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RESUMO

SILVA, Mirele Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Avaliacdo da
promocio de crescimento vegetal, controle de fitopatogenos pelo Bacillus toyonensis BAC
3151 e caracterizacdo do plasmideo pBtS52. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz.
Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e Mateus Ferreira Santana.

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma cultura de grande importancia econdmica
para o Brasil, sendo o pais o maior produtor. Além desse cenario, o feijdo ¢ um grao importante
para o consumo humano. O aumento da produtividade e redugdo dos custos de produgdo tem
sido associados com o uso de micro-organismos que possam ser integrados ao manejo. Alguns
micro-organismos podem promover o crescimento das plantas por mecanismos diretos e
indiretos como, por exemplo, fixacdo de nitrogénio, produc¢do de sideréforos, solubilizacdo de
fosfato, producao de compostos organicos volateis, producao de enzimas hidroliticas e controle
de patdgenos. O feijoeiro comum, assim como os demais vegetais, também ¢ colonizado por
micro-organismos endofiticos € por micro-organismos fitopatogénicos. Estudos sobre a
diversidade tanto de fungos quanto de bactérias endofiticas cultivaveis do feijoeiro ja foram
realizados. A diversidade de bactérias endofiticas foi mapeada em trés cultivares de P. vulgaris
e apresentou diferencas de distribuicdo entre as classes Actinobacteria, Alphaproteobacteria e
Bacilli. Na classe Bacilli foi isolada uma cepa de Bacillus toyonensis, que apresenta um
repertorio de genes para a produgdo de varios antimicrobianos, como por exemplo as
bacteriocinas. Alguns desses genes de bacteriocinas foram localizados em um plasmideo pBt52
da bactéria B. toyonensis BAC 3151 que foi caracterizado e explorado. O perfil de plasmideos
de B. toyonensis BAC 3151 foi analisado neste estudo, a fim de atribuir as fungdes bioldgicas
desconhecidas, pois muitos plasmideos controlam propriedades importantes, tais como,
resisténcia a antibidticos, utilizacdo de fontes de carbono alternativas e produgdo de
antimicrobianos. Neste estudo foi confirmada a presenca do plasmideo e foram caracterizados
todos os genes. O plasmideo pBt52 transporta gene que codifica bacteriocina, um gene que
confere resisténcia ao antibiotico teicoplanina e varios genes responsaveis pela manutengao e
mecanismos de conjugacao deste plasmideo. Além disso, foi avaliado se B. toyonensis BAC
3151 poderia promover o crescimento vegetal de plantas de feijoeiro, por ser um micro-
organismos endofitico. O B. toyonensis BAC 3151 apresentou a capacidade de fixar nitrogénio,
produzir diversas enzimas hidroliticas (quitinase, protease € amilase) € compostos organicos
volateis, e também promoveu um aumento de 31,5 % e 33,6 % do comprimento das raizes e da

massa seca das raizes do feijoeiro, respectivamente. Além disso, apresentou 95,2 % e 87,5 %



de atividade de antagonismo in vitro e in vivo ao patdégeno Sclerotinia sclerotiorum, reduziu a
severidade da antracnose no feijoeiro, causada pelo Colletotrichum lindemuthianum, em 39,3
% e ndo apresentou atividade de antagonismo ao Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Portanto,
neste trabalho foi demonstrado os beneficios dessa intera¢do hospedeiro-endoéfito, na qual o B.
toyonensis BAC 3151 tem potencial no controle de doencas flingicas e de promover o

crescimento do feijoeiro.

Palavras-chave: Bacillus toyonensis BAC 3151. Micro-organismos. Controle bioldgico.

Promocgao de crescimento. Plasmideo.



ABSTRACT

SILVA, Mirele Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Evaluation of plant
growth promotion, control of phytopathogens by Bacillus toyonensis BAC 3151 and
characterization of plasmid pBt52. Advisor: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisors: Hilario
Cuquetto Mantovani and Mateus Ferreira Santana.

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great economic importance to Brazil, being
the country the largest producer. In addition to this scenario, beans are an important grain for
human consumption. Increased productivity and reduced production costs have been associated
with the use of microorganisms that can be integrated with management. Some microorganisms
can promote plant growth through direct and indirect mechanisms such as nitrogen fixation,
siderophores production, phosphate solubilization, production of volatile organic compounds,
production of hydrolytic enzymes and pathogen control. Common bean, like other vegetables,
is also colonized by endophytic microorganisms and phytopathogenic microorganisms. Studies
on the diversity of both fungus and cultivable endophytic bacteria in bean plants have already
been carried out. The diversity of endophytic bacteria was mapped in three cultivars of P.
vulgaris and presented distribution differences between the classes Actinobacteria,
Alphaproteobacteria and Bacilli. In the Bacilli class, a strain of Bacillus toyonensis was
isolated, which has a gene repertoire for the production of various antimicrobials, such as
bacteriocins. Some of these bacteriocin genes were located in a pBt52 plasmid of the bacterium
B. toyonensis BAC 3151 that was characterized and explored. The plasmid profile of B.
toyonensis BAC 3151 was analyzed in this study to attribute unknown biological functions
because many plasmids control important properties such as antibiotic resistance, use of
alternative carbon sources and antimicrobial production. In this study the presence of the
plasmid was confirmed and all genes were characterized. Plasmid pBt52 carries a gene that
encodes bacteriocin, a gene that confers resistance to the teicoplanin antibiotic, and several
genes responsible for the maintenance and conjugation mechanisms of this pBt52 plasmid. In
addition, it was evaluated whether B. toyonensis BAC 3151 could promote plant growth of
common bean plants as an endophytic microorganism. B. toyonensis BAC 3151 showed the
ability to fix nitrogen, produce various hydrolytic enzymes (chitinase, protease and amylase)
and volatile organic compounds, and also promoted an increase of 31.5% and 33.6 % of root
length and dry mass of common bean roots, respectively. In addition, it presented 95.2% and
87.5% antagonism activity in vitro and in vivo to the pathogen Sclerotinia sclerotiorum. It

reduced the severity of anthracnose in common bean caused by Colletotrichum lindemuthianum



by 39.3% and showed no antagonistic activity to Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
Therefore, this work demonstrated the benefits of this host-endophyte interaction, in which B.

toyonensis BAC 3151 has the potential to control fungal diseases and promote bean growth.

Keywords: Bacillus toyonensis BAC 3151. Microorganisms. Biological control. Growth

promotion. Plasmid.



SUMARIO

INtrodUGAO GETAL......cceeiiiiiiiee e e e e e e e aae e e e e eaeeeeeennes 14
Revisao BIbHOGIATICA .....cccueeiiieiiicie e 16
Cultura dO FRIJA0 ...vveeeeiie ettt e et e e st e e e aeeessaeeensaeeenaeeenns 16
Doengas do fe1jOCIr0 COMUIM ........cceeriieriieeiieiie et eiee et eiteeee e eaeeeeeereeneeeeneees 19
Micro-organismos eNdOfItICOS ... .eeruiiriiiiieiiieie et 21

O GENCTO BACIIIUS ...ttt e see st saeeesiaeeeeseesnneeenns 23
BACIIIUS TOYONERSIS ...ttt ettt et ste e e 24
REFERENCIAS ..ottt ettt 25

Capitulo 1: O plasmideo pBt52 da bactéria endofitica do feijoeiro comum Bacillus toyonensis

BAC 3151 transporta gene que codifica bacteriocina Columbicina A e gene que confere

1eSIStENCIA @ tEICOPIANING ......eeieiiiieeiie et e e e e ere e e eaeeesaaeeeaaeennns 32
RESUMO ...ttt ettt ettt et sa et et se et et e sneenseenee 32
INETOAUGAO ...t e e e et e e et e e e eeaae e e e eeeaaeeeeeearaeeeenes 32
Material € MELOAOS. ....ouuiiiiiiieieeeee e e 34
Micro-organismo € condigdes de CreSCIMENtO ........ecveevierieesiienieeiieeieeiee e eiee e 34
Numero de acesso a sequéncia de nucleotideos .........cccuveeeiiieiiiiieiiieecee e, 34
Isolamento e caracterizagdo do plasmideo .........cccveeviiieriiiieniiieee e 34
Extracao de DNA tOtal .......cooooviiiiiiiiiie et 34
Eletroforese de campo pulsado (PFGE) .......cccovvioiiiiiiiiieeeeeeeeee e, 35
CaracteriZaga0 71 STIICO.........cccueeeeceeeeciee et e e e e e saaee e 36
ANAlise FIlOZENEHICA ...c..covuiiiiiiiiiiiieeietee e 36
ANTIDIOZIAMA ......eeiiiiieiiieeciee ettt e e e et eeesaeeesaeeessbeeesaeessseeesseeenseeesseeas 37
ReSultados € DISCUSSAD......ccuviruiiiiriieiieieeiieete ettt sttt st 37
Confirmagao da presenca do plasmideo pBt52 em B. toyonensis BAC 3151............ 37
Caracteristicas gerais do plasmideo pBtS2.........cooveviiiiiiiiieiieciieee e 39

GENES A€ DACLETIOCIIIAS .eeveveeeeeeeieieeiieeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeereeeeerereeeeereeeeereeeeereeeeeaeeaees 46



SeqUENCIAS @ TNSETGAD ....veeevieniieeiiieiie ettt ettt et et e et e stte et eeseaeebeesabeenbeesnseenseens 47

ANALISE FIOZENETICA ....evvieiieeeiee ettt e e e e e e e e e e 50
GENE A TESISTENCIA ..ottt ettt et sttt s enee 56
CONCIUSAOD ..eviieiiieeiiie ettt ettt e ettt e et e e e eta e e e teeesabeeesteeesssae e ssee e ssaeessaeasseesssaeensseennnees 57
REFERENCIAS ..ottt ettt 57

Capitulo 2: Potencial da bactéria endofitica Bacillus toyonensis BAC 3151 para controle de

fitopatogenos e promocgao de crescimento em feijoeiro COmMuM .........ceeeceeereeerveeneeenen. 63
RESUMO ...ttt sttt ettt sttt et sa ettt e et enseenee 63
INEFOAUGAO ..ottt ettt e e et e et e e e taeesaraeesabaeesaaeeesaseeeeaseeenneas 63
Material € MELOAOS. ...coueiiiiiiieeeee et 66
Micro-organismos € condigdes de CreSCIMENLO.........ccveerereerueerereeiienreeieenveeieeseveenees 66
Ensaio para a caracterizacdo do potencial antifingico .........cccceveeeeveeriieieenieeneennen. 66
ANALISE 171 VITFO ettt 66
ANALISE 171 VIVO .ttt sttt sttt 67
Avaliagao da supressao da antraCnOSe.......ccuveeeveeerveeeriieerieeerieeerreeesereeesereeeseeens 67
Avaliacdo da supressdo da murcha-de-fusario ..........ccceeceeevieniiecieenciienieeieeeeee, 68
Avaliacdo da supressao do mofo-branco...........coeceevieiiiieiiiiiiienieeee e 69
Medicao de atividades de promocgao de crescimento de plantas in vitro.................... 70
FiXacga0 de NItTOZENI0 .. ..eeuvieeiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt s eaeeaee e 70
Solubilizacao de fOSTAtO.........oooiiiiiiiiee e 70
Produgao de SIderoforos .........cccuviieuiiieiiieeee e 70
Produgao de 4cido indol ac€tico (ATA) ..eeecuieeciieeeiee et 71
Produg@n de Protease........cccuieecuiieeiiieeiiieeciieeeteeeeiee et e e rae e e e e e e aaeeeaaeeeaaee s 71
Producao de qUITINASE .......c.eeevieriieeiieiie ettt ettt ettt siae e eenes 71
Producao de CeIUASE .........ocooiuiiiiieiiiic e 71
Produgdo de amilase ..........cceeieuiiiiiii e e 71

Producao de cianeto de hidrogénio (HCN).........cccieiiiiiieniiiiieieeieeeeeee e 72



Ensaio in vitro para avaliar o efeito de compostos orgénicos volateis em plantas de feijao

................................................................................................................................ 72
Avalia¢dao da promogao de crescimento vegetal.........cccvvevvieeriieeiiieeniieeiee e, 72
RESUIAAOS. .....eiiiiieiieece et e e e ae e et e e e abeeetaeeeaaeeesaeeenns 73
Ensaio para a caracterizacao do potencial antifingico.........cccveevvieerieeerieeerieeennen, 73
ANALISE 171 VITFO .ttt sttt 73
ANALISE 171 VIVO .ottt ettt e e ae e et e e e saaeeabaeeaaaeenneeas 75
Atividade de promocdo de crescimento de plantas in Vitro..........ccceeeeveecveenneennnenne. 79
Avaliacdo da promogao de crescimento vegetal..........oceevvveeiieriiieniiiniiieieeieeeeee, 81
DISCUSSAO ..ttt ettt et h e et he e et e e s h b e et e esbt e et e e s ab e e bt e eateenee 83
CONCIUSAO € PEISPECTIVA ...veeueieiirieiieeiieiie et eetee ettt e eteesteeeaeeaeeesbeensaesnseeseessseenseennsens 86
REFERENCIAS ..ottt 87

Conclusao Geral ...ooovveemeeeeee e Erro! Indicador nao definido.



14

Introducio Geral

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma planta pertencente a familia
Fabaceae, originaria da América (SCHOONHOVEN E VOYSES, 1991). A cultura do feijoeiro
estd presente em aproximadamente 127 paises em todos os continentes, sendo a América
responsavel por cerca de 34, 6 % na producdo de feijao no mundo (FAO, 2018). Neste cendrio
o Brasil se destaca, pois ¢ o pais com maior produgdo, representando 1% da produ¢dao mundial
de graos (FAO, 2018). As plantagdes de feijoeiro sdo ameagadas por doencas fingicas de
importancia na cultura, e destaca-se a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) a murcha-
de-fusario (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli) e o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum)
(SARTORATO et al., 1994). Estas doencas estdo relacionadas com as perdas das lavouras e
com a baixa produtividade.

Além desse cenario, o feijao ¢ um grao importante para o consumo humano, devido a
presenga de proteinas, fibras e carboidratos complexos (SILVA, 2000). Estudos mostram que a
populacdo mundial pode passar de 7 bilhdes de habitantes para aproximadamente 10 bilhdes
nos proximos 50 anos, e como consequéncia haverd o aumento da demanda alimentar. Para
atender essa populagdo, estima-se que a produgdo de alimentos deva crescer em mais de 60%
nas proximas décadas (GLICK, 2014). Porém, o aumento de producdo nao pode ser baseada
somente no aumento da area cultivada, e sim no aumento de produtividade agricola (MARIN
etal., 2016), que ¢ dependente do uso de fertilizantes minerais, agentes quimicos para o controle
de doengas e insumos que causam uma série de impactos negativos tanto ambientais e na saude
humana, quanto econdmico (HORRIGAN et al., 2002).

