cultura foi incubada a 28 °C por 24 horas e os isolados em que houve
formagéo do halo cor amarela ao redor das colénias foram considerados positivos
para a producao de sideréforos (VAN BERGEIJK et al., 2022).
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2.6. Deteccao de plasmideos por eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE)

Para a detecgéo de plasmideos foi utilizado o protocolo descrito por Novakova
et al. (2013) com modificagbes. Os isolados de Streptomyces spp. foram cultivados
em meio de CGGM (para 100 mL do meio: casamino-acido 2,4 g; glicose 0,5 g; glicina
0,5% e MgCl2 4 mM), a 28 °C, por 24 e 72 horas com agitagao constante. Adicionou-
se 2 mL da cultura a um tubo de 1,5 mL e foi realizado uma centrifugacéo por 5 minutos
a 800 g. Depois o sobrenadante foi descartado e 0,25 g das células foram transferidas
para outro tubo de 1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 500 uL de EDTA 100 mM
e as células foram incubadas em banho-maria a 75 °C por 10 minutos. Posteriormente,
se acrescentou 500 pL de agarose 2% Low Gelling Temperature Agarose Type VII
(Sigma-Aldrich) constituida de 0,2 g de agarose em 10 mL de /Isolation Buffer (20 mM
HEPES, 100 mM NaCl e 200 mM EDTA pH 8,0). A mistura foi mantida a 50°C durante
5 minutos e depois depositada em moldes (para formacgao dos plugs) fornecidos pelo
fabricante (Bio Rad) e colocada para solidificar a temperatura ambiente. Os plugs
foram mantidos em EDTA 50 mM e armazenados a 4°C até a etapa de lise celular.

Cinco plugs foram transferidos para tubos contendo 5 mL de tampao lizosima
(10 mg mL' em Isolation Buffer), e incubadas em banho-maria por 6 horas a 37 °C. A
solucao de lisozima foi removida e foram adicionados 5 mL da solugcao com proteinase
K (200 ug mL") preparada em NDS (50 mM EDTA pH 8,0; 10 mM de Tris-HCI pH 9,0
e 1% sarcosil), e o tubo foi incubadopor 24 horas a 50 °C. Apés esse periodo de lise
foram realizadas duas lavagens dos plugs com EDTA 50 mM maissarcosil 1% por um
tempo de 30 minutos para cada lavagem. Os plugs foram armazenados em EDTA 50
mM a 4 °C. Para a deteccao de plasmideos lineares, a corrida foi realizada no CHEF-
DR® |l Pulsed Field Electrophoresis Systems (Bio Rad) em tampdo TBE 0,5X
(MANIATIS et al., 1982) a 14 °C durante 16 horas. Os parametros da corrida foram: 5
V/cm; temperatura, 14 °C; initial switch, 5 s; final switch, 40 s; tempo, 16 horas
(McDOUGAL et al., 2003). Depois da corrida, o gel foicorado em solugcédo de brometo
de etidio 1,5 pyg/ml por 1 hora e lavado em agua destilada durante 45 minutos. Os
plasmideos foram observados por exposi¢cao do gel a luz ultravioleta e foi realizada a
fotodocumentacao.
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2.7. Avaliacao da promocao de crescimento vegetal

Sementes do feijao (P. vulgaris L.) foram desinfestadas em hipoclorito de sddio
0,5% por 5 minutos, e lavadas em agua destilada estéril. Para a pré-germinacao as
sementes foram colocadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecido,
cobertas com papel aluminio e incubadas a 25 °C por trés dias. Para o tratamento as
sementes pré-germinadas foram colocadas em copos pequenos (volume de 25 mL),
onde foram adicionados 2 mL da suspensao de esporos bacterianos (108 esporos mL-
") e foram incubadas a 25 °C por 2-3 horas. As plantulas para o controle foram imersas
em agua destilada esterilizada. As plantulas foram semeadas em vasos (capacidade
de 2 kg) contendo 2 kg do solo mais 200 g de substrato Topstrato® e irrigadas para
manter 60% da capacidade da retencdo de agua. Apds 45 dias, as plantas foram
avaliadas quanto ao tamanho da parte aérea, tamanho da raiz, numero de folhas, peso
fresco e peso seco. As medicoes foram realizadas com auxilio de régua e a parte
aérea foi medida a partir da base do caule. A parte aérea e a raiz foram cortadas em
pedacos menores e pesados com auxilio de balanca de precisdo. Em seguida, para o
peso da biomassa seca, a parte aérea e a raiz foram colocadas em sacos de papel e
mantidos em estufa para secagem e pesados. Foram realizados 3 tratamentos e 10
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento e caracterizacao morfoldgica e fisiolégica de Streptomyces
spp-

Os resultados mostraram que os isolados de Streptomyces spp. 4L e 60
(Figura 4) ao crescer em meio sélido ISP2 apresentaram cadeia longa com mais de 5
esporos, sendo que no isolado 4L, os arranjos foram em espirais (Figura 4A),
enquanto para o isolado 60, as cadeias de esporos apresentaram-se como ganchos
abertos (Figura 4B). Esses arranjos sao caracteristicos desse género e classificados
na segao de retinaculum (SHIRLING e GOTTLIEB, 1968). A morfologia desses
isolados é similar a de Streptomyces sp. SP5, que contém cadeias de esporos
flexuosas com ganchos, entre 20 a 30 esporos por cadeia (DEVI et al., 2022), e de
Streptomyces oryzae S16-07, que também apresentou cadeias de esporos com alcas
abertas, espirais e/ou ganchos com mais de 10 esporos por cadeia (MINGMA et al.,
2015).

Outra caracteristica morfolégica interessante a se avaliar € a producao de
pigmentos melandides (BARKA et al., 2015). Os isolados de Streptomyces spp.
apresentaram diferencas fenotipicas quando foram cultivados em meios de cultura
diferentes. Ambos os isolados apresentaram cor branca do micélio aéreo e vegetativo,
quando foi inoculado em meio ISP9. Além disso, os isolados ndo formaram esporos,
sendo que o isolado 4L presentou hifas muito finas sem esporos. No entanto, quando
cultivados nos meios GYM, ISP2 e BDA, a cor do micélio aéreo e vegetativo do isolado
60 foi cinza-branco, e a do isolado 4L foi branco. Para Manhas et al. (2023) as cores
de micélio vegetativo de Streptomyces justiciae cepa RA-WS2 variou quando foi
cultivado em diferentes meios de cultura, sendo marrom em ISP1, ISP2, ISP5, ISP6 e
ISP7 e citrino e amarelo claro em ISP3 e ISP4, respectivamente. As cores do micélio
aéreo e vegetativo de Streptomyces spp. variam de acordo com os diferentes meios

de cultura, pH, fontes de carbono, salinidade, entre outros.
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Figura 4. Morfologia de Streptomyces spp. A) Microcultivo de Streptomyces sp. 4L -
cadeias de esporos de hifas aéreas em espirais (circulo azul); B) Microcultivo de
Streptomyces sp. 60 - cadeia de esporos com ganchos abertos (circulo vermelho);
observados sob microscopio de luz (Nikon Eclipse E600).

Os isolados de Streptomyces spp. 4L e 60 foram cultivados em meio ISP9 com
diferentes concentragdes de fontes de carbono (Figura 5). Segundo a avaliacao
qualitativa, o isolado 60 apresentou maior crescimento nos meios suplementados com
amido, manitol, galactose, inositol, sacarose e xilose (Figura 5B). Além disso, esse
isolado cresceu até em diluicbes de 103. O isolado 4L mostrou o mesmo
comportamento, exceto em xilose e sacarose (Figura 5A), onde o crescimento foi até
a diluicdes de 10°'. Nos meios com amido e manitol seu crescimento foi até a diluicéo
103 e para galactose e inositol foi até a diluicdo 102. Infere-se que o isolado 4L precisa
de maior quantidade de esporos para seu crescimento, além das fontes de carbono.
No entanto, para o isolado 60, houve o crescimento em quantidades menores de
esporos. Boumehira et al. (2022) isolaram cepas de Streptomyces spp. do solo no
deserto argelino do Saara, no qual o isolado Streptomyces sp. ADR1 foi capaz de usar
as seguintes fontes de carbono: D-glicose, D-xilose, L-ramnose, L-arabinose, D-
frutose, D-manitol, glicerol, D-sacarose, D-melibiose, quitina e pectina.

Por outro lado, para a os meios contendo glicose, houve crescimento dos
isolados de Streptomyces sp. 4L e 60, mas ndo se observou esporulagéo (Figura 5A
e B), isso pode ter ocorrido devido ao fato que a glicose reprime a diferenciagao
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morfoldégica e a producdo de antibidticos. Em presenca de diferentes fontes de
carbono, Streptomyces spp. metabolizam primeiro a glicose e reprimem a transcricao
dos genes necessarios para a utilizacao das fontes secundarias de carbono e esse
processo € denominado como repressao catabdlica de carbono (CCR). Assim o
metabolismo da segunda fonte de carbono s6 é ativado quando a glicose é esgotada,
relacionando-se com o inicio da producgéo de antibioticos e esporulagdo (ROMERO-
RODRIGUES et al., 2018). Esse efeito de repressao pela glicose foi observado em
outras espécies de Streptomyces como S. albidoflavus (KANG e LEE 1997), S. griseus
(SEO et al., 2002) e S. coelicolor (COLSON et al., 2008).
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Figura 5. Cultivo de isolados de Streptomyces sp. 4L (A) e 60 (B) em meio de cultura
ISP9 com diferentes fontes de carbono e diferentes quantidades de inoculo em

diluicbes seriadas.

Os isolados de Streptomyces spp. foram avaliados qualitativamente quanto a
capacidade de crescer em diferentes concentragdes de cloreto de sédio (NaCl). Eles
apresentaram uma diminui¢cao do crescimento a medida que a concentragcdo de NaCl
foi aumentada (tabela 2). O isolado 4L tolerou a concentracdo de NaCl de 2%, sendo
o melhor crescimento a 1% de NaCl (Figura 6A). Por outro lado, o isolado 60 tolerou
até 6% de NaCl, mas seu crescimento foi menor em concentragdes de 8 e 10% (Figura
6B).
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Na avaliagdo do crescimento dos isolados em diferentes valores de pH,
observou-se (Figura 6 C e D) que o isolado 4L teve crescimento limitado no pH 4, 10,
11 e 12, mas o crescimento foi melhor no pH 5, 6, 7, 8 e 9. Por outro lado, o
comportamento do isolado 60 foi diferente, tolerando o meio &cido (pH 4, 5 e 6), neutro
(pH 7) e alcalino (pH 8, 9, 10, 11 e 12). Na tabela 2, € apresentado o resumo dos
resultados de crescimento em diferentes concentracées de NaCl, ressaltando-se os
niveis de crescimento das colbénias de Streptomyces spp. nessas condi¢oes.

Os fatores ambientais como o pH e a concentracao de sal também influenciam
o crescimento e as caracteristicas morfologicas. Avaliar a influéncia desses fatores
ambientais ajuda a selecionar cepas com capacidade de crescer em ambientes

estressantes.