Nesse contexto, a elevagdo dos niveis de produtividade e redugcdo dos custos de
produgdo tem aumentado o interesse em pesquisas que explorem o potencial tecnologico de
micro-organismos que possam integrar o manejo € ainda trazer beneficios, como a promogao
de crescimento vegetal, o controle de fitopatdogenos e nematoides e a seguranga no manuseio €
integracao deste micro-organismo na cultura (WANG et al., 2010).

Bacillus ¢ um género abundante na rizosfera e a atividade de promogao de crescimento
de plantas de algumas cepas ja foi demonstrado, resultando em um amplo conhecimento dos
mecanismos envolvidos. Os mecanismos podem ser diretos ou indiretos. Entre os mecanismos
diretos estdo a sintese de hormonios, compostos organicos volateis (COVs) que regulam o
metabolismo de fitohormonios, suprimento de nutrientes por meio de processo como a
solubilizacdo de nutrientes (biofertilizacdo) e inibicdo de senescéncia e com atividade

antimicrobiana (ARKHIPOVA etal.,2005; HASSAN, 2017, RADHAKRISHNAN et al., 2016;
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RATH et al., 2018; TAHIR et al., 2017). Os mecanismos indiretos sao a indugdo de resisténcia
sistémica, inibicdo de patdgenos e regulacdo de genes responsivos da planta ao estresse
abiotico, que € realizada por algumas bactérias do género Bacillus ( XIE et al., 2014; YOUSAF
etal., 2017; ZHAO et al., 2011).

Bacillus toyonensis cepa BAC 3151 foi isolada como endéfito de folhas do feijoeiro
(COSTA et al., 2012). Foi constatado que a cepa BAC 3151 apresenta genes para biossintese
de antimicrobianos, agrupamentos génicos de bacteriocinas, genes de biossintese de peptideos
ndo ribossdmicos, de N-acil homoserina lactanase e de quitinases. Alguns desses genes foram
localizados em plasmideos que ndo foram profundamente explorados (LOPES et al., 2017).
Além disso, B. toyonensis BAC 3151 pode estar relacionado com a promogao de crescimento
vegetal, por ser um micro-organismo endofitico. Desta forma, os objetivos deste estudo
consistiram em caracterizar os genes presentes no plasmideo pBt52, principalmente os
relacionados a bacteriocina, avaliar o potencial de B. toyonensis BAC 3151 no controle de
diferentes fungos fitopatogenos (Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum) e avaliar o desempenho de B. toyonensis BAC 3151 em

promover o crescimento vegetal do feijoeiro em condigdes in vitro e in vivo.
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Revisao Bibliografica
Cultura do feijao

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), ¢ uma planta origindria de dois centros,
Mesoamérica e das regides andinas, e pertence ao membro da familia Fabaceae, que inclui cerca
de 600 géneros e cerca de 13 mil espécies. O género Phaseolus contém de 150 a 200 espécies
de plantas, muitas das quais sdo cultivadas como alimentos ou até mesmo como plantas
ornamentais de jardim. O nome especifico P. vulgaris estéa relacionado a centenas de variedades
de feijao comum que tém sido cultivadas ha milhares de anos (SCHOONHOVEN E VOYSES,
1991).

Phaseolus vulgaris ¢ uma planta herbacea que possui um sistema radicular pivotante,
atingindo aproximadamente 20 cm de comprimento. O caule ¢ herbaceo, sendo o eixo principal
da planta, e possui nés, que sao os pontos de inser¢do das folhas e dos quais saem as
ramificacdes. As folhas sdo de dois tipos, simples e compostas. As folhas simples e opostas sao
as primarias, ja presentes no embrido e as demais folhas sdo pecioladas, trifolioladas e
distribuida de forma alternada no caule (SILVA et al., 2003).

O fruto de P. vulgaris ¢ um legume denominado popularmente de vagem, formada por
duas partes, as valvas, uma na superficie superior e outra na inferior. As vagens podem
apresentar diferentes formas, podendo ser retas ou ligeiramente curvas, achatadas ou
arredondadas. A cor das vagens pode ser uniforme ou ndo, ou seja, elas podem apresentar estrias
de uma cor, e variar dependendo do grau de maturagdo. Em geral, as vagens possuem de trés a
sete sementes (SILVA et al., 2003).

O ciclo de vida do feijoeiro comum ¢ curto, com duragdao de 90 dias, dependente do
cultivar e das condi¢cdes ambientais. Durante o desenvolvimento, o ciclo bioldgico do feijoeiro

¢ dividido em fase vegetativa (V) e reprodutiva (R).
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Figura 1: Estagios de desenvolvimento do feijao. A fase vegetativa (V) e reprodutiva (R) sdo subdividias nos
seguintes estagios: V0 - Germinagdo (iniciada a germinacdo da semente); V1- Emergéncia (50% dos cotilédones
fora do solo); V2 — Folhas primarias (par de folhas primarias expandidas); V3 — Primeira folha trifoliada (com
foliolos expandidos); V4 — Terceira folha trifolioladas (com foliolos expandidos); R5 — Pré-floragdo (ap6s emissao
do primeiro botdo ou racimo floral); R6- Floracao (primeira flor aberta); R7- Formacao de vagens (primeira vagem
com a corola desprendida); R8- Enchimento de vagens (inicio de inchamento das vagens) e R9- Maturaggo

fisiologica (quando a primeira vagem comega a descolorir ou secar) (Fonte: Oliveira et al., 2018).

O feijao ¢ uma leguminosa de grao importante para o consumo humano em todo o
mundo, devido ao alto teor de proteinas, fibras, carboidratos complexos, vitaminas do complexo
B, minerais, aminoacidos essenciais e baixo teor de lipideos e sodio, sendo considerado um
alimento essencial na dieta (BROUGHTON et al., 2003). Além dos beneficios a saude, também
deve ser considerada a importancia socioecondmica dessa cultura para o pais.

A cultura do feijao representa apenas 1 % da produ¢do mundial de graos e a produgao
chega 18,9 milhdes de toneladas ao ano. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial e o
primeiro no género Phaseolus, com uma produ¢do de 3,1 milhdes de toneladas ao ano e uma
produtividade média de 922 kg/ha, perdendo apenas para Myanmar e India (FAO, 2018).
Segundo levantamento de safra de graos realizada pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) para os anos de 2017/2018, o plantio de feijao atingiu uma area de 3,24 milhdes de
hectares (CONAB, 2018). Os estados brasileiros Parana e Minas Gerais sdo os maiores
produtores de feijao com 23,4 % e 20,7 % da producao, respectivamente. O cultivo do feijao
nos estados brasileiros acontece em trés safras, as quais sdo denominadas, a safra das dguas
(outubro a janeiro), a da seca (fevereiro a maio) e outono/inverno (junho a setembro), onde a

produtividade ¢ dependente das condi¢des climaticas do pais (SILVA, 2000).
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O cultivo do feijoeiro ¢ uma atividade agricola de grande importancia econdmica, social

e nutricional, e estd sujeita a grandes riscos, entre os quais estdo as doengas e pragas, que sao

responsaveis por perdas significativas nas lavouras (Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica-IBGE 2010; SARTORATO et al., 1994; CUNHA et al., 2005). Phaseolus vulgaris

apresenta grande variabilidade genética para varias caracteristicas, com mais de 200 cultivares

recomendados no Brasil. Entre as caracteristicas de interesse agronomico, destacam-se a

resisténcia aos patégenos, pois mais de 45 doencas causadas por fungos, bactérias e virus sao

citadas na cultura do feijio, sendo que a maioria sdo transmitidas por sementes (BOREM E

CARNEIRO, 1998).
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Doencas do feijoeiro comum

Dentre as doencgas de importancia no feijoeiro comum destacam-se a antracnose,
causada por Colletotrichum lindemuthianum, a murcha-de-fuséario, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli e o mofo-branco, causada por Sclerotinia sclerotiorum
(SARTORATO et al., 1994).

O fungo C. lindemuthianum ¢é o agente causal da antracnose, que afeta o feijoeiro
comum em todos os estagios de crescimento, ¢ ataca toda a planta, caules, ramos, folhas, vagens
e sementes. O fungo C. lindemuthianum sobrevive de um cultivo a outro, por meio de micélio
dormente, dentro do tegumento da semente, em forma de esporos nos cotilédones das sementes,
ou em restos culturais (ARAUJO et al., 1996).

Os sintomas da antracnose sdo visualizados em todas as partes da planta. Porém, as
lesdes ocorrem com maior frequéncia na superficie inferior das folhas e nas nervuras
(OLIVEIRA, 1999; PRIA E SILVA, 2010). A antracnose além de afetar negativamente a
produtividade, também deprecia a qualidade dos grdos, pois as sementes contaminadas
apresentam lesdes marrom-escuras ou negras (ABREU, 2005).

O fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli ¢ o agente causal da murcha-de-fusario,
que penetra pelo sistema radicular do feijoeiro até invadir os vasos do xilema (NELSON et al,
1993). O fungo pode ser transmitido via sementes, sobrevivendo em restos culturais e no solo
na forma de estruturas de resisténcia (clamidosporos). Pode ser disseminado também por vento,
enxurrada, dgua de irrigagdo, solo aderido a maquinas e equipamentos agricolas (ABAWI E
PASTOR-CORRALES, 1990; SARTORATO et al., 1994).

Quanto aos sintomas da murcha-do-fusario, inicialmente ocorre o amarelamento das
folhas basais da planta, progredindo para as folhas da parte superior. Ocorre também a perda
da turgéncia das folhas e em casos mais severos, a morte das plantas. A murcha-de-fusario
quando afeta plantas jovens, ocorre a reducao do crescimento, afetando o desenvolvimento e a
produtividade da cultura (VIEIRA, 1983; ABAWI, 1989).

O fungo S. sclerotiorum é o agente causal do mofo-branco, que ¢ capaz de infectar
qualquer parte da planta, porém as infec¢des se iniciam com maior frequéncia a partir das
inflorescéncias e das axilas das folhas e dos ramos laterais (ABAWI E GROGAN, 1979;
KIMATI et al., 2005). A fase de vulnerabilidade do feijoeiro comum ¢ no estagio de floracao
ao inicio da formacdo das vagens (SARTORATO et al., 1994). O mofo-branco produz
estruturas de resisténcia (esclerédio) que possibilitam a sua sobrevivéncia no solo por anos,

pois sdo resistentes a substancias quimicas, calor e congelamento. Além disso, esse patogeno
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também pode resistir no solo como micélio ativo em tecido vivo ou morto (ADAMS et al.,
1979).

O mofo-branco ¢ caracterizado pela maceracao tecidual de aspecto imido nas plantas
parasitadas, apresentando um emaranhado de hifas brancas no local da lesaio (MOURA, 2008).
Essa lesdo se espalha rapidamente para o peciolo e o caule. Os caules primeiramente formam
lesdes escuras, que normalmente se desenvolvem em tecidos necrdticos e, posteriormente,
surgem as manchas de micélio branco com aspecto cotonoso, e geralmente os tecidos sao
degradados (ABREU, 2011).

O controle dessas doengas ¢ comumente efetuado pela utilizacdo de defensivos
agricolas, no tratamento de sementes ou em aplicagdes foliares, e ado¢do de praticas agricolas,
como menores populagdes de plantas, aumento do turno de rega, quimigagdo, rotacdo de
culturas e plantio direto (VIEIRA et al., 2001; PAULA JR et al., 2004). Essas medidas
proporcionam consideraveis niveis de controle das doengas, mas elevam os custos de produgao,
frequente inviabilidade operacional e técnica, além de alto risco ambiental.

Uma alternativa que € empregada para o controle das doengas ¢ a utilizacao de cultivares
resistentes para complementar o manejo destas doencas. Estudos mostram que o cultivar Pérola
lancado em 1994 pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) e o cultivar
Manteigdo Fosco 11 sdo exemplos de cultivares que sdo resistentes a murcha-de-fusario, porém
sdo susceptiveis as outras doengas relatadas acima (YOKOYAMA et al., 1999; PEREIRA et
al., 2011). O programa de melhoramento genético do feijoeiro comum da Embrapa Arroz e
Feijao desenvolveu o cultivar BRS Estilo com destaque na resisténcia do grao a antracnose
(MELO et al., 2010). Entretanto nao ha informagdes suficientes acerca dos niveis de resisténcia
das cultivares de feijoeiro, ao patégenos S. sclerotiorum, além disso poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos (CARVALHO et al., 2013).

Portanto, na busca de elevagao dos niveis atuais de produtividade e reducao dos custos
de producido, principalmente em relagdo ao controle de pragas e doencas do feijoeiro, tem
crescido o interesse em pesquisas que explorem o potencial tecnologico de micro-organismos
que possam ser integrados ao manejo da cultura e ainda trazer beneficios a cultura e ao meio
ambiente, como nenhum ou baixo impacto ambiental, promocao de crescimento do vegetal,
controle de patdgenos e nematoides, além de seguranga no manuseio € integra¢ao destes micro-

organismos na cultura do feijao (WANG et al., 2010).
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Micro-organismos endofiticos

Micro-organismos endofiticos sao todos aqueles capazes de colonizar, em alguma fase
do seu ciclo de vida, tecidos vegetais internos das plantas, sem causar danos aparentes as plantas
hospedeiras e sem formar estruturas externas visiveis (HALLMANN et al., 1997).
Provavelmente, todos os vegetais sdo colonizados por micro-organismos endofiticos.

A co-evolugdo ao longo prazo de plantas e micro-organismos endofiticos sucedeu em
um ecossistema particular, onde os micro-organismos se adaptaram para sobreviver em um
ambiente com compostos biologicamente ativos, ou seja, receberem nutrientes e prote¢ao da
planta hospedeira. Além disso, estes ajudam as plantas hospedeiras a se adaptarem e
sobreviverem em condigdes de estresse bidtico e abidtico, como por exemplo a tolerancia a
infeccdo, elevadas temperaturas, salinidade, contaminantes (metais pesados) e até resisténcia a
pragas e doencas, por meio da produgdo de metabolitos secundarios, enzimas e antibidticos,
competicao pelo espago e nutrientes e/ou pela modulagdo de resposta de resisténcia das plantas
(HARDOIM et al., 2015; INDIRAGANDHI et al., 2008; RYAN et al., 2008; SANTOYO et al.,
2016; WANG et al., 2000; YAISH et al., 2015).