Tabela 2. Crescimento de Streptomyces sp. 4L e 60 em diferentes concentracdes de

NaCl e valores de pH.

Salinidade

(% NaCl) aL 60 Valor de pH aL 60
0 ++ +++ 4,0 " "
1 ++ +++ 5,0 +4++ 4
2 + +++ 6,0 +++ T+
‘ i o 7,0 ++ +++
° i o 8,0 ++ +++
° i ++ 9,0 ++ +++
° i ] 10,0 + +++
10 i ) 11,0 + —
12 ) - 12,0 ¥ -
13 - B

(+) crescimento em nivel normal, (++) crescimento em nivel médio, (+++) crescimento em nivel alto,

(-) néo houve crescimento
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1% Nacl 4% NaCl 5% NacCl

8% NacCl 10% NaCl 12% Nacl 13% NaCl

4% Nacl 5% NaCl

6% NaCl 8% NaCl 10% NaCl 12% NaCl 13% Nacl

Figura 6. Crescimento de Streptomyces sp. 4L e 60 em diferentes concentracdes de NaCl e valores de pH. A e C) Isolado 4L; B e
D) Isolado 60.
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3.2. Avaliacao do potencial biotecnoldgico
3.2.1. Analise de enzimas lignoceluloliticas

Nos ensaios realizados de producao de enzimas, ambos os isolados (4L e 60)
mostraram capacidade para hidrolisar a celulose presente no meio agar CMC,
mediante a producédo de celulase extracelular, sendo confirmado pela formagéo do
halo ao redor da col6nia (Figura 7), onde o halo observado no isolado 4L teve maior
diametro (30,27 mm) do que o apresentado pelo isolado 60 (25,27 mm). Diaz-Diaz et
al. (2022) avaliaram qualitativamente a atividade enzimética de celulases em cepas
de Streptomyces spp., observando a formagao do halo ao redor da colénia, que variou
de 36,3 a 90,0 mm. Devido ao resultado observado, o isolado 4L poderia produzir
maior quantidade dessa enzima, o que favoreceria na decomposi¢do dos residuos
vegetais presentes no solo, competindo assim com os microrganismos nao benéficos.
No entanto, é necessaria a realizagdo de ensaios quantitativos (dosagem enzimatica)
para confirmar a maior producao.

Os isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 mostraram a capacidade de hidrolisar
a xilana, através da producdo da enzima xilanase (Figura 7). O isolado 60 teve maior
didmetro do halo (36,76 mm) que 4L (31,58), havendo diferenca estatistica entre eles.
Shrestha et al. (2021) também avaliaram a atividade enzimatica de Streptomyces spp.
isoladas do solo florestal do Canada, obtendo resultados positivos. Na atualidade os
estudos sobre producéao de xilanase estdao enfocados na aplicacao agroindustrial pelo
potencial biotecnolégico, um deles por exemplo, na bioconversdo de residuos
agricolas e a producgéo de etanol celulésico (KUMAR et al., 2018; EMBRAPA, 2021).
A xilanase é responsavel pela hidrolise completa do polissacarideo linear 8-1,4-xilana
em compostos mais simples que sao constituidos principalmente por xilose,
guebrando assim a hemicelulose (POPA et al., 2016).

Também os isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 tém a habilidade de
degradar a pectina citrica do meio de cultura PSMA (Figura 7). O isolado 4L
apresentou maior diametro (47,94 mm) de halo, que o isolado 60 (36,78 mm) (Figura
7). Mihajlovski et al. (2021) também observaram que as cepas Streptomyces
fulvissimus CKS7 e S. hydrogenans YAM1 (HOSSEINI, et al., 2021) foram capazes
de crescer em meio que contém pectina, por meio da andlise da hidrélise do substrato
(formacao do halo ao redor das coldnias). Analisando os resultados, pode ser inferido
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gue a pectinase degradou a pectina do meio, um polissacarideo complexo presente
na parede celular da planta, encontrando-se na lamela média e € responsavel pela
coesao celular (SHRESTHA et al., 2021). A pectinase & importante no processo
fitopatolégico, na simbiose planta-micrébio e na decomposicdo de material vegetal,
contribuindo assim na ciclagem do carbono (BONNIN e PELLOUX, 2020).

CELULASE QUITINASE XILANASE PECTINASE
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Figura 7. Produgcado das enzimas lignoceluloliticas celulase, quitinase, xilanase e
pectinase pelos isolados de Streptomyces sp. 4L (A) e 60 (B). Para celulase, quitinase
e xilanase foi usado o corante de revelacdo vermelho congo (0,014 M) e para a
pectinase foi usado a solucao iodeto de potassio (50 mM); C) Diametro do halo da
producao enzimatica de Streptomyces sp. 4L (barra cinza) e 60 (preto). Letras iguais
nas colunas indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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A avaliacdo da producao de quitinase por Streptomyces sp. 4L e 60 revelou a
formacéao de halos com didametro em 30,30 mm (isolado 4L) e 15,38 mm (isolado 60)
com diferenca estatistica (Figura 7). A principio, o isolado 4L tem capacidade de
produzir mais quitinase do que o isolado 60. No entanto, analises quantitativas
também devem ser realizadas para confirmar esse resultado. Os resultados estao de
acordo com Diaz-Diaz et al. (2022), que observaram na cepa de Streptomyces sp.
CBQ-EBa-5 a formacao de um halo de 35,5 mm. Liu et al. (2016) também mostraram
que S. hidrogenans SSD60 e S. spororaveus SDL15 tinham forte atividade
quitinolitica, desenvolvendo um halo claro ao redor da col6nia de 30,35 mm.

Por outro lado, os isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 mostraram producao
de B-1,3-glucanase com valores de 8,838 (isolado 60) e 6,906 (isolado 4L) U mL",
dados que sao similares aos resultados obtidos por Zacky e Ting (2013), que foram
7,96 e 4,95 U mL™" para Streptomyces griseus e por Boukaew et al. (2016) que
obtiveram 8,86 U mL™" da atividade enzimatica em Streptomyces philanthi RM-1-1-38.
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Figura 8. Analise da atividade de 3-1,3-glucanase por Streptomyces spp. A) Isolados
de Streptomyces sp. 4L e 60. Letras diferentes nas colunas indicam que as médias
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. B) Imagens dos tubos da reacao
para deteccao da enzima (-1,3-glucanase mostrando diferenca de coloracéo entre o

branco (controle) e as amostras.
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Streptomyces spp. secretam diversos tipos de enzimas extracelulares que tém
aplicag6es na industria e nas praticas agricolas. Algumas dessas enzimas degradam
a parede celular de outros microrganismos patogénicos, sendo um mecanismo para o
controle biolégico de patdégenos fungicos, como a quitinase e §-1,3-glucanase (WU et
al., 2018). Além disso, algumas dessas enzimas como as celulases, xilanases e
hemiceluloses degradam as paredes celulares das plantas, fornecendo energia e
fonte de carbono (glicose e/ou derivados) para o metabolismo e crescimento do
microrganismo (HOUFANI et al., 2017; CELAYA-HERRERA et al., 2021).

A enzima extracelular (-1,3-glucanase também € importante para os
microrganismos produtores, uma vez que inibe o crescimento dos fitopatogénicos por
meio da degradagdo da parede celular. Esta enzima atua nas ligagdes de B-1,3
glicosidica (BOUKAEW, 2016; KUSAYKIN et al., 2017) em componentes da parede
celular dos fungos.

Streptomyces spp. presentes no solo poderiam cumprir o papel de degradar a
pectina da planta morta (por exemplo da matéria organica), e secretar outras enzimas
como (B-1,3-glucanase ou quitinase que afetam a estrutura da parede celular dos
fungos, competindo por nutrientes no nicho ecolégico. Assim, pode ser concluido que
os isolados estudados tém potencial para produzir enzimas extracelulares,

possivelmente com as fung¢des descritas acima.
3.2.2. Avaliacao do potencial antag6nico de Streptomyces spp. in vitro

Os resultados dos experimentos de cultura dupla demostraram a atividade
antagonista dos isolados de Streptomyces spp. 4L e 60 ao inibir o crescimento e
degradar as paredes celulares dos micélios dos fitopatdégenos, possivelmente pela
producdo de diferentes compostos antifingicos e enzimas extracelulares. Na
avaliacao contra S. sclerotiorum, o isolado 4L apresentou porcentagem de inibicao
maior do que o isolado 60, 51,32% e 42,25%, respectivamente (Figura 9). A inibicao
de S. sclerotiorum pela presenga dos isolados foi observado em microscopia de luz
(Figura 9), onde foi possivel detectar alteracées nas estruturas da parede das hifas
deste fungo, sendo que para Streptomyces sp. 4L as pontas das hifas apresentaram-
se inchadas ou com formato de bal6es, e para o isolado 60 houve um crescimento
descontinuo nas hifas. Os resultados sdo concordantes com os de Gebily et al. (2021),
onde Streptomyces spp. inibiram significativamente o crescimento micelial do fungo
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patogénico S. sclerotiorum em comparag¢ao com o controle, em que as porcentagens
de reducao do crescimento de S. sclerotiorum variaram entre 52,30 e 60,17%. Neste
estudo, observou-se ainda que o tempo de crescimento de Streptomyces spp. em
meio BDA tem influéncia na producao de compostos antifingicos, e assim, para obter
maior atividade antagdnica a incubacao das bactérias deve ser 72 horas antes da
inoculagdo do fungo. Jardim et al. (2022) também observaram a capacidade
antag6nica de Streptomyces spp. isoladas do solo no estado de Parana, frente ao
fungo S. sclerotiorum. Por outro lado, Yang et al. (2022) determinaram que o
metabdlito secundario wuyiencin de Streptomyces albulus CK-15 inibiu o crescimento
micelial e a formagao de esclerddios de S. sclerotiorum.

Os isolados de Streptomyces spp. 4L e 60 também inibiram o crescimento de
C. lindemuthianum. O isolado 60 provocou inibicdo de 68,47%, o que foi
significativamente maior do que os 47,11% observado na presenca do isolado 4L,
havendo diferenca estatistica entre os resultados (Figura 9). Com o uso da
microscopia de luz foi observado o crescimento do micélio fungico anormal com
inchacgos (isolado 60) e deformagdes na parede celular (isolado 4L e 60) (Figura 9).
Tu (1987) relatou que Streptomyces griseus parasitou C. lindemuthianum crescendo
na superficie de suas hifas gerando deformacdes nas hifas do fungo, e Gholami et al.
(2013) demostraram que Streptomyces cyaneofuscatus e S. flavofuscus inibiram o
crescimento micelial do C. lindemuthianum em 75,55 e 79,99%, respectivamente.

No teste da cultura dupla do fungo patogénico R. solani, também foi observada
o potencial que tem os isolados 4L e 60 para reprimir o crescimento das hifas do
fungo, provocando distor¢cdes na parede celular das hifas (Figura 9). A atividade de
inibicao fungica foi de 38% para ambos os isolados (Figura 9). Rhizoctonia solani ao
interagir com Streptomyces microflavus (isolado n® 5), S. somaliensis (isolado G), S.
fulvissimus (SOLTANI et al., 2022) e Streptomyces sp. CQB-EA2 e CD-24 (DIAZ-DIAZ
et al., 2022) apresentou distorcdes na parte apical de suas hifas. Também, Caviedes
et al. (2021) relataram que Streptomyces sp. M2A2 inibiu o crescimento micelial de R.
solani em 52%.