Os micro-organismos endofiticos podem acelerar o desenvolvimento de plantulas,
promover o crescimento das plantas, produzindo uma série de produtos que facilitam a absor¢ao
primaria e secundaria de nutrientes, por meio da fixagdo de nitrogénio atmosférico, formagao
de sideroforos e a solubilizagcdo de minerais na rizosfera (GOTHWAL et al., 2008; IQBAL et
al., 2010; KANG et al., 2009; WANG et al., 1993). Os micro-organismos endofiticos também
podem fornecer as raizes, como promotores de crescimento, hormdnios como auxina, citocina
e giberelina (BHORE et al., 2010; KANG et al., 2009).

Muitos destes micro-organismos endofiticos possuem capacidade de degradar
compostos xenobioticas. Além disso, alguns endodfitos tem resisténcia a metais
pesados/antimicrobianos e degradam compostos organicos provavelmente decorrente da sua
exposi¢ao a diversos compostos no nicho da planta/solo (RYAN et al., 2008). Diante desse rico
arsenal de metabdlitos envolvidos na defesa, bem como na interacdo com a planta, alguns
compostos podem também desempenhar um papel de processos de sinalizagdo, quorum sensing
intraespécies e interespécies (BRADER et al., 2014).

A interagdo entre plantas e micro-organismos pode ocorrer de duas formas: de maneira
passiva, quando os micro-organismos sao levados por solu¢des do solo, ou de maneira ativa,
por meio de movimentacdo dos micro-organismos em dire¢ao as raizes das plantas direcionados

por quimiotaxia em direcdo aos fotossintatos ou exsudados radiculares. Estes compostos
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influenciam na interacdo e comunicagdo das comunidades microbianas, e, consequentemente
levam ao processo de colonizagdo das plantas hospedeiras pelos micro-organismos (SILVA et
al, 2003).

Em relacdo a parte aérea das plantas, os micro-organismos endofiticos podem realizar a
colonizacdo através de estomatos, feridas e hidatédios, sendo estes os principais pontos de
entrada para os endofiticos acessarem os tecidos internos das plantas (AZEVEDO et al., 2000).
Além disso, os micro-organismos podem produzir e secretar enzimas, como celulases,
pectinase, xilanases e endoglucanases, que facilitam a penetragdo ativa e disseminacao destes
micro-organismos dentro das plantas. Os micro-organismos endofiticos podem também ser
transferidos verticalmente, ou seja, a planta-mae transfere para a planta-filha via sementes

(AZEVEDO et al., 2000; KANDEL et al., 2017).

Figura 3: Ciclo hipotético de colonizacio de bactérias endofiticas na planta hospedeira. (a) Mobilizagdo de
sementes em germinagao de plantulas. (b) Recrutamento de endofitos do solo no desenvolvimento de mudas. (¢)
Colonizagdo por endofitos. (d) Colonizagdo da planta inteira por endofitos. (e) Variagdo de comunidades
endofiticas na planta hospedeira em resposta a diferentes estresses bidticos e abidticos. (f) Transferéncia vertical

de endoéfitos em sementes (Fonte: Kandel et al., 2017).
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Estudos sobre a diversidade de bactérias endofiticas cultivaveis do feijoeiro ja foram
realizados, nos quais trés cultivares de P. vulgaris apresentaram diferencas de distribuig¢do entre
as classes Actinobacteria, Alphaproteobacteria e Bacilli (COSTA et al., 2012).

O género Bacillus

Bactérias representam um grupo dominante da diversidade que existe em varios nichos
ecoldgicos, pois possuem uma capacidade metabdlica que desempenha um papel importante no
ciclo de nutrientes geoquimicos, desintoxicacdo ambiental e metabolitos que sdo de aplicagao
farmaceéutica, agricola, industrial e medicinal (LYNGWI et al., 2014).

As bactérias do género Bacillus sdo encontradas em diversos ambientes, como solo e
argila, rochas, poeira, ambientes aquaticos, vegetacdo, alimentos e tratos gastrointestinais de
varios insetos e animais (CHECINSKA et al., 2015). Os membros deste género sdo bactérias
aerobicas e anaerdbicas facultativas, em forma de bastonetes, gram-positivas e formadoras de
esporos em diferentes condigdes ambientais e nutricionais. A produ¢ao de enddsporo permite
que bactérias desse género consiga sobreviver e crescer em ecossistemas diferentes
(CHECINSKA et al., 2015).

As bactérias do género Bacillus sdo fenotipicamente e genotipicamente heterogéneas,
exibindo grande variagdo na composicdo de aminoacidos das paredes celulares e extensa
varia¢do na composi¢do de bases de DNA. Com a analise de sequenciamento da regido 16S
rRNA foi possivel revelar o alto nivel de heterogeneidade filogenética (LYNGWT et al., 2014).
A diferenga fenotipica e as diferencas no nimero de genes e de genes especificos de uma cepa,
estdo intimamente relacionadas, e ¢ explicadas pela presenca principalmente de elementos
moveis, como os plasmideos, transposon, fagos, integrons e ilhas gendmicas (FROST et al.,
2005; HELGASON et al., 2000). Algumas diferencas nos fenodtipos sdo resultantes das
caracteristicas mediadas pelos plasmideos e ndo pelos cromossomos (FANG et al., 2011).

Algumas bactérias do género Bacillus possuem a capacidade de produzir moléculas com
atividade contra patdégenos e contra micro-organismos competidores, gerando vantagem
seletiva. As moléculas antimicrobianas podem ser peptideos sintetizados pelos ribossomos
(bacteriocinas), peptideos antimicrobianos, sintetizados sem a participagdo de ribossomos
(NRPs) e policetideos (PKs), assim como antimicrobianos incomuns e outros metabolitos
secundarios (ABRIOUEL et al., 2011; LOPES et al., 2017).

Algumas espécies de Bacillus também demonstraram a capacidade de produzir enzimas

que hidrolisam ou modificam a estrutura quimica das moléculas autoindutoras, responsaveis
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pelo controle de expressao génica de fatores de viruléncia de patdgenos bacterianos, ou seja,
controlam efetivamente a viruléncia regulado por qguorum sensing (CHEN et al., 2013).

Bacillus ¢ o género mais abundante na rizosfera e a atividade de promogao de
crescimento das plantas de algumas cepas ¢ conhecida, resultando em um amplo conhecimento
dos mecanismos envolvidos. Os mecanismos podem ser diretos ou indiretos. Entre os
mecanismos diretos estdo a sintese de hormonios, por exemplo 3-acido indol acético (AIA),
giberelinas, citocinas e espermidinas, compostos organicos volateis (COVs), como acetoina,
2,3-butanodiol, albuterol e 1,3-propanodiol, que regulam o metabolismo de fitohormonios,
suprimento de nutrientes por meio de processos como a solubilizagdo de nutrientes
(biofertilizag@o) e inibicdo de senescéncia, com a producdo e secre¢do de 1-aminocilopropano-
1-carboxilato desanimase (ACC) que inibe a sintese de etileno (ARKHIPOVA et al., 2005;
HASSAN, 2017; RADHAKRISHNAN et al., 2016; RATH et al., 2018; TAHIR et al., 2017).
Entre os mecanismos indiretos estdo a indugao de resisténcia sist€émica e inibi¢ao de patogenos,
produc¢do de enzimas hidroliticas e produgao de cianeto de hidrogénio, e regulacdo da expressao
de genes responsivos da planta ao estresse abiotico (XIE et al., 2014; YOUSAF et al., 2017,
ZHAOQO et al., 2011).

Portanto, cepas de bactérias do género Bacillus e seus produtos, podem ser usadas
juntamente com outras praticas de manejo de culturas de maneira promissora, podendo ser
aplicadas de forma racional e como alternativa segura em relacdo aos produtos quimicos

sintéticos.

Bacillus toyonensis

Bacillus toyonensis ¢ uma espécie descrita recentemente. O primeiro estudo foi
realizado pelos pesquisadores Jiménez et al. (2013), usando a cepa BCT-7112T que ¢ aplicada
como probidtico em nutricdo animal. Esta cepa foi primeiramente identificada como Bacillus
cereus var toyoi, sendo usada como ingrediente ativo da preparacao de Toyocerin (Rubinum®).
Porém, estudos anteriores indicaram que a cepa poderia representar uma espécie diferente do
grupo de B. cereus. Uma abordagem polifasica foi feita para determinar o status taxonomico e
reclassificou a cepa como B. foyonensis (JIMENEZ et al., 2013a, 2013b).

Costa et al. (2012) isolaram uma bactéria endofitica do feijoeiro (BAC 3151), que foi
identificada inicialmente com base na analise da sequéncia do gene do rRNA 16S como B.
thuringienesis. Posteriormente, o genoma desta cepa foi sequenciada e apresentou 99,49 % de

identidade com o genoma de B. toyonensis BCT7112T, o que levou a classificacdo da cepa
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BAC 3151 como B. toyonensis (LOPES et al., 2017). Foi constatado que a cepa BAC 3151
apresenta genes para biossintese de antimicrobianos, agrupamentos génicos de bacteriocinas,
genes de biossintese de peptideos ndo ribossomicos, de N-acil homoserina lactanase e de
quitinases. Alguns desses genes foram localizados em plasmideos que ndo foram
profundamente explorados.

Bacillus toyomnensis tem potencial para produzir vérios antimicrobianos, sendo
importante para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de doencgas microbianas da
cultura do feijoeiro. Além de ser um micro-organismo endofitico que pode estar relacionado

com a promogao de crescimento vegetal.
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Capitulo 1: O plasmideo pBt52 da bactéria endofitica do feijoeiro comum Bacillus
toyonensis BAC 3151 transporta gene que codifica bacteriocina Columbicina A e gene que

confere resisténcia a teicoplanina

RESUMO

Bacillus toyonensis BAC3151 ¢ uma bactéria endofitica, Gram-positiva, isolada das
folhas do feijoeiro comum. A andlise do genoma desta bactéria demonstrou a presenca de
plasmideos, que ainda ndo foram completamente caracterizados. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi analisar os genes presentes em um plasmideo nomeado pBt52 de B. toyonensis
BAC 3151. O plasmideo pBt52 possui 52.150 pb, 54 ORFs, 30 % de contetido GC e densidade
génica proxima de 1. Foram identificados ORFs relacionadas ao sistema de manuten¢do do
plasmideo, sistema de conjugacdo e um sistema de secre¢dao do tipo 4 (T4SS) que difere de
outros sistemas T4SS de bactérias Gram-positivas. Além disso, o plasmideo pBt52 carrega um
gene que codifica a bacteriocina Columbicina A, que pertence a uma classe de antimicrobianos
que tem um espectro de agdo contra bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas;
um gene que codifica a proteina VanZ que confere resisténcia ao antibidtico teicoplanina, que
inibe a sintese da parede celular de bactérias Gram-positivas; elementos transponiveis de
diferentes familias, que ndo foram detectados no cromossomo de B. foyonensis BAC3151.
Essas sequéncias podem ser importantes para a coloniza¢dao do feijoeiro e a competicdo com
outras bactérias.

Palavras-chaves: Caracterizacao, antimicrobiano, resisténcia a antibidtico e transposases.

Introducio

Bacillus toyonensis ¢ uma bactéria anaerobica facultativa, em forma de bastonete,
Gram-positiva e formadora de esporos em diferentes condi¢cdes ambientais € nutricionais
(CHECINSKA et al., 2015). E uma espécie descrita recentemente, onde o primeiro estudo foi
realizado pelos pesquisadores Jiménez et al. (2013), usando a cepa BCT-7112T como
probidtico em nutricdo animal. Essa cepa de B. toyonensis foi identificada inicialmente como
Bacillus cereus var toyoi, e por meio de uma abordagem polifasica foi possivel determinar o
status taxondmico, e reclassifica-la como Bacillus toyonensis.

Costa et al. (2012) isolaram uma bactéria endofitica do feijoeiro (BAC 3151), que foi
identificada, com base na andlise da sequéncia do gene do rRNA 16S, como Bacillus
thuringiensis. Posteriormente, o genoma desta cepa foi sequenciado e apresentou 99,49% de

identidade com o genoma de B. foyonensis (cepa BCT-7112), o que levou a classificagdo da
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cepa BAC 3151 como B. toyonensis. A cepa BAC 3151 apresenta um repertorio genético para
antimicrobianos, como agrupamentos génicos de bacteriocinas, genes de biossintese de
peptideo ndo ribossomicos, de N-acil homoserina lactanase e de quitinases maior do que o
observado em outras cepas de Bacillus, sendo que alguns desses genes estdo localizados em
plasmideos (LOPES et al., 2017).

Os plasmideos sdo replicons extracromossdmicos moveis, que permitem a adaptacio e
evolugdo por meio de variabilidade genética, pois sdo vetores da transferéncia horizontal de
genes entre as bactérias (CARATTOLI, 2013). As modificagdes permitem a plasticidade do
genoma, consequentemente a variacdo entre as bactérias e podem conferir propriedades
adaptativas, como a capacidade de degradacdo de xenobidticos, resisténcia a metais pesados,
resisténcia a antibioticos, viruléncia e produg¢ao de moléculas e metabolitos secundarios com
acdo contra patdgenos de plantas ou animais € micro-organismos competidores (BRADER et
al., 2014; HARDOIM et al., 2015; INDIRAGANDHI et al., 2008). Além dos plasmideos, os
elementos transponiveis, como as sequéncias de insercdo (ISs) e transposon, também sdo
responsaveis pela transferéncia horizontal de genes e organizacdo dos genomas bacterianos
(INDIRAGANDHI et al., 2008) As ISs s@o elementos transponiveis menores € mais nuUmMerosos
presentes no genoma bacteriano e sdo classificados em diferentes familias de acordo com a
sequéncia da transposase, a sequéncia alvo, entre outros (MAHILLON et al., 1998; SIGUIER
et al., 2014).

Entre as moléculas que podem ser codificadas por plasmideos estdo as bacteriocinas,
que sao peptideos sintetizados por ribossomos. As bacteriocinas sdo moléculas usualmente
antagonistas, que inibem ou matam micro-organismos filogeneticamente relacionados, mas
também podem atuar em micro-organismos nao relacionados que compartilham um nicho
microbiano em comum (KLAENHAMMER, 1985; PACHECO-CANO et al., 2014). As
bacteriocinas sdo classificadas de acordo com a estrutura quimica, estabilidade térmica, massa
molecular, sensibilidade enzimatica, presenca de aminoacidos modificados e o modo de agdo
(OGAKI et al., 2015).