No teste do antagonismo por meio de COVs, os isolados de Streptomyces 4L
e 60 também inibiram o crescimento de C. lindemuthianum (Figura 11). No entanto,
para os fungos S. sclerotinia e R. solani, ndo houve antagonismo mediante a producao
de COVs (Figura 11). Cordovez et al. (2015) relataram que a produgao de COVs das
cepas de Streptomyces sp. W47 e W214 suprimiram o crescimento do R. solani, em
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um 57 e 41%, respectivamente. Boukaew et al. (2021) mostraram também que
compostos organicos volateis de Streptomyces salmonis PSRDC-09 inibiram C.
gloeosporioides PSU-03. Diante desses resultados, como perspectivas de proximos
trabalhos estao a analise e identificacao desses compostos volateis por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e sua aplicabilidade no

controle biolégico nas culturas importantes no Brasil.
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S. sclerotiorum C. lindemuthianum
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Figura 9. Cultura pareada entre Streptomyces sp. 4L e 60 e os fungos Sclerotinia
sclerotiorum, Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia solani. As micrografias
mostram a morfologia dos micélios fungicos. Testemunha (A), isolado 4L (B) e isolado
60 (C).

~ 80
< a
(]
Ev
'_‘5’ 60
£ = b
'g 40 o a a
£
Q
>
] 20
@
o
&
0 1 1 ||
S.s C.l R.s

Fungo fitopatogénico

Figura 10. Inibicdo dos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum (S.s), Colletotrichum
lindemuthianum (C.l) e Rhizoctonia solani (R.s) por Streptomyces sp. 4L (barra cor
cinza) e 60 (barra cor preta). Letras iguais nas colunas indicam que as médias nao
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

S. sclerotiorum  C. lindemuthianum R. solani

\ |
' |

Figura 11. Efeitos de COVs dos isolados de Streptomyces spp. no crescimento micelial
de Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia solani.
Foram avaliados cinco dias ap6s a inoculagao (Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia
solani) e nove dias (Colletotrichum lindemuthianum). A) controle; B) isolado 4L; e C)
isolado 60.
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3.3. Avaliacao dos mecanismos de promocao de crescimento in vitro
3.3.1. Producao de sideroforos, solubilizacao de fosfato inorganico, fixacao
biolégica de nitrogénio, producao de AIA e amodnia

Os isolados de Streptomyces sp. 4L e 60, avaliados neste trabalho, possuem
a capacidade de produzir siderdforos. Nos testes in vitro foi demonstrada a presenca
de sidero6foros pela formagao de halo de cor laranja ao redor da colénia (Figura 12 A).
Os resultados mostraram que o isolado 60 teve maior nivel de producédo de
sideréforos (2,969) que o isolado 4L (1,850) (Figura 12 C), indicando que este isolado
deve produzir maior quantidade de sider6foro para sua nutricdo e sobrevivéncia em
ambiente onde o teor de ferro é baixo e pouco disponivel para os microrganismos e
plantas. O isolado 4L formou um halo de didmetro de 37,61 mm, menor que o
identificado para 60 (Figura 12 A). EBRAHIMI-ZARANDI et al. (2021) observaram a
formacédo de um halo laranja de didmetro de 68,12 mm ao redor das colénias dos
isolados de Streptomyces spp. R7 e F8, que foram classificados como fortes
produtores de sider6foros. Por outro lado, Meena et al. (2022) observaram que nove
isolados de Streptomyces rameus GgS tém a capacidade de produzir sideroforos, mas
o didmetro dos halos foi menor, sendo de 11-12 mm. Com isso, pode ser observado
gue varias cepas do género de Streptomyces tem habilidade de produzir sideréforos.

O ferro é um dos nutrientes mais abundantes nos solos agricolas,
principalmente na forma de Fe*3 (NONGBET et al., 2022), além disso é considerado,
elemento essencial para as plantas e também para os microrganismos. Apesar de sua
abundéancia nos solos, o ferro é pouco disponivel para os microrganismos (SOARES,
2022). Nos solos a maior parte do ferro se encontra na forma do silicato de Fe e Mg,
hidroxidos e 6xidos de Fe, sendo formas nao assimilaveis pela planta (SINGH et al.,
2019). Porém para mitigar e superar a limitagdo de Fe, os microrganismos produzem
os sidero6foros, que sao agentes quelantes de ferro. Esses compostos sao produzidos
por microrganismos e plantas que crescem principalmente sob condicdes de baixo
teor de ferro (TERRA et al., 2021).

Bactérias, como as do género Streptomyces tém a capacidade de produzir
sideroforos, usando o ferro para conjugagdo com antibiéticos ou como alvos para
restringir o desenvolvimento dos fungos patogénicos por meio do esgotamento do
Fe*® no ambiente do solo (HIDER e KONG, 2010). Diante disso, a produgéo de

sideroforo pelos isolados 4L e 60 deve ser aspecto chave para o controle dos
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fitopatégenos, ao limitar a disponibilidade desse nutriente para absorgcao e nutricdo do
fungo. Pode se inferir que os sideréforos microbianos secretados pelo isolado 60 em
condicoes de deficiéncia de Fe, permitem o sequestro do Fe ao redor da rizosfera,
gerando atividade antagonica ao fungo fitopatogénico pela competicdo de nutriente
(SEBASTIAN et al., 2021).