Nas ultimas décadas, houve um aumento no relato de bacteriocinas ou substancias
semelhantes a bacteriocinas no género Bacillus, tais como thuricina, cereina, subtilisina A,
tolworthcina 524 e megacina (ABRIOUEL et al., 2011; BIZANI et al., 2002; NORMA et al.,
2013; PACHECO-CANO et al., 2014). Estes peptideos tém um espectro de agdo maior quando
comparado com as bacteriocinas de bactérias Gram-negativas e também tém potencial de uso

diversificado nas industrias alimenticia, como conservantes naturais, farmacéutica, como
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alternativa aos antibidticos convencionais e na agricultura, como bioprotecdo contra
deterioragdo pré e pos colheita de vegetais ou como promotores de crescimento (ABRIOUEL
etal.,2011; BIZANI etal., 2002; NORMA etal., 2013; PACHECO-CANO et al., 2014; STEIN,
2005).

As bactérias podem apresentar diferentes mecanismos de resisténcia a antibidticos que
incluem prote¢do alvo, substituicdo de alvo, desintoxicacao de antibidtico e bloqueio de
acumulo de antibidtico intracelular, e muitas vezes € necessario a aquisi¢do de genes para
aperfeicoar esses mecanismos. A aquisi¢ao de genes pode ocorrer por meio da transferéncia de
genes, em plasmideos conjugativos, elementos transponiveis e sistemas de integrons, que
movimentam esses genes de uma célula bacteriana para outra (CLEWELL, 2006).

No presente estudo, foi realizado um estudo in silico detalhado das propriedades
genéticas do plasmideo pBt52 de B. toyonensis BAC 3151 visando explorar a importancia do

plasmideo para a bactéria.

Material e Métodos
Micro-organismo e condi¢des de crescimento

A cepa B. toyonensis BAC 3151 faz parte da colegao de bactérias endofiticas de folhas
de feijoeiro comum do Laboratério de Genética Molecular de Fungos/BIOAGRO da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). A bactéria foi cultivada em meio agar-triptona-soja
(TSA) 10% (1,5 g/L de triptona, 0,5 g/L de peptona de soja e 1,5 g/l de NaCl, pH 7,3) a 28
°C, com agita¢do de 150 rpm por 24 h (LOPES et al., 2017).
Numero de acesso a sequéncia de nucleotideos

A sequéncia de nucleotideos do plasmideo foi obtida do banco de dados GenBank

(NCBI) sob o nimero de acesso NZ_ LDKD02000003.1
Isolamento e caracterizacao do plasmideo

Extraciao de DNA total

A extracao de DNA total de B. toyonensis BAC 3151 foi feita usando o Kit Wizard®
Genomic DNA Purification da Promega seguindo recomendacdes do fabricante. O DNA total
foi usado para uma reacdo de PCR. Para determinar a presenca do plasmideo foram desenhados
primers, Pep F (CGTGAAAAGATGACCGGTTT) e Pep R
(CGTTTGGTTCCTTCTGGTGT), que amplificam um fragmento de 300 pb da ORF 13. Além
disso, para confirmar a presenca do plasmideo pBt52 e que se tratava de um elemento circular

foram desenhados os primers Ext F (TGGCCTTGTGTGGTCTCATA) e Ext R
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(ACACGCTTGAGGAAGGAGAA) que anelam nas extremidades da sequéncia em diregdes
opostas (Fig. 1). Estes primers produzem um amplicon de 750 pb. As condi¢des de PCR para
ambas as reacdes foram: 94 °C por 4 min, 30 X (94 °C por 30 s, 53 °C por 90 s e 72 °C por 90
s) e 72 °C por 7 min.
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- raR
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Figura 1: Representacdo esquematica das regides de anelamento dos primers utilizados para confirmar a
presenca de um plasmideo circular. (A) Sequéncia linear do plasmideo pBt52, onde linha preta representa a
sequéncia de DNA do plasmideo, as setas azuis representam os primers Pep F (CGTGAAAAGATGACCGGTTT)
ePep R(CGTTTGGTTCCTTCTGGTGT) que se anclam na ORF 13 que codifica uma peptidase ¢ as setas laranjas
representam os primers Ext F (TGGCCTTGTGTGGTCTCATA) e Ext R (ACACGCTTGAGGAAGGAGAA)
que se anelam nas extremidades opostas do plasmideos. (B) Representagdo esquematica da sequéncia circular do
plasmideo e as setas laranjas representa os primers desenhados a partir das extremidades opostas do plasmideo e
as setas azuis os primers se anelando na ORF 13. (C) Representacdo do amplicon de 750 pb das extremidades

opostas do plasmideo com sobreposi¢do de sequéncia confirmando que o plasmideo esté circular e completo.

Eletroforese de campo pulsado (PFGE)

A metodologia empregada foi descrita por Li et al. (2007). Foi usado o aparelho CHED-
DR 1II pulsed-field system (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. O marcador molecular utilizado foi ProMega-Markers® Lambda Ladders (50-
1000 kb). As células da bactéria foram embebidas em agarose e lisadas in situ, sendo entdo

submetidas a PFGE.
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Caracterizacao in silico

O programa ORFinder do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi
utilizado para localizar ORFs (Open Reading Frame) com valor minimo de até 150
nucleotideos na sequéncia de DNA do plasmideo. Em seguida, as ORFs foram anotadas por
meio de BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool protein) contra o banco de sequéncias
non-redundant protein database (nr) presente no NCBI. Foram utilizados como ponto de corte
e-value <107 eidentidade > 30% (ROMBEL et al., 2002; SILVEIRA et al., 2015).

Pesquisas nos bancos de dados COG (Clusters of Orthologous Groups)
(TATUSOV et al., 2000), CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER et al.,
2015), Pfam (Protein families Database) (FINN et al., 2014), SMART (Simple Modular
Architecture Resarch Tool) (LETUNIC et al., 2018), Uniprot (Universal Protein Resource)
(CONSORTIUM, 2018) e TIGRFAMs (HAFT, 2002) foram feitas para examinar ORFs
individuais, com nenhuma fung¢do atribuida quando as sequéncias do plasmideo foram
comparadas ao non-redundant protein database (nr).

O DoriC database foi utilizado para pesquisar a origem de replicagao do plasmideo
pBt52 (LUO et al., 2019).

O software OriTFinder foi utilizado para identificar o sitio da origem de transferéncia
(oriT) do plasmideo, genes de proteinas do sistema de secrec¢do do tipo IV e genes de fatores de
viruléncia (LI et al., 2018). Os genes de biossintese de metabolitos secundarios detectados
foram identificados utilizando os bancos de dados especifico, antiSMASH (BLIN et al., 2017)
¢ BAGEL4 (VAN HEEL et al., 2018).

As sequéncias de inser¢ao (ISs) foram detectadas por comparagdo com sequéncias
presentes no banco de dados do ISFinder. Foi utilizando o BLAST considerando e-value <
107 (SIGUIER, 2006). Com o ISFinder foi possivel identificar a origem, distribui¢do, e o grupo
de familias das Sls, as sequéncias das extremidades dos elementos e as ORFs. As ORFs foram
comparadas com sequéncias presentes no non-redundant protein database (nr) no NCBI por
meio de Blastp (PRUITT et al., 2007). A identificacdo dos transposons foi baseada na deteccao
de sequéncias repetidas ou presencga de repeti¢des invertidas segundo a pipeline desenvolvida
por Kamoun et al. (2013) e pelo software PRAP (Prokaryotic Repeats Annotation Program)
(CHEN et al., 2013).

Analise Filogenética
As andlises filogenéticas foram conduzidas para as sequéncias de aminoacidos

deduzidas codificadas pelas ORF 16 que codifica uma transposase da familia IS6, ORF 33/34
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que codifica duas transposase da familia IS200/IS605, e ORF 52 que codifica a transposase 31
putativa presente no plasmideo pBt52. Essas ORFs foram analisadas filogeneticamente, pois
nao foram encontradas no cromossomo de B. foyonensis BAC3151 e também a fim de avaliar
se essas ORFs sdo conservadas em outras espécies de Bacillus. As ORFs que codificam a
proteina RepB e a bacteriocina Columbicina A também foram analisadas. As sequéncias de
referéncia foram selecionadas a partir dos resultados da analise BLASTp e por buscas no NCBI.
As sequéncias foram alinhadas por Clustal Omega (PARK et al., 2019) e as arvores
filogenéticas foram desenhadas com um método de maxima verossimilhanga, com valor de
bootstrap de 1000, usando o software MEGAI10 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis)(KUMAR et al., 2018).

Antibiograma

A susceptibilidade de B. foyonensis BAC 3151 ao antibidtico teicoplanina foi
determinado pelo método de difusdo em agar. Bacillus toyonensis BAC 3151 foi cultivado em
meio liquido TSA 10 % nas condigdes citadas anteriormente. Uma aliquota de 100 pL foi
inoculada em placa de Petri com meio TSA 10% por spread plate e adicionado um disco do
antibidtico teicoplanina a uma concentracdo de 30 pg/mL. Apds 24 h, foi medido o halo de
inibicdo de crescimento da col6nia com o paquimetro € o valor obtido foi comparado com
valores padrdes para determinar se B. toyonensis BAC 3151 era susceptivel, intermediario ou

resistente ao antibidtico teicoplanina (BAUER et al., 1996; STANDARDS et al., 2018).

Resultados e Discussao

Confirmacio da presenca do plasmideo pBt52 em B. toyonensis BAC 3151

Com o objetivo de confirmar a presenca do plasmideo pBt52 em B. foyonensis BAC
3151 foram desenhados primers para a amplificagdo de parte do gene que codifica uma
peptidase (ORF 13) presente no plasmideo. Além disso, para determinar se a sequéncia do
plasmideo pBt52 descrita por Lopes et al. (2017) estava completa e que se tratava de um
elemento circular, foram desenhados primers em dire¢des opostas nas extremidades da
sequéncia do plasmideo depositada (Fig. 1). Os amplicons de 750 pb e 300 pb obtidos
demonstraram a presenga do plasmideo pBt52 na cepa BAC 3151 e que a sequéncia descrita
por Lopes et al. (2017) representa o plasmideo completo (Fig. 2). Outra técnica também
empregada para a detecgdo do plasmideo pBt52 foi a PFGE, que mostrou que B. toyonensis
BAC3151 possui um elemento extracromossomico de aproximadamente 50 Kb (Fig. 3), que
representa o tamanho aproximado do plasmideo pBt52, que possui 52 150 pb. Os resultados

obtidos comprovam que as duas técnicas sdo eficientes e poderdo ser empregadas futuramente
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com sucesso para a detec¢@o do plasmideo pBt52. Embora a PFGE seja uma técnica mais longa
e trabalhosa, o seu uso possibilita a deteccdo de rearranjos envolvendo o plasmideo, como a
inser¢do ou excisao de elementos transponiveis.

Uma sequéncia apresentando 99,7% de identidade e 89% de cobertura com a sequéncia
de pBt52 foi encontrada em um plasmideo de Bacillus sp. FDAARGOS-235 (nimero de acesso:
CP020436.2), e uma pequena parte dessa sequéncia foi observada também em um plasmideo
da cepa de B. toyonensis BCT-7112, com cobertura de 28% e identidade de 95,16 % (JIMENEZ
et al., 2013a, 2013b) (nimero de acesso: CP006864.1), mas esta sequéncia nao foi observada
em outros genomas de outras cepas de B. toyonensis sequenciadas. A sequéncia encontrada em
B. toyonensis BCT-7112 representa um gene que codifica uma proteina ParM/StbA, que ¢
responsavel pelo processo de parti¢ao do plasmideo. Esse resultado mostra que este plasmideo
pBt52 pode ter sofrido rearranjo e tenha sido incorporado no genoma de outras espécies de
Bacillus e também que parte deste plasmideo vem sendo mantido em plasmideos de B.

toyonensis.
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Figura 2: Comprovacio da presenca do plasmideo pBt52 em B. toyonensis BAC 3151. Foi utilizado um gel
de agarose 1,2 %. (1) Fragmento de 750 pb que comprova que o elemento ¢ circular; (2) Fragmento de 300 pb do

gene que codifica uma peptidase (ORF 13); (M) Marcador molecular GeneRuler™ DNA Ladder 1Kb.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP020436.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=J977RRPH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006864.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=20&RID=J977RRPH015

39

800 Kb

Figura 3: Perfil eletroforético do genoma de B. toyonensis BAC 5131. A eletroforese em campo pulsado foi
operadaa 6 V/cm a 12 °C por 20 h usando o tempo de pulso de 3s a 50 s. Os tridngulos brancos indicam a presenga

do plasmideo. (M) Marcador molecular ProMega-Markers® Lambda Ladders (50-1000 kb).

Caracteristicas gerais do plasmideo pBt52

A sequéncia completa do plasmideo pBt52 foi caracterizada neste estudo. O plasmideo
pBt52 possui 52.150 pb com 54 Open Reading Frame (ORFs), que codificam 20 proteinas
hipotéticas, uma bacteriocina, trés transposases, uma proteina VanZ que confere resisténcia a
teicoplanina e 29 outras ORFs que codificam proteinas relacionadas ao metabolismo ¢ a
proteinas transportadores (Tabela 1). Esse plasmideo possui um contetido G+C de 30% e
densidade génica proxima de 1. O contetdo GC do plasmideo € muito proximo ao conteudo

GC do cromossomo (34,9 %) descrito por Lopes et al. (2017) (Fig. 4).
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Figura 4: Representacio circular do plasmideo pBt52 de B. toyonensis BAC 3151. O circulo interno representa
a inclinagdo GC [(G - C) / (G + C)], com valores positivos em cinza escuro € negativos em cinza claro. O segundo
circulo corresponde ao contettdo G+C, com um valor médio de 30 %, como linha base. O circulo externo representa
os genes previstos nas duas cadeias. Seta laranja: origem de replicag@o; Seta rosa: proteina RepB; setas vermelhas:
genes relacionados aos transposons; setas azuis: genes relacionados as bacteriocinas; setas verdes: genes

relacionados aos transportadores ABC; setas amarelas: demais genes e setas cinzas: proteinas hipotéticas.



Tabela 1: Open Reading Frame (ORFs) presentes no plasmideo pBt52.