Outra caracteristica importante que se busca em microrganismos é a
capacidade de solubilizacdo de fésforo. Os resultados reforcam que o género
Streptomyces é capaz de solubilizar fosfato. Os isolados 4L e 60 apresentaram halos
transparentes ao redor da col6nia (Figura 12 B) quando foram cultivados em meio
NBRIP que contem Cas(POa)2 (fosfato tricalcico). Os halos observados foram maiores
no isolado 4L. O mecanismo da solubilizagéo do fosfato triplo de célcio realizada por
esses isolados € a liberacdo dos acidos organicos, que desestabilizam quimicamente
os fosfatos tricalcicos, e as reacdes acido-base permitem essa solubilizacdo em
fosfatos di e monobasico, que sdo forma ibnicas que podem ser assimiladas por
microrganismos e plantas (do NASCIMENTO et al., 2018). Os valores de indice de
solubilizag&o para o isolado 4L foi de 3,703 sendo 10% maior que o observado para o
isolado 60, cujo valor foi 2,878 (Figura 12 C), mostrando que o isolado 4L tem maior
potencial de solubilizacdo de Casz(POa4)2, possivelmente liberando maior quantidade
de &cidos organicos. Em um estudo sobre caracterizagdo de actinobactérias
solubilizadoras de fosfato, Faried et al. (2018) encontraram que Streptomyces sp. A4
apresentou maior indice de solubilizacao (4,50), e a cepa A7 foi de 1,57. Levando em
consideracao os resultados de Faried et al. (2018), pode-se inferir que os isolados 4L
e 60 estdo dentro da faixa do indice de solubilizacdo de fosfato geralmente

identificado para este género.



45

(@)

Nivel de produgdo
de sideroforos
dep
oeJez|jiqnjos ap ad1pu|

Tratamento

Figura 12. Avaliacdo da producado de sideréforos (A) e solubilizacao de fosfato
inorganico (B) pelos isolados de Streptomyces sp. 4L (1) e 60 (2). Nivel de producéao
de sidero6foros (barra preta) e indice de solubilizagcdo de fosfato (barra cinza) (C).
Letras iguais nas colunas indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os isolados 4L e 60 se mostraram ainda positivos para o teste de producao de
AlA (Figura 13 C). Resultados obtidos com Streptomyces atroolivaceus demonstraram
que o AlA desencadeia diferenciacao celular, alongamento de hifas e esporulacao
(MATSUKAWA et al., 2007). Esse fitohorménio influencia na divisdo, aumento e
diferenciacao celular da planta, desencadeia a germinacao de sementes, controla os
processos de crescimento vegetativo, aumenta o desenvolvimento do xilema e das
raizes, assim como também afetam a fotossintese, a formacdo de pigmentos, a
biossintese de varios metabdlitos e a resisténcia a condi¢des estressantes (SPAEPEN
e VANDERLEYDEN, 2011).

Na presente pesquisa, foi avaliada também a fixacao biologica de nitrogénio
dos isolados de Streptomyces spp. (Figura 13 A), onde 4L e 60, cresceram em meio
semissolido Nfb, como uma fina pelicula branca colocada alguns milimetros abaixo da
superficie do meio de cultivo (Figura 13 A). Ngalimat et al. (2021) usaram o meio sélido
Nfb para avaliar a fixacdo de nitrogénio por Streptomyces sp. TBS5, e observaram
halo cor azul (2,4 cm) ao redor da colénia. Com poucas pesquisas sobre a fixagao
biol6gica de N por Streptomyces, pode ser inferido que esse género tem a habilidade
de fixar nitrogénio, mas outras pesquisas sao necessarias para compreender a rota
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metabdlica de fixagdo de N por Streptomyces e sua colaboracdo na absorcao de
nitrogénio pelas plantas. Além disso, os isolados 4L e 60 também produzem amoénia
(Figura 13 B), produto primario da fixagao biolégica de nitrogénio.

Controle

Figura 13. Determinacado da fixagao biolégica de nitrogénio, producado de aménia e
de &cido 3-indol-acético (AlA) pelos isolados de Streptomyces sp. 4L e 60. A) fixacao
biologica de nitrogénio. Nos tubos de ensaio onde foram cultivados os isolados, a cor
do meio NfB mudou de verde (controle) para azul, indicando um aumento no pH pelo
processo de fixagao de nitrogénio, além do crescimento das bactérias. B) produgao
de amdnia. Nos tubos de ensaio com os isolados, houve a mudanca de coloracao
amarela (controle) para amarelo acastanhado (4L) e marrom (60) pela reagdo com o
reagente Nessler e a mudanca da cor indica a produc¢do de aménia. C) producéo de
AIA. A mudanca da coloracdo de branco (controle) para rosa nos tubos com o0s
isolados mostra a producao de AlA.