ORF Posicao (nt) Possivel Funcio Identidade Cobertura e-value

1 434-661 Proteina Hipotética - - -

2 828-1148 Proteina Hipotética - - -

3 1319-1522 Proteina Hipotética - - -

4 1982-3007 Proteina Hipotética - - -

5 4309-4701 Oxirredutase tiol-dissulfeto 100 % 100 % 7e®
6 4924-6027 D-alanil D-alanina carboxipeptidase 100 % 100 % 0

7 6458-6982 Sinal de peptidase I 100 % 99,43 % le!?!
8 7050-9437 Metaloprotease 100 % 100 % 0

9 9740-10111 Proteina Hipotética - - -
10 10371-11069 Proteina Hipotética - - -
11 11091-12059 Gama-carboxilase 100 % 100 % 0
12 12376-12696 Proteina Hipotética - - -
13 13812-15917 Peptidase 100 % 100% 2,16e113
14 17132-18043 Integrase 100 % 93 % 5¢8
15 18045-18650 Recombinase 100 % 100 % 21
16 18956-19601 Transposase da familia 1IS6 98,19 % 99 % 9¢3
17 19883-20050 Columbicina A 100 % 98 % le
18 20142-22970 Lantipeptideo sintetase tipo 2 LanM 100 % 100 % 0
19 22985-25087 Peptidase 100 % 100 % 0
20 25159-26064 Transportador ABC 100 % 100 % 0
21 26067-26792 Permease de Transportador ABC 100 % 100 % le1o4
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

26808-27506
28061-28252
28463-28648
28648-29505
29910-30242
30236-30559
30572-31735
31719-32372
32401-32622
33001-33459
33493-33660
33755-34153
34165-35277
35985-36569
36621-37040
37068-38234
38910-39470
39549-39725
39925-40473
41122-41448
41856-42782
43381-44250
44275-44835
44854-45174

Transportador ABC
Proteina SpolllE

RNA chaperona Hfq

Proteina Hipotética

Proteina Hipotética

Relaxase
FtsZ/SpolllE
Proteina Hipotética
Regulador transcricional da familia XRE
Proteina com dominio DUF559
Proteina de ligacdo ao DNA

Transposase da familia IS200/IS605
Transposase da familia [S200/IS605

Proteina Hipotética

Proteina Hipotética

Proteina da familia ParM/StbA
Regulador transcricional da familia XRE
D-alanil D-alanina carboxipeptidase
Proteina da familia VanZ
Proteina Hipotética
Sitio-especifico de integrase
Peptidase
Proteina Hipotética

Proteina Hipotética

100 %
98,41 %
100 %

100 %
100 %

100 %
100 %
100 %
100 %
100 %

100 %
100 %
100 %
100 %

100 %
100 %

100 %
98 %
98 %

37,4 %
100 %

98 %
100 %
100 %
100 %
100 %

100 %
100 %
98 %
100 %

100 %
100 %

Ze—125
26-35

7e-35
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47
48
49
50
51
52

53
54

45200-45496
45626-45907
45978-46184
46627-47229
47299-47619
47980-48864
48865-49098

49099-50278
50279-51490

Proteina Hipotética
Proteina Hipotética
Proteina Hipotética
Proteina Hipotética
Proteina Hipotética
ATPase
Transposase 31

Origem de replicacao
Proteina iniciadora de replicagdo de plasmideo da familia

RepB

100 %
100 %

100%
100 %

95 %
94,8 %

100%
95,75 %
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No plasmideo pBt52 foram detectadas quatro ORFs (ORF 28, ORF 37, ORF 53 e ORF
54) cuja possiveis fungdes previstas foram reconhecidas como responsaveis pela manutengao
do plasmideo e pela conjugacdao. A ORF 53 representa a origem de replicagdo, cuja identidade
foi de 100 % com a sequéncia da origem de replicacdo do plasmideo FDAARGOS 235 de
Bacillus sp. A origem de replicacdo sé foi encontrada devido a similaridade do plasmideo pBt52
com o plasmideo FDAARGOS 235. O plasmideo FDAARGOS 235 possui a sequéncia
completa e através do DoriC database foi possivel determinar a origem de replicagao deste
plasmideo. Posteriormente por meio da sequéncia da origem de replicagdo do plasmideo
FDAARGOS 235 foi feito o BLASTn que mostrou uma similaridade com a sequéncia do
plasmideo pBt52 de B. toyonensis, e assim, foi determinada a origem de replicacao.

A ORF 54 representa o gene RepB que codifica uma proteina iniciadora de replicacao
em circulo rolante (RCR), cuja identidade foi de 100 % e 99,75 % com as sequéncias de
proteinas RepB de multiplas espécies de Bacillus (nimero de acesso:WP_033659126.1) e de
Bacillus cereus (nimero de acesso: EEL36830.1), respectivamente. A proteina RepB atua como
endonuclease, clivando as fitas de DNA em um lugar especifico, na origem de replicagdo, ¢
também possui atividade de transferéncia de cadeia que, simultaneamente com a atividade de
endonuclease, catalisa o processo de finalizago da replicagdo (KHAN, 1997; MACHON et al.,
2015). Plasmideos que utilizam o mecanismo RCR apresentam regides denominadas dso
(double-strand origin), usualmente localizadas upstream da proteina Rep, e estas sdo regides
ricas em AT ou sdo flanqueadas por repetigdes diretas ou estruturas em hairpin, € possuem um
sitio nick, onde ocorre a interagdo de RepB com o DNA, sendo importante para o inicio da
replicagdo (KHAN, 2000).

Embora tenha sido encontrado a ORF que codifica a proteina RepB, a regido dso nao
foi detectada na sequéncia do plasmideo. Uma hipotese ¢ que o sitio nick desse plasmideo seja
diferente dos descritos em outros plasmideos. Entretanto, um sitio nick, foi encontrado na ORF
52, do gene que codifica a transposase 31 putativa, truncada, que esta localizada upstream da
proteina RepB. Futuramente deverd ser analisada se esse sitio nick presente na ORF 52 ¢
funcional e se esse sitio foi domesticado para o processo de replicagdo. O processo de
domesticacdo de elementos transponiveis em procariotos € um processo relativamente raro,
ocorre com maior frequéncia em eucariotos. Um outro aspecto importante em relagdo ao
impacto das ISs no genoma dos procariotos ¢ que existem poucos estudos detalhando a
capacidade do hospedeiro em aproveitar a capacidade ou a propriedade destas ISs para executar

varias fungdes celulares (GILBERT et al., 2013).



45

O plasmideo pBt52 apresenta uma ORF 37 com alta identidade com o gene ParM/StbA
encontrado em Bacillus sp., cuja identidade foi de 100 % e 99,74 % com proteinas da familia
ParM/StbA de multiplas espécies de Bacillus (nimero de acesso: WP _000705231.1) e Bacillus
cereus (nimero de acesso: WP_023441349.1), respectivamente. A parti¢ao de plasmideos € um
processo que assegura que plasmideos de baixo nimero de cdpias sejam transferidos para
células filhas, evitando a perda durante divisdo celular. O mecanismo de parti¢do ocorre com o
movimento direcional dos plasmideos e sdo dependentes de um complexo de nucleoproteinas,
que segrega o plasmideo ativamente, a partir de uma ATPase (ParM), também conhecida como
StbA e de uma proteina (ParR) de ligacdo a uma regido de nucleagdo (parC)(JENSEN et al.,
2002). Nao foram encontradas sequéncias com identidade ao gene que codifica ParR e nem a
regido de nucleacdo parC. Ha duas possibilidades, ou essas sequéncias diferem muito das
sequéncias ja descritas ou o plasmideo pBt52 ndo possui um sistema de parti¢cao funcional. A
proteina ParM ¢ um homologo bacteriano de actina, que polimeriza em filamentos semelhantes
a F-actina e desempenha papel crucial na particdo do plasmideo (JIANG et al., 2016; VAN
DEN ENT et al., 2002).

A ORF 28 apresenta identidade com o gene FtsZ/SpollIE que codifica uma translocase.
Esta translocase putativa pode estar envolvida com o processo de conjugacgdo. A identidade da
proteina codificada pela ORF 28 foi de 99,74 % e 98,19 % com a proteina FtsZ DNA translocase
de multiplas espécies de Bacillus (nimero de acesso: WP _090863527.1) e de Bacillus
toyonensis (nimero de acesso: WP_098059184.1), respectivamente. A proteina FtsZ possui
dois dominios, o N-terminal que estd envolvido na divisao celular e o C-terminal que € essencial
para o processo de segregacdo cromossdmica. Ja a proteina SpolllE ¢ responsavel pelo processo
de exportagdo de DNA, atuando com uma bomba de dsDNA para transferir DNA da célula mae
para o esporo durante a esporulacdao (BISSON-FILHO et al., 2015; JIANG et al., 2016; SHARP
et al., 1999). Estudos mostram que essas translocases de DNA podem estar envolvidas no
movimento do DNA e, portanto, podem desempenhar um papel semelhante ao das proteinas de
acoplamento em outros sistemas de conjuga¢do como, por exemplo, o plasmideo pXO16 de
Bacillus thurigiensis serovar israelensis, sendo um mecanismo de conjugag¢dao bem distante
daqueles que empregam sistemas T4SS (sistema de secrecao do tipo 1V) de bactérias gram-
positivas (MAKART et al., 2018). A ORF 28 foi analisada pela pipeline OriTFinder e foi
caracterizada como sendo um gene semelhante ao que codifica a proteina do sistema de
secre¢ao do tipo I'V. O plasmideo pBt52 também possui uma ORF 27 que codifica uma proteina
relaxase, que esta proxima a esta translocase. O mecanismo de conjugacao de bactérias gram-

negativas ¢ bastante conservado e depende de um sistema de secrec¢do do tipo IV, que €
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composto por uma relaxase e uma regido oriT. Entretanto acredita-se que o sistema de
conjugacdo em bactérias gram-positivas seja composto por estruturas mais simples, porém
semelhantes ao T4SS, devido a auséncia de pilus conjugativos e a diferenca na composicao da
parede celular (MECSAS et al., 2016). Futuramente devera ser analisada a transferéncia do
plasmideo pBt52 por meio de conjugacdo. Somente depois desse experimento, serd
comprovado se essa ORF 28 faz parte do sistema de conjugacao e se essa proteina ¢ funcional

e essencial para desempenhar o papel de transferéncia.

Genes de bacteriocinas

Os genes relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios detectados no plasmideo
pBt52 (ORF 17 e ORF 18) codificam uma bacteriocina lanpeptideo tipo A2 e uma lantipeptideo
sintetase tipo 2 LanM. A bacteriocina apresentou identidade de 100% e 98,18% com
lanpeptideo do tipo A2 de multiplas espécies de Bacillus (nimero de acesso: WP_000447118.1)
e Bacillus cereus (nimero de acesso: WP _016101383.1), respectivamente. Por meio da analise
nos bancos de dados especificos, antiSMASH e BAGEL4, foi possivel determinar a
bacteriocina como sendo Columbicina A. Entretanto, esse resultado difere do apresentado por
Lopes et al. (2017), que classificaram a bacteriocina codificada pela ORF 17 como sendo uma
thuricina, mas por meio do alinhamento de diversas sequéncias de thuricina de espécies de
Bacillus foi observado que nao houve alinhamento com a sequéncia da bacteriocina de B.
toyonensis, confirmando que o resultado obtido aqui esta correto. Essa classificagdo erronea
deve ter acontecido devido a falta de informacdes em banco de dados em relagdo as
bacteriocinas de bactérias Gram-positivas.

Columbicina ¢ um lantibiotico da classe I tipo A. Os lantibidticos apresentam
aminoacidos incomuns em suas estruturas, incluindo lantionina, metil-lantionina,
didehidrobutirina e didehidroalanina (KLAENHAMMER, 1985; PARADA et al., 2007).
Bacteriocinas dessa classe sdo traduzidas em moléculas precursoras (pro-peptideo) que sofrem
modificagdes pos traducionais, gerando assim os produtos finais. As bacteriocinas de classe |
sdo pequenas, tendo massa molecular tipicamente menores que 10 kDa e as do tipo A sdo
hidrofobicas, flexiveis, formadoras de poros na membrana, catidonicas e comumente policiclicas
e alongadas. As cargas positivas dentro dos lantibidticos auxiliam na formagdo de poros,
especificamente durante a interacao inicial e inser¢do em uma membrana anidnica (OGAKI, et
al., 2015; SAHL, et al., 1995). A Columbicina A de B. toyonensis BAC 3151 tem uma massa
molecular de aproximadamente 6,2 kDa, possui na sua sequéncia de aminoacidos dois residuos
de didehidrobutirina e o peptideo-lider ¢ constituido pelos 21 primeiros aminodcidos,

METEKYLQVVEDEELEQLVGG-AGPGWVETLTKDCPGACVIIMGQKICKKCY.
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Os lantibioticos da classe I tipo A podem ser divididos em subgrupos Al e A2, de acordo
com as enzimas envolvidas na maturagdo da molécula do lantibidtico. A ORF 18 que codifica
uma enzima de modificacdo, sintetase LanM, pode ser responsavel pelas reagdes de
desidratacgdo e ciclizagdo necessarias para formar lantionina, metil-lantionina, didehidrobutirina
e didehidroalanina. A Columbicina pertence entdo ao subgrupo A2. Além disso, outros
resultados que apoiam esta conclusdo, ¢ a presenca de duas ORFs que codificam uma peptidase
(ORF 19) e um transportador ABC (ORF 20), que possivelmente atuam no processo de
exportagdo da bacteriocina (ASADUZZAMAN et al., 2009).

Os resultados obtidos indicam a sintese da bacteriocina Columbicina A por B.
toyonensis BAC 3151 e a sua possivel participagdo na atividade antimicrobiana detectada nesta
bactéria (LOPES et al.,2017). Essa bacteriocina esta presente também em outras cepas de B.
toyonensis € ¢ comum em espécies de Bacillus. Além disso, os genes envolvidos na sua
biossintese também ja foram encontrados em plasmideos de outras cepas de B. toyonensis e em
bactérias da espécie Enterococcus (CONSORTIUM, 2018).

Sequéncias de inser¢ao

As sequéncias de inser¢do (ISs) sdo elementos movéis, pequenos, geralmente de
tamanho de 2 kb. A maioria destes elementos codifica apenas as fungdes necessarias para a sua
mobilidade/transposi¢do, que sdo transposases codificadas por uma ou duas ORFs. A
transposi¢do requer sequéncias repetidas presentes nas extremidades das transposases € o sitio
alvo (MAHILLON et al., 1998; SIGUIER et al., 2014).