3.4. Deteccao de megaplasmideos em Streptomyces spp. por eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE)

Streptomyces spp. contém plasmideos lineares com tamanho entre 12 e 1700
kb (LIU et al., 2021) que carregam clusters de genes biossintéticos para a producao
de metabdlitos secundarios. Como os isolados 4L e 60 produzem compostos com
atividade antifungica e esses compostos estédo possivelmente relacionados a clusters
de genes biossintéticos, que podem estar presentes em plasmideos, foi realizada a
deteccdo de plasmideos gigantes nos isolados 4L e 60 empregando PFGE. A
deteccdo de plasmideos € importante para estudos posteriores visando a

compreensao da regulagdo dos genes envolvidos na biossintese e a manipulagao



47

genética com o objetivo de aumentar a producao. Neste estudo, a analise em PFGE
revelou a presenca de plasmideo nos isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 com
tamanho aproximado de 97 Kb (Figura 14). Em estudos genéticos realizados
anteriormente com outros isolados do género Streptomyces, os autores também
reportaram a presenca de um megaplasmideo linear (KINASHI et al., 1987; 2011).
Cornell et al. (2018) demonstraram a presenca de megaplasmideos lineares nas
cepas de Streptomyces spp. Os plasmideos encontrados apresentaram tamanhos
entre 71 e 200 kb, e carregavam genes potencialmente envolvidos na adaptacéao ao
ambiente extremo, como baixa temperatura (- 37 °C), resisténcia a antibiéticos, metais
pesados e salinidade. Gomes-Escribano et al. (2021) também identificaram a
presencga de plasmideos com tamanho de 158 kb em S. venezuelae NRRL B-65442.
Além disso, foi reportado em S. rochei 7434AN4 a presenca de trés plasmideos de
206 kb, 100 kb e 17 kb (KINASHI et al., 1994) e em S. clavuligerus ATCC 27064, um
plasmideo de 1800 kb (MEDEMA et al., 2010).

Inicialmente, os isolados 4L e 60 foram cultivados durante 72 horas, de acordo
com CORNELL et al. (2018), mas nao foi possivel a deteccdo de plasmideos
empregando a condicdo de crescimento descrita. O tempo de cultivo foi entdo
reduzido para 24 horas, como descrito por NOVAKOVA et al. (2013), e foi possivel
detectar a presenca de plasmideo nos dois isolados, indicando que a idade e a
quantidade de células utilizadas influenciam na deteccéao destes, talvez pela lise mais
eficiente das células. Estudos futuros serdo necessarios para a caracterizacao desses
plasmideos identificados.
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Figura 14. Deteccao de plasmideos em isolados de Streptomyces sp. 4L e 60
utilizando PFGE. MM = Pulse Marker™ 50-1000 kb de lambda DNA. R1 e R2 = nimero

de repeticdes. Dentro do retangulo vermelho, sdo mostradas as bandas de plasmideo,
com um tamanho aproximado de 97 kb.

3.5. Avaliacao do controle das doencas por Streptomyces spp. por meio de
testes in vivo

No presente trabalho, os dois isolados estudados mostraram forte atividade
antagdnica contra S. sclerotiorum, agente causal do mofo branco em plantas do feijao,
cujo controle é um desafio para os agricultores. Experimentos em casa de vegetagao
mostraram que os isolados 4L e 60 tém o potencial para serem usados como agentes
de controle biolégico altamente eficazes, pela reducéao de 90% dos sintomas do mofo
branco causado por S. sclerotiorum, em plantas do feijao da variedade Pérola, em
relagdo ao controle positivo (Figura 15 A). Segundo a area abaixo da curva de

progresso da doenga (AACPD), o fungo atingiu toda a planta ndo tratada em cinco
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dias, no entanto, as plantas tratadas com as bactérias ndo apresentaram os sintomas
da doenca (Figura 15 A). Para a maior eficiéncia do controle do mofo branco, Gebily
et al. (2021) e Ghanem et al. (2022), aplicaram mistura de caldo de cultura (contendo
extrato livre de células, micélios e esporos) de trés cepas de Streptomyces spp. (S.
griseus MT210913 “DG5”, S. rochei MN700192 “DG4” e S. sampsonii MN700191
“DG1”), na parte aérea das plantas do feijao 30 dias pés-semeadura, obtendo reducéo
da doenca de 92% frente ao uso do fungicida Corporal Max (74,67%), ambos 0s
autores trabalharam com a mesma metodologia, mas em diferentes épocas do ano.

Os experimentos feitos em casa de vegetacdo mostraram a capacidade dos
isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 para controlar a antracnose em feijoeiro.
Segundo a escala diagramética feita com o Programa Quant V.1.0, o isolado 4L teve
uma porcentagem de severidade de doencga de 2,49% e para 60 foi de 2,63% frente
ao controle positivo que foi de 41,12%. Entre os tratamentos e o controle positivo
houve diferenca de 38,49% na severidade (Figura 15 B). Entre os tratamentos néao
houve diferenca significativa estatisticamente. Os resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Gholami et al. (2013), em que o isolado S. acrimycini reduziu a severidade
da antracnose em 40% e os isolados S. cyaneofuscatus e S. flavofuscus (53,40%) e
S. parvus (63,40%) também foram eficientes.

Os isolados de Streptomyces sp. 4L e 60 reduziram a severidade da doenca
de podridao radicular causada por R. solani (Figura 15 C). Segundo a escala de notas,
as plantas tratadas com os isolados 4L e 60 tiveram lesao de tipo 1, frente ao controle
positivo (lesao tipo 2), que apresentou lesdes alongadas e deprimidas, com coloragao
marrom no hipocétilo e no sistema radicular. Os sintomas que foram observados aos
dez dias apds a inoculacdo com o fungo. Segundo os resultados de Diaz-Diaz et al.
(2022), a maxima redugao da doenca de R. solanifoi obtida quando foram combinadas
duas cepas de Streptomyces spp. (CBQ-EA-2 + CBQ-B-8) em plantas de feijao. Por
outro lado, Korayem et al. (2022) avaliou a atividade biologica de S. parvulus 10d
contra R. solani, em feijdo verde com solo esterilizado e ndo esterilizado, obtendo
resultados do controle maiores que 88%, frente ao tratamento com o produto quimico
Rhizolex®.