Foram preditas trés ORFs (ORF 16, ORF 33 e ORF 34), que correspondem a uma
transposase da familia IS6 e transposases da familia IS200/IS605. Inicialmente a ORF 52 ndo
teve fungdo atribuida pelo ORFinder, sendo denominada como proteina hipotética. Porém, uma
analise mais refinada usando o banco de dados TIGRFAMs revelou que se tratava de uma
transposase_31 putativa. Para complementar esse resultado, a compara¢do com sequéncias do
banco de dados ISFinder mostrou as sequéncias das extremidades dos elementos e permitiu

classificar a familia das ISs.
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Tabela 2: Sequéncias de inser¢do (ISs) encontradas no plasmideo pBt52.

Comprimento Copias Mecanismo de
ORF Familia IS RD* RI
(pb) presentes transposicio
51 o
16 690 1 IS6 8 pb Replicativo
pb
33/34 398/ 1112 1 1S200/1S605 - - Conservativo
52 234" 1 Transposase 31 - - -

a Repetigdes diretas; *repeti¢cdes invertidas; " proteina truncada

No plasmideo pBt52, a ORF 16 codifica uma transposase comumente relacionada a
sequéncia de inser¢ao da familia IS6, com identidade de 89,19% com sequéncias de Bacillus
cereus (nimero de acesso: WP _000410174.1) e de Bacillus pseudomycoides (nimero de
acesso: WP _098623651.1). A ORF 16 possui 690 pb e faz parte de uma IS que apresenta
repeti¢des invertidas (IRs) longas com 51 pb, cuja a integracdo cria repeti¢des diretas do sitio
alvo (DRs) de 8 pb (GAAAATAG). A transposase apresenta um sitio catalitico, motivo DDE,
composto por trés residuos de carboxilato responsaveis pela coordenacdo dos ions metéalicos
necessarios para a catalise (Fig. 5 A). O mecanismo de transposi¢ao ¢ denominado replicativo,
com forma¢do de um co-integrado e posterior resolu¢cdo por meio de recombinacdo sitio-
especifica (MAHILLON et al., 1998; SIGUIER et al., 2014).

As ORFs 33/34 codificam duas proteinas, TnpA e TnpB, pertencentes a elementos da
familia IS200/IS605, com identidade de 100% e 96,21% com sequéncias de multiplas espécies
de Bacillus (nimero de acesso: WP _000762741.1) e com Bacillus cereus (nimero de acesso:
WP _002204118.1), respectivamente. Os genes TnpA e TnpB possuem 398 pb e 1112 pb. Esse
elemento nao duplica o sitio de inser¢do; as repetigdes invertidas sdo regides subterminais
palindromicas, possuem sitios de ligacdo das transposases (LE e RE) com a sequéncia TAGC.
A transposase apresenta um sitio catalitico, motivo HUH/Y'1, composto por trés aminoécidos,
histidina (H)-residuo hidrofébico volumoso (U)-histidina (H) e ainda um tnico residuo de
tirosina (Y1). Ainda ndo se sabe a fungdao da TnpB, porém ela auxilia na transposicao (Fig. 5
B). O mecanismo de transposicdo ¢ denominado conservativo, onde sdo utilizados
intermediarios de DNA fita simples (HE et al., 2015).

A OREF 52 codifica uma transposase 31 putativa truncada (YhgA4-like), cuja identidade
foi de 100% com uma proteina promotora de recombinac¢do, que ¢ uma nucleasse putativa da
familia Rpn/ transposase de Bacillus cereus (nimero de acesso: WP 078417237.1). A
transposase_31 apresenta dominio fosfodiesterase conservado, PD-(D/E) XK, e este dominio é

pertencente a superfamilia de nucleases Rpn/transposase (Fig. 5 C). Pouco se sabe sobre a
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fun¢do e o mecanismo de transposicdo dos elementos que usam a transposase 31(FEDER et
al., 2005). Kingston et al. (2017) demostraram que a transposase 31 de Escherichia coli tem
relevancia para a mobilidade genética, pois a expressao dessa proteina aumenta a recombinagao
independente de RecA, contribuindo para os eventos de transferéncia horizontal de genes. Por
meio do alinhamento de sequéncias de aminoécidos de transposases 31 de espécies de Bacillus,
foi observado que a regido N-terminal ¢ mais conservada e a regido C-terminal € mais variavel.
Sequéncias de inser¢do truncadas frequentemente sao negligenciadas nas anotagdes, por nao
serem reconhecidas pelos programas e muitas das vezes atribuidas como proteinas hipotéticas,

mas contribuem para a evolugdo e organizagao do genoma.

A
18,?00 19,?00 19,11 00 19’.200 19,7%00 ‘[9,I400 19,|5OO 19,|600 19,I700
| I Transposase da familia IS6 > |
/,’ \ / \
A N \
" GAAAATAG GAAAATAG ™
8 pb 8pb
Comprimento de Comprimento de
repetices diretas repeticoes diretas
geradas na insergao geradas na insercao
em pares de bases em pares de bases
B
33700 33800 33300 34000 34100 34200 34300 34400 34500 34500 34700 34800 34300 35000 35100 35200
TnpA TnpB
Exremidade esquerda(LE) Extremidade direita (RE)
N _cz_arreglz;trédo_ | carregando
aifpin sudtermina harpin subterminal
C

48,850 48,875 48,900 48,925 48,950 48,975 49,000 49,025 49,050 49,075 49,100

Extremidade C-terminal variavel

Figura 5: Organizacio das sequéncias de insercio presente no plasmideo pBt52. (A) Sequéncia de insercio
pertencente a familia IS6, encontrada no plasmideo pBt52. Presenca de duplicagdo diretas do sitio alvo gerados
na insercdo do elemento. IR sdo sequéncias repetidas invertidas encontradas nas extremidades da IS. Seta azul:
gene relacionado a transposase da familia [S6. (B) Sequéncia de insercao da familia IS200/IS605, encontrada
em plasmideo pBt52. LE ¢ a extremidade da esquerda e RE ¢ a extremidade da direita em que ambas carregam
uma regido subterminal que forma um harpin para o processo de transposicao. TnpA e TnpB sdo duas ORFs. (C)
Organizacio da sequéncia que codifica uma transposase 31 truncada. Essa transposase apresenta uma regido

N-terminal conservada com o dominio PD-(D/E)XK e uma regido C-terminal variavel.

As ISs relatadas acima ndo foram encontradas no cromossomo de B. toyonensis BAC

3151. Porém, sdo encontradas nos genomas de outras cepas de B. foyonensis. A presenca de
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diferentes familias de ISs estd relacionada com as mudangas gendmicas que ocorrem por
influéncia do estilo de vida do hospedeiro. As ISs causam efeito de modelagem e rearranjo no
genoma bacteriano, pois podem se inserir upstream de um gene e ativar ou inibir a sua expressao
génica. Além disso, as ISs podem sofrer expansdo macica e perda acompanhada de inativagao
e decaimento do gene, ocasionando numa reducdo do genoma. Isso ocorre preferencialmente
em micro-organismos dependente do hospedeiro ou em micro-organismos que fazem a
transi¢ao da vida livre para a dependéncia do ambiente nutricionalmente rico do hospedeiro,
como o caso de alguns micro-organismos endofiticos (SINGUER et al., 2014).
Analise Filogenética

Todas as transposases, proteina RepB e a Columbicina A foram analisadas
filogeneticamente com base nas sequéncias de aminodcidos. As relagdes filogeneticamente
mostraram que todas as analises foram agrupadas em quase todos os casos proximas de espécies
de Bacillus thuringiensis ou Bacillus cereus. Esse resultado ¢ interessante, pois anteriormente
o Bacillus toyonensis, era identificado como uma dessas duas espécies, ou seja, essas espécies
podem compartilhar genes e possuir um ancestral comum (Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9 e Fig.
10). Além disso, estudos demostraram que dentro do género de Bacillus existem espécies que
sdo intimamente relacionados, como B. cereus, B. thuringiensis, B. antracis € B. mycoides.
Devido a seus habitats, patogenicidade para mamiferos ou insetos, ¢ suas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas e também devido a sintenia entre seus cromossomos € outras
semelhancas gendmicas foi realizada a classificagdo dessas espécies em um Unico tdxon

(JIMENEZ et al., 2013).
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Baciltlus flexus (WP 025911933.1)

Bacillus simplex (WP 072273103.1)
Bacillus wiedmannii (WP 000414909.1)
Bacillus bingmayongensis (WP 017151548.1)
” Bacillus megaterium (RDZ06517.1)
Bacillus endophyticus (WP 061802995.1)

Bacillus muralis (WP 057914672.1)

20

Bacillus filamentosus (WP 063592737.1)
Bacillus pseudomycoides (WP 098623651.1)

Bacillus toyonensis (WP 033666119.1)

o3 | ¥ Bacillus gaemokensis (WP 063177269.1)

Bacillus mycoides (OTY21837.1)

=
&

5 Bacitlus cereus (WP 000410174.1)

—EBctcilIus loiseleurice (WP 049681148.1)
90 Bacilius niacini (WP 045522483.1)

Bacillus halotolerans (PRP61654 1)

Bacillus subtilis (WP 071582499.1)

Bacillus thuringiensis serovar pingluonsis (0TY42027.1)

5 _r Bacillus bingmayongensis (WP 017154523.1)
95 Bacillus anthracis (PGV35076.1)

100

.

0,20
Figura 6: Analise filogenética da transposase codificada em uma sequéncia IS pertencente a familia IS6 presente
no plasmideo pBt52 e transposases de ISs da familia IS6 de outras espécies de Bacillus. A arvore filogenética foi
construida segundo o método de Méaxima Verossimilhanga, o modelo de JTT, uma distribuicdo gama discreta e

utilizado o valor de bootstrap 1000. As analises evolutivas foram conduzidas no programa MEGA X.
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o1 | Bacillus toyonensis (WP 000762741.1)
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Figura 7: Analise filogenética da proteina transposase codificada por Sequéncias de inser¢do da familia
1S200/1S605 presente no plasmideo pBt52 e transposases codificadas por ISs da familia IS200/IS605 de outras
espécies de Bacillus. A arvore foi construida segundo o método de Maxima Verossimilhanga, o modelo de JTT,
uma distribuicdo gama discreta e utilizando o valor de bootstrap de 1000. As analises evolutivas foram conduzidas

no programa MEGA X.
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Figura 8: Analise filogenética da proteina transposase 31 codificada por ISs presente no plasmideo pBt52 e
transposases_31 codificada de outras espécies de Bacillus. A arvore foi construida segundo o método de Maxima
Verossimilhanga, o modelo de JTT, uma distribui¢io gama discreta e utilizando o valor de bootstrap de 1000. As

analises evolutivas foram conduzidas no programa MEGA X.
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Figura 9: Analise filogenética da bacteriocina Columbicina A presente no plasmideo pBt52 ¢ Columbicina A de
outras espécies de Bacillus. A arvore foi construida segundo o método de Maxima Verossimilhanga, o modelo de
JTT, uma distribuicdo gama discreta e utilizando o valor de bootstrap de 1000. As andlises evolutivas foram

conduzidas no programa MEGA X.
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Figura 10: Analise filogenética da proteina RepB presente no plasmideo pBt52 e proteina RepB de outras espécies
de Bacillus. A éarvore foi construida segundo o método de Maxima Verossimilhanga, o modelo de JTT, uma
distribuigdo gama discreta e utilizando o valor de bootstrap de 1000. As analises evolutivas foram conduzidas no

programa MEGA X.
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Gene de resisténcia

O plasmideo pBt52 apresenta uma ORF 40 que codifica uma proteina putativa da familia
VanZ que confere resisténcia a antibiotico glicopeptidico. A funcdo da proteina VanZ ¢
desconhecida, mas pode estar relacionada com a resisténcia a teicoplanina (ALEKSHUN et al.,
2007; ARTHUR et al., 1995). Teicoplanina ¢ um antibidtico de alto peso molecular, seu
espectro de agcdo ¢ muito semelhante ao antibiotico vancomicina, tem a¢do em bactérias gram-
positivas. O antibiotico teicoplanina inibe a sintese da parede celular bacteriana, impedindo a
ligacdo dos constituintes do peptideoglicano, principalmente em sequéncias terminais de D-
Alanina-D-Alanina dos peptideos. A teicoplanina ¢ produzida a partir do Actinomiceto
Actinoplhanes teichomyceticus. A resisténcia a teicoplanina foi descrita em Staphylococcus
aureus € por outras bactérias, onde envolve a incorporagdo de D-lactato na parede da célula em
vez de D-alanina e esta modificacdo impede a ligacdo do glicopeptideo (DIANE et al., 2017;
DEREK et al., 2018).

Entdo para comprovar que a proteina VanZ confere resisténcia ao antibidtico
teicoplanina, foi realizado um teste para determinar a resisténcia. Bacillus toyonensis BAC 3151
apresentou resisténcia ao antibidtico teicoplanina na concentragdo de 30 pg/mL, demonstrando
que possivelmente a proteina VanZ ¢é a responsavel por essa resisténcia (Fig. 11)
(STANDARDS et al., 2018). A realizagdo de novos testes com a cepa curada do plasmideo
devera confirmar se o gene encontrado no plasmideo pBt52 codifica a proteina responséavel pela

resisténcia observada.

Figura 11: Analise da resisténcia de B. toyonensis BAC 3151 ao antibiético teicoplanina. Bacillus toyonensis
BAC 3151 foi inoculado por spread plate em placas contendo meio TSA 10% e em seguida depositado sobre as
bactérias um disco de papel de filtro com uma concentra¢do de 30 pg/mL do antibidtico. Apds 24 h, foi medido o
halo de inibigdo de crescimento e comparado com os valores padrdes. B. toyonensis apresentou um halo que se

enquadra na faixa resistente (STANDARDS et al., 2018).
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Conclusao

Neste estudo, foi caracterizado um plasmideo denominado pBt52 encontrado em B.
toyonensis BAC3151. Este plasmideo apresenta ORFs relacionadas a:  bacteriocinas;
transposases de sequéncias de inser¢do; a resisténcia a antibiotico; aos processos de conjugacao
e de particdo. A importancia dessas sequéncias para a colonizacdo do feijoeiro e a competicdo
com outras bactérias deverd ser determinada futuramente, por meio de mutagénese sitio-

direcionada e cura do plasmideo.
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Capitulo 2: Potencial da bactéria endofitica Bacillus toyonensis BAC 3151 para controle

de fitopatogenos e promocio de crescimento em feijoeiro comum

RESUMO

As lavouras de feijao (Phaseolus vulgaris 1..) no Brasil sdo afetadas por doengas
fingicas como a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), a murcha-de-fusario, (Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli) e o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum). O controle biologico ¢
uma promessa para 0 manejo sustentdvel e ambientalmente correto de doengas. Como micro-
organismos endofiticos podem beneficiar as plantas que eles colonizam, foi analisado o
potencial da bactéria endofitica Bacillus toyonensis BAC 3151 para o controle de fitopatdogenos
(C. lindemuthianum, F. oxysporum f. sp. phaseoli e S. sclerotiorum) e promocao de crescimento
vegetal. O B. toyonensis BAC3151 reduziu 95,2 %, 24,2 % e 8,2 % do crescimento micelial in
vivo de
S. sclerotiorum, C. lindemuthianum e F. oxysporum f. sp. phaseoli, respectivamente. Além
disso, 87,5 % da severidade da doenca mofo-branco foi reduzida in vivo. Bacillus toyonensis
BAC 3151 também mostrou relevantes caracteristicas de promogao de crescimento, incluindo
a fixacdo de nitrogénio, a producao de compostos organicos volateis, a producao de quitinase,
protease e amilase, bem como aumento expressivo de 31,5 % do comprimento e de 33,6 % da
massa seca das raizes do feijoeiro comum. Esses resultados demonstram que o B. toyonensis
BAC 3151 tem potencial para ser usado como agente de biocontrole e promotor de crescimento
em feijoeiro comum.

Palavras-chave: Bactéria endofitica, promocao de crescimento vegetal e controle bioldgico

Introducio

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), ¢ uma planta originaria do continente
americano ¢ tem dois centros principais de domesticagdo: o mesoamericano ¢ o andino.
Pertencente a familia Fabaceae e inclui cerca de 600 géneros e 13 mil espécies
(SCHOONHOVEN E VOYSEST, 1991). O género Phaseolus contém 150 a 200 espécies de
plantas, muitas das quais s3o cultivadas como alimentos ou at¢é mesmo como plantas
ornamentais. A espécie P. vulgaris ¢ a mais importante do género Phaseolus e apresenta uma
ampla variabilidade tanto em termos de formas silvestres quando cultivadas (GAITAN-SOLIS
et al., 2002).

O feijao representa 1% da produg¢dao mundial de graos, que foi no ano de 2018 de 18,9
milhdes de toneladas (FAO, 2018). O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial, quando se

trata de feijao de um modo geral, perdendo apenas para a india e Myanmar (FAOSTAT, 2018).
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J& em relacdo ao feijoeiro-comum (P. vulgaris), o Brasil é o maior produtor € consumidor, com
uma produgao de 3,2 milhdes de toneladas ao ano e uma produtividade em torno de 1500 kg/ha
(FAOSTAT, 2018). O feijao ¢ uma leguminosa de grao importante para o consumo humano em
todo o mundo, devido ao alto teor de proteinas, fibras, carboidratos complexos, vitaminas do
complexo B, minerais e baixo teor de lipideos e sddio, sendo considerado um alimento essencial
na dieta (BROUGHTON et al., 2003). O cultivo do feijoeiro ¢ uma atividade agricola de grande
importancia econdmica, social e nutricional, e esta sujeita a grandes riscos, entre os quais estao
as doengas e pragas, que sdo responsaveis pelas perdas das lavouras. Algumas doengas incluem
a antracnose, causada por Colletotricum lindemuthianum, a murcha-de-fusario, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e o mofo-branco, causada por Sclerotinia sclerotiorum
(SARTORATO et al., 1994).

Na busca de elevacao dos niveis atuais de produtividade e reducdo dos custos de
produgdo tem crescido o interesse em pesquisas que explorem o potencial tecnologico de micro-
organismos que possam integrar o manejo da cultura e ainda trazer beneficios a cultura e ao
meio ambiente, com nenhum ou baixo impacto ambiental, promog¢ao de crescimento vegetal,
controle de micro-organismos patogénicos € nematoides, além de seguranga no manuseio €
integracao destes micro-organismos na cultura do feijao (WANG et al., 2010). Por causa disso,
os micro-organismos endofiticos tem sido estudados visando a integragdo destes ao manejo de
culturas de importancia econdmica, como agentes de biocontrole de segunda gera¢do por
apresentarem multiplos papéis (OROZCO-MOSQUEDA et al., 2018).

Micro-organismos endofiticos sdo todos aqueles capazes de colonizar, em alguma fase
do seu ciclo de vida, tecidos vegetais internos, sem causar danos aparentes as plantas
hospedeiras e sem formar estruturas externas visiveis (HALLMANN et al., 1997). Espécies
vegetais agricolas, como por exemplo o feijoeiro, sdo colonizados por bactérias e fungos
endofiticos (COSTA et al., 2012; GONZAGA et al., 2015).

A co-evolugdo a longo prazo de plantas e micro-organismos endofiticos sucedeu em um
ecossistema particular, onde os micro-organismos se adaptaram para sobreviver em um
ambiente rico em compostos biologicamente ativos recebendo nutrientes e prote¢ao da planta
hospedeira. Além disso, estes ajudam as plantas hospedeiras a se adaptarem e sobreviverem em
condig¢des de estresse biodtico e abidtico, como, por exemplo, conferindo tolerancia as infecgoes,
as elevadas temperaturas, a salinidade, aos contaminantes (metais pesados) e até resisténcias as
pragas e doengas, por meio da producdo de metabolitos secundarios, enzimas e antibioticos,
competi¢ao pelo espago e nutrientes e/ou pela modulacao de resposta de resisténcia das plantas

(HARDOIM et al., 2015; INDIRAGANDHI et al., 2008; RYAN et al., 2008; SANTOYO et al.,
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2016; WANG et al., 2000; YAISH et al., 2015).

Os micro-organismos endofiticos podem acelerar o desenvolvimento de plantulas,
promover o crescimento das plantas, produzindo uma série de metabolitos que facilitam a
absorc¢do primadria e secundaria de nutrientes, por meio da fixagdo de nitrogénio atmosférico,
formagao de sideroforos e a solubilizacdo de minerais na rizosfera (GOTHWAL et al., 2008;
IQBAL etal., 2010; KANG et al., 2009; WANG et al., 1993). Os micro-organismos endofiticos
também podem fornecer as raizes, hormonios como auxina, citocinina e giberelina (BHORE et
al., 2010; KANG et al., 2009). Muitos micro-organismos endofiticos possuem a capacidade de
degradagdo de xenobioticos. Além disso, alguns micro-organismos endofiticos t€m resisténcia
a metais pesados/antimicrobianos e degradam orgéanicos provavelmente decorrente da sua
exposicao a diversos compostos no nicho da planta/solo (RYAN et al., 2008). Diante desse rico
arsenal de metabolitos envolvidos na defesa, bem como na interagdo com a planta, alguns
compostos podem também desempenhar um papel de processos de sinalizagdo, gquorum
sensing, intraespécies e interespécies (BRADER et al., 2014).

Bacillus ¢ o género mais abundante na rizosfera e a atividade de promogao de
crescimento das plantas por algumas cepas ja ¢ conhecida, resultando no conhecimento dos
mecanismos envolvidos. Os mecanismos podem ser diretos ou indiretos. Entre os mecanismos
diretos estdo a sintese de hormonios, compostos organicos volateis, que regulam o metabolismo
de fito-hormonios, suprimento de nutrientes por meio de processos como a solubilizagdo de
nutrientes (biofertilizacdo) e inibicao de senescéncia (HASSAN, 2017; YOUSAF et al., 2017;
ZHAOQ et al., 2011). Entre os mecanismos indiretos estdo a indugdo de resisténcia sistémica e
inibicdo de patdgenos; bactérias do género Bacillus também podem regular a expressdo de
genes responsivos da planta ao estresse abiotico (RATH et al., 2018; TAHIR et al., 2017).

Bacillus toyonensis ¢ uma bactéria anaerobica facultativa, em forma de bastonete, gram-
positiva e formadora de esporos em diferentes condi¢des ambientais e nutricionais
(CHECINSKA et al., 2015). Inicialmente as cepas de B. toyonensis foram classificadas como
B. cereus, ap0s a andlise das sequéncias dos genomas e o emprego da taxonomia polifésica foi
constatado que se tratava de uma nova espécie que foi nomeada B. toyonensis (JIMENEZ et al.,
2013). Costa et al. (2012) isolaram a cepa B. toyonensis BAC 3151 endofitica do feijoeiro, que
foi identificada inicialmente como Bacillus thuringiensis. Posteriormente, o genoma desta cepa
foi sequenciado e apresentou 99,49% de identidade com o genoma de B. toyonensis descrito
por Jiménez et al. (2013), o que levou a classificacdo da cepa BAC 3151 como B. foyonensis.
A cepa BAC 3151 apresenta um repertorio genético para antimicrobianos, como agrupamentos

génicos relacionados a bacteriocinas, genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese
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de peptideo ndo ribossdmicos, N-acil homoserina lactanase e quitinases maior quando
comparada com outras cepas de Bacillus (LOPES et al., 2017).

Neste estudo, foi avaliado o potencial de B. toyonensis BAC 3151, endofitico do
feijoeiro, no controle de doencas fungicas do feijoeiro e também foram avaliados os
mecanismos diretos e indiretos que contribuem para a promog¢ao de crescimento do feijoeiro

comuim.

Material e Métodos

Micro-organismos e condi¢oes de crescimento

A cepa B. toyonensis BAC 3151 faz parte da colegdo de bactérias endofiticas de folhas
de feijoeiro comum do Laboratorio de Genética Molecular de Fungos/BIOAGRO da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). A bactéria foi cultivada em meio agar-triptona-soja
(TSA) 10% (1,5 g/L de triptona, 0,5 g/L de peptona de sojae 1,5 g/L de NaCl, pH 7,3) a 28 °C,
com agitagdao de 150 rpm por 24 h (LOPES et al., 2017).

O fungo C. lindemuthinum foi cultivado em meio dextrose-batata-dgar (BDA) e
incubado em BOD durante 10 dias a 22 °C, sob fotoperiodo de 12 h. Posteriormente discos de
micélio do fungo C. lindemuthianum foram transferidos para vagens de feijao esterilizados e
incubados nas mesmas condigdes, para que o fungo esporulasse. O fungo F. oxysporum f. sp.
phaseoli foi cultivado em meio BDA e incubado em BOD durante 14 dias a 25 °C, sob
fotoperiodo de 12 h. O fungo S. sclerotiorum foi cultivado em meio BDA e incubado em BOD

durante 7 dias a 24 °C, sob fotoperiodo de 12 h.
Ensaio para a caracterizacio do potencial antifungico

Analise in vitro

Uma aliquota de 100 pL com uma densidade optica (D. O) de 0,5 de uma cultura de B.
toyonensis BAC 3151 foi espalhada sobre discos de papel celofane depositados em placas de
Petri com meio BDA e as placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. Apos esse periodo, o papel
celofane foi retirado e entdo foi depositado no centro da placa de Petri um disco de 2 mm de
micélio fingico. Posteriormente as placas foram incubadas em BOD nas condi¢des apropriadas
para cada fungo. Como controle foi realizado a inoculagao de um disco de micélio fingico em
placa com meio BDA, sem a inoculagdo prévia da bactéria. O didmetro da colonia fingica foi
medido apds sete dias de crescimento para examinar a atividade de antagonismo do B.
toyonensis BAC 3151.

A porcentagem de inibi¢@o do crescimento fungico foi calculada pela seguinte formula:

IC=[(C-T) / (C)] x 100%
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Onde C ¢ o didametro da coldnia do fungo no controle (sem inoculagdo prévia da bactéria) e 7 ¢
o diametro do crescimento micelial do tratamento (inoculacao prévia da bactéria).

Os valores foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Trés repeti¢des foram feitas
para os trés fitopatogenos.

Analise in vivo

Sementes de feijao (P. vulgaris L.) das cultivares Pérola, Manteigdo Fosco 11 e BRS
Estilo foram fornecidas pelo Professor José Eustaquio de Souza Carneiro do Departamento de
Fitotecnia da UFV. As sementes das cultivares Manteigdo Fosco 11 (resistente a murcha-de-
fusario) e BRS Estilo (suscetivel a murcha-de-fusério) foram utilizadas na analise de supressao
da doenc¢a murcha-de-fusario, enquanto sementes do cultivar Pérola (resistente a murcha-de-
fusario) foram utilizadas para analise da supressdo das doengas mofo-branco e antracnose
(YOKOYAMA et al., 1999; PEREIRA et al., 2011; MELO et al., 2010).

As sementes foram desinfestadas superficialmente por imersdo em solucdo de 2,5 %
de hipoclorito de sddio por 5 min e subsequentemente lavadas trés vezes com dgua destilada
estéril por agitacdo (5 min cada). As sementes desinfestadas foram colocadas em um disco de
papel filtro, umedecido com agua destilada em uma placa de Petri selada e germinadas no
escuro a 25 °C. Apos 96 horas, foram selecionadas as sementes que germinaram
uniformemente.

As sementes foram colocadas por 10 min em tubos contendo 1 mL de cultura bacteriana
de B. toyonensis BAC 3151 crescida em meio TSA 10% e o controle foi constituido de sementes
colocadas em tubos contendo 1 mL de 4gua destilada estéril por 20 min. Estas sementes foram
semeadas em vasos de 500 mL contendo substrato para hortaligas Topstrato® nao esterilizado.
Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticoes e parcela de um vaso com uma planta. Apds o desenvolvimento das sementes, as

plantas foram cultivadas em casa de vegetacao, sob irrigacao por 10 dias (BOTTA etal., 2013).

Avaliacio da supressao da antracnose

O fungo C. lindemuthianum foi cultivado em vagens de feijao por 10 dias. Nos tubos
contendo as vagens com fungo foram adicionados 3 mL de agua destilada para preparar a
suspensdo de esporos. Com auxilio da camara de Neubauer foi realizada a contagem dos
conidios e preparada uma suspensdo com concentragio de 1x10° conidios mL™'. Para a
inoculagdo do fungo nas plantas utilizou-se a metodologia de aspersao de suspensao aquosa de

conidios. Plantas da cultivar Pérola com 10 dias de idade receberam a suspensao de esporos na
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parte aérea. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas por 12 h em camara de inoculagao
na auséncia de luz (escuro) e em seguida distribuidas totalmente ao acaso (DIC) em bancadas
em casa de vegetacao.

Foram definidos dois tratamentos, o tratamento um foi constituido de plantas
previamente tratadas apenas com B. foyonensis BAC 3151 como descrito anteriormente € o
tratamento dois foi constituido de plantas tratadas com B. toyonensis BAC3151 e com a
suspensao de conidios. Os controles do experimento foram plantas tratadas com agua (negativo)
e plantas apenas inoculadas com suspensao de conidios (positivo).