Streptomyces spp. sdo conhecidos por seu potencial de efeito inibitorio sobre o
crescimento dos fitopatdégenos (S. sclerotinia, C. lindemuthianum, R. solani, entre
outros), pela produgdo de compostos antifungicos, metabdlitos secundarios e
compostos organicos volateis, pela secrecdo de enzimas extracelulares como
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quitinase, B-1,3-glucanase, celulase, xilanase e pectinase (BOUKHATEM et al., 2022).
Neste sentido, Streptomyces spp. se tornam uma alternativa viavel para a descoberta
de compostos antifiungicos para controle de doencas de plantas, por causa da

ocorréncia e desenvolvimento de resisténcia a fungicidas em patdégenos de plantas.
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Figura 15. Controle de fungos fitopatogénicos pelos isolados 4L e 60 de Streptomyces
sp. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e escala de nota de
severidade da doenca do feijao da variedade Pérola inoculado com os fungos
patogénicos: Sclerotinia sclerotiorum (A), Colletotrichum lindemuthianum (B) e
Rhizoctonia solani (C). 1) Controle positivo, com inoculagao do patégeno; 2) Controle
negativo sem a inoculagéo do patégeno; 3) Tratamento com o isolado Streptomyces
sp. 4L; 4) Tratamento com o isolado Streptomyces sp. 60. Barras de cor preta
representa a AACPD e de cor cinza a escala de severidade. Letras iguais nas colunas
indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.6. Avaliacao da promocao de crescimento em plantas de feijao

Diferentes espécies de Streptomyces estabelecem relagdo benéfica com a
planta. Foi avaliada in vitro a capacidade dos isolados 4L e 60 de produzirem
compostos que promovem o crescimento da planta, como, sideréforos, AIA e aménia;
a capacidade de solubilizacao de fésforo inorganico e de fixacao biolégica de N. Em
todas as analises os resultados foram positivos. As plantas do feijdo que foram
tratadas com o isolado 60 tiveram maior crescimento (141,46 cm), que as plantas
tratadas com o isolado 4L (135,32 cm), frente ao controle (113,03 cm) (Figura 16). Os
resultados de comprimento e biomassa da parte radicular e aérea da planta
demonstraram que os isolados 4L e 60 melhoraram todos os parametros biométricos
da planta. A producdo do fitohorménio AIA favorece o alongamento das raizes,
melhorando a absor¢ao de nutrientes e dgua pela planta (EL-TARABILY, 2008). As
plantas do feijao tratadas com o isolado 60 tiveram maior comprimento e peso seco
da biomassa radicular, 40,67 cm e 1,01 g, do que as plantas tratadas com o isolado
4L, 34,37 cm e 0,88 ¢, respectivamente (Figura 16 B). Segundo esses dados, €
provavel que o isolado 60 produza maior quantidade desse fitohorménio do que o
isolado 4L. Estudos realizados em plantas de soja apresentaram o mesmo resultado
positivo utilizando Streptomyces sp. CLV45, pelo fato de produzir maior quantidade
de AlA, de &cido giberélico e de acido abscisico (HORSTMANN et al., 2020). Além do
AlA, pode ser deduzido que o fosfato disponivel solubilizado por Streptomyces sp. e
a producao de sider6foros também afetaram o crescimento da planta, uma vez que o
isolado 4L solubilizou fosfato inorgéanico significativamente melhor do que o isolado
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60 (in vitro). Esses resultados demonstram que os dois isolados apresentam

caracteristicas diferentes e que deverao ser investigadas futuramente.
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Figura 16. Promocé&o de crescimento vegetal pelos isolados de Streptomyces sp. 4L
e 60. As sementes do feijao foram tratadas com os isolados 4L e 60, exceto as
sementes utilizadas como controle. A) Comprimento da raiz do feijao e B) peso da
biomassa seca da raiz (barra preto) e parte aérea (barra cinza). Letras iguais nas
colunas indicam que as médias nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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4. CONCLUSOES

Em relacao aos isolados de Streptomyces sp. 4L e 60, pode ser concluido que:

e Quando cultivados em meio ISP2 apresentam arranjos caracteristicos deste
género, como cadeias de esporos das hifas aéreas em forma de espirais
para o isolado 4L e cadeia de esporos com ganchos abertos para o isolado
60. O numero de esporos foi maior do que 10 por cadeia em ambos 0s
isolados.

» O crescimento e a esporulacdao dependem do teor de nutrientes, da fonte de
carbono, do valor de pH e da concentracdao de NaCl.

e Podem utilizar fontes de carbono como amido, manitol, galactose e inositol
para seu crescimento. Além disso, o isolado 4L tolera baixas concentragdes
de sais (1% de NaCl) e o isolado 60 é capaz de suportar até 6% de NaCl.

e Podem ser cultivados em meio de cultura com valores de pH entre 5 e 8.

e Produzem as enzimas extracelulares celulase, xilanase, pectinase, quitinase
e B-1,3-glucanase.

e Inibem o crescimento de S. sclerotiorum, C. lindemuthianum e R. solani e
provocam a deformacéo da parede celular das hifas destes fungos.

e Produzem compostos que podem contribuir para o desenvolvimento das
plantas, como AIA e sideroforos, além de serem capazes de solubilizar
fosfato.

e Provocam o aumento do comprimento e da biomassa da raiz e da parte
aérea das plantas do feijao e por causa disso, apresentam potencial para
utilizagdo como biofertilizantes.

e S&0 capazes de provocar a reducao dos sintomas de doengas causadas por
S. sclerotiorum, C. lindemuthianum e R. solani, possivelmente devido a
indugao de resisténcia sistémica.

e Possuem pelo menos um plasmideo linear com tamanho préximo a 97 kb.
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