A severidade da doenga foi avaliada 5 dias apds da inoculagdao do patégeno, em duas
folhas por planta, pela quantificagao da area foliar lesionado por meio do programa Quant V.1.0
(VALE et al., 2001). A severidade da doencga foi expressa em percentagem de area lesionada.
A protecao foi calculada como reducao da severidade da doenga e expressa como percentagem
em relagdo ao controle (MORAES et al., 1976).

Os valores foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5 % de probabilidade de erro.

Avaliacao da supressio da murcha-de-fusario

O fungo F. oxysporum f. sp. phaseoli (FOP) foi cultivado em meio BDA ¢ incubado em
BOD durante 14 dias a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h. Foi preparada uma suspensio de
conidios a uma concentragio de 1x10° conidios mL!, incluindo macro e microconidios
(PASTOR-CORRALES E ABAWI, 1987).

Para a inoculacdo do fungo nas plantas utilizou-se a metodologia de imersdo de raizes
em suspensao de conidios. As plantas no estagio V2 (folha priméria completamente expandida)
foram retiradas dos vasos, suas raizes foram lavadas e 1/3 do comprimento das raizes foi
cortado. Imediatamente apds o corte, as raizes foram imersas na suspensdo de macro e
microconidios durante 5 min. Apds este procedimento, as plantas foram transplantadas para
vasos plasticos contendo 500 mL de substrato Topstrato® e mantidas em casa de vegetagao,
sob irrigacdo (PASTOR-CORRALES E ABAWI, 1987).

Foram definidos dois tratamentos, no tratamento um as plantas foram previamente
tratadas apenas com B. toyonensis BAC 3151 como descrito anteriormente e no tratamento dois,
as plantas foram tratadas com B. toyonensis BAC 3151 e inoculadas com FOP. Os controles
do experimento foram plantas tratadas com agua (negativo) e plantas apenas inoculadas com
FOP (positivo), distribuidas totalmente ao acaso (DIC) em bancadas em casa de vegetacao.

A avaliacdo da reagdo das plantas a murcha-de-fusario foi realizada utilizando a escala

de notas da severidade da doenca (PASTOR-CORRALES E ABAWI, 1987), que se baseia,
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principalmente, na intensidade de murcha da parte aérea. Por esta escala, 1= nenhum sintoma
visivel; 3=de 1 % a 10 % de folhas sintomadticas (folhas com murcha suave e clorose); 5= 11
% a 25 % de folhas sintomaticas (folhas com murcha moderada e clorose); 7= 26 % a 50 % de
folhas sintomaticas (folhas com murcha severa e clorose) e 9 = planta morta ou severamente
infectada. Para determinar a severidade da doenca e a incidéncia da doenga as avaliagdes foram
realizadas 20 dias ap0s a inoculagao (DAI).

Com os dados dos sintomas foi calculado indice de doenga (ID) pela seguinte formula:
indice de severidade da doenca (%) =[Y (escore x namero de plantas com o mesmo escore) /
(nimero maximo de escore da escala x nimero total de plantas avaliadas) x 100 (McKINNEY,
1923).

A area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) foi obtida segundo Shaner e

Finney (1977), utilizando as trés avaliagdes, conforme se segue:
Yit1tY;
AACPD= B, | (B (13, — T

Yi = severidade da murcha-de-fusario na i-ésima observacao,
Ti = tempo (dias ap6s inoculagdo) na i-€sima observacao e
n = numero total de avaliagoes.
Os valores foram submetidos a analise ANOVA e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade de erro.

Avaliacio da supressio do mofo-branco

Para inocula¢do do fungo nas plantas utilizou-se a metodologia da inoculagdo de disco
de micélio (5 mm de diametro). Discos de micélio foram inoculados e pressionados suavemente
nas folhas primarias de feijoeiros com 10 dias de idade, deixando o disco de micélio em contato
com a veia principal da folha. As plantas inoculadas foram distribuidas ao acaso (DIC) e
mantidas em uma camara de crescimento durante 7 dias (FREIRE FAGUNDES-NACARATH
et al., 2018).

Foram definidos dois tratamentos: no tratamento um as plantas foram previamente
tratadas apenas com B. toyonensis BAC 3151, como descrito anteriormente, e discos de BDA
sem micélio e o tratamento dois foi constituido de plantas tratadas com B. toyonensis BAC 3151
e com discos de micélio de S. sclerotiorum. Os controles do experimento foram plantas tratadas
com agua e com discos sem micélio (negativo) e plantas apenas tratadas com discos de micélio

de S. sclerotiorum (positivo).
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A avaliagao da severidade do mofo-branco foi realizada utilizando escala de notas
descrita por TOLEDO-SOUZA ¢ COSTA (2003), que se baseia, principalmente, na intensidade
e comprimento da lesdo. Por esta escala, 1 = nenhum sintoma visivel; 2 = lesdo circular
comecando a se desenvolver; 3 = lesdo até 1,0 cm de comprimento; 4 = lesdes entre 1,0 e 1,5
cm; 5 = lesdes maiores que 1,5 cm; 6 = lesdes no pedunculo e presenga de micélio e murcha
em uma das folhas; 7 = lesdes no pedunculo e presenga de micélio e murcha em ambas as
folhas; 8 = sintomas de murcha geral e 9 = planta morta. Para determinar a severidade da
doenca e a incidéncia da doenga as avaliagdes foram realizadas 7 dias ap0ds a inoculacdo (DAI).

Com os dados da severidade foi calculado o indice de doenga (ID) ¢ a area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), como descrito anteriormente.

Os valores foram submetidos a analise ANOVA e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Medicao de atividades de promocao de crescimento de plantas in vitro

Pelo menos trés repeticdes foram realizadas para todas as atividades de promogao de
crescimento de plantas, e as médias dos ensaios foram apresentadas neste estudo.
Fixac¢ao de nitrogénio

Para avaliar se a bactéria B. foyonensis BAC 3151 tem capacidade de fixar nitrogénio,
foi inoculada a cultura bacteriana no meio agar manitol isento de nitrogénio. O meio agar
manitol contém, 15 g/L. de manitol, 0,5 g/L de K;HPOg4, 0,2 g/L de NaCl, 0,2 g/LL de MgSOs4,
5,0 g/L de CaCOs3, 0,1 g/L de CaSO4 e 15 g/L de agar. As placas foram incubadas a 28 °C por
4-5 dias. O desenvolvimento de colonias bacterianas foi considerado como resultado positivo

para a fixacdo de nitrogénio (YOUSAF et al., 2017).

Solubilizacao de fosfato

A capacidade de solubilizar fosfato foi avaliada por meio da inoculagdo da bactéria B.
toyonensis no meio NBRIP. O meio NBRIP contém, 10 g/L de glicose, 5 g/L de Ca3(POs)2, 5
g/L de MgCl,.6H>0, 0,25 g/L de MgS04.7H20, 0,2 g/L de KCl, 0,1 (NH4)2SO4¢ 15 g/L de
agar. A formagdo do halo em torno da col6nia bacteriana foi considerado como resultado

positivo para a solubilizacao de fosfato (NAUTIYAL, 1999).

Producio de sideroforos

Para avaliar se a bactéria B. foyonensis BAC 3151 tem capacidade de produzir
sider6foros foram inoculadas quatro microgotas, 10 uL cada, da cultura bacteriana em pontos
equidistantes no meio King B adicionado de 4gar CAS (Chrome Azurol S). O meio King B
contém, 20 g/L de protease peptona, 2,5 g/L. de KoHPOs, 6 g/L de MgS0O4.7H20 e 15 mL/L de
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glicerol. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 h. O aparecimento de um halo em torno das
colonias bacterianas com uma mudanca de cor de azul para amarelo foi considerado como

resultado positivo para a producdo de sideroforos (SCWYNAN E NEILANDS, 1987).
Producao de acido indol acético (AIA)

A avaliagdo da capacidade da bactéria B. toyonensis BAC 3151em produzir acido indol
acético foi feito por meio da transferéncia de uma coldnia bacteriana para uma placa com meio
TSA 10% suplementado com 5 mM de L-triptofano (precursor do AIA). Apos a transferéncia
da colonia bacteriana, o meio foi coberto com a membrana de nitrocelulose e as placas foram
incubadas a 28 °C por 24 h. Em seguida, a membrana foi transferida para outra placa e a
membrana foi embebida com a solucdo de Salkowski (50 mL de 4cido perclorico 35% e 1 mL
de FeCl3 0,5 M) e incubada em temperatura ambiente por 2 h. O resultado foi positivo quando
a membrana apresentou a formacdo de um halo avermelhado (SMID E KOSUGE, 1978).
Producio de protease

Bacillus toyonensis BAC 3151 foi inoculado em meio agar leite desnatado. O meio agar
leite desnatado contém, 10 g/L de leite desnatado em p6 e 15 g/L de agar. As placas foram
incubadas a 28 °C por 2-3 dias. A atividade da protease foi registrada pelo desenvolvimento de
um halo em torno das coldnias bacterianas, indicando que as proteinas do leite foram

hidrolisadas pela bactéria (LOPER, 2008).

Producao de quitinase

Bacillus toyonensis BAC 3151 foi inoculado em meio minimo contendo 1% de quitina
coloidal. Quando o meio foi vertido foi adicionado 10 mL do corante fluorescente Calcofluor
White M2R, para facilitar a visualizagdo do halo. As placas foram incubadas a 28 °C por 2-3
dias. A atividade da quitinase foi registrada pelo desenvolvimento de um halo em torno das

colonias bacterianas, indicando que quitina foi degrada pela bactéria (SOARES, 2016).

Producio de celulase

Bacillus toyonensis BAC 3151 foi inoculado em meio TSA 10% complementado com
10 g/L de celulose em po. As placas foram incubadas a 28 °C por 8 dias. A atividade da celulase
foi registrada pelo desenvolvimento de um halo em torno das colonias bacterianas, indicando
que celulose foi hidrolisada pela bactéria (SAMANTA et al., 1989).
Producao de amilase

Bacillus toyonensis BAC 3151 foi inoculado em meio agar nutriente suplementado com
0,5% de amido soluvel. As placas foram incubadas a 28 °C por 2 dias. A solugdo de iodo (0,3

g/L de iodo e 0,6 g/L de KI) foi adicionado na superficie das placas de Petri, ¢ o aparecimento
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de um halo claro em torno da coldnia indicou resultado positivo para a produgdo de amilase

(SLAMA et al., 2019).
Producio de cianeto de hidrogénio (HCN)

Foram inoculadas quatro microgotas, 10 pL cada, da cultura bacteriana em pontos
equidistantes no meio agar nutriente suplementado com 4 g/L. de glicina. Um disco de papel de
filtro Whatmann foi embebido numa solu¢ao de reagente de HCN (1% de acido picrico em 10%
NaCQO:3) e colocado na tampa da placa. As placas foram incubadas a 28 °C por 4-5 dias. Apos
a incubagdo, o desenvolvimento da cor amarelo para marrom-avermelhada foi tomado como

um resultado positivo para a producao de HCN (LORCK, 1948).

Ensaio in vitro para avaliar o efeito de compostos organicos volateis em plantas de feijao
As sementes da cultivar Pérola foram inoculadas em placa de cultivo de tecido
(quadrada 12 cm x 12 cm) estéril com meio Murashige e Skoog (MS) e na parte inferior da
placa foi colocada uma placa de Petri redonda estéril sem a tampa com 15 mL de TSA 10%.
Na placa contendo o meio TSA 10% foi inoculado B. toyonensis BAC 3151. As placas foram
seladas com parafilme e incubadas em uma cdmara a 25 °C com fotoperiodo de 12 h de luz e
12 h de escuro por 3 dias. O controle foi realizado da mesma maneira, mas sem a inoculagdo da
bactéria (FIERS et al., 2013; RATH et al., 2018). Um indice de vigor foi calculado da seguinte
forma:
fndice de vigor= porcentagem de germinacio x comprimento das plantulas (comprimento da
parte aérea + raiz).
Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Avaliacido da promocao de crescimento vegetal

Os tratamentos consistiram de sementes de feijao imersas 20 min em: tubos contendo 1
mL de cultura bacteriana de B. toyonensis BAC 3151 crescida em meio TSA 10 % (T2); tubos
contendo 1 mL de 4gua destilada estéril (controle); tubos contendo 1 mL de cultura bacteriana
de B. toyonensis BAC 3151 crescida em meio TSA 10 % morta por autoclavagem (T3). As
sementes tratadas foram semeadas em vasos de 500 mL contendo substrato para hortalicas
Topstrato® ndo esterilizado. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) com seis repeticdes e parcela de um vaso com uma planta. Ao final do
experimento (45 dias apds a semeadura) foram realizadas as seguintes avaliagdes: nimero de
folhas por planta, considerando todas as folhas vivas e abertas; comprimento da raiz, foi medido

com régua graduada da base do caule até o final da raiz; massa fresca e massa seca da parte
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aérea e da raiz foram avaliadas utilizando a parte aérea da planta e a raiz, separadamente. Para
1sso o material vegetal foi cortado em pedacos menores e pesado em balanga de precisao (Aaker
Bel Engineering- min 0,01g, méx 500g) e, posteriormente, colocado em sacos de papel e levado
para secagem na estufa a 65 °C, sendo pesado apds atingir peso constante (5 dias)(BOTTA et
al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Resultados
Ensaio para a caracterizacio do potencial antifingico

Analise in vitro
Compostos produzidos por B. toyonensis BAC 3151 e secretados no meio de cultura

foram capazes de inibir o crescimento de trés patdgenos do feijoeiro (Fig. 1 e Tab. 1).
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Controle

Controle Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli

Figura 1: Teste de antagonismo entre B. toyonensis BAC 3151 e patégenos do feijoeiro. Os controles sdo
placas com o meio de cultura BDA, onde foi inoculado o patégeno, sem a inoculacdo prévia da bactéria B.
toyonensis BAC 3151. Os tratamentos sdo placas com BDA, onde foi inoculado o patégeno, com inoculagéo prévia
da bactéria B. toyonensis BAC 3151 sobre papel celofane. Apos o crescimento da bactéria, o papel celofane foi
retirado e o patogeno foi inoculado. Patogenos testados: (A) Colletotrichum lindemuthianum, (B) Sclerotinia

sclerotiorum e (C) Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Tabela 1: Diametro das col6nias fingicas cultivadas na presenca de compostos secretados por B. foyonensis BAC

3151.

Diametro das colonias (mm) ®

Fungos Redugio do
patogénicos da Controle (mm) Tratamento (mm) . § @
crescimento
planta
C. lindemuthianum 65,5a 49,7+2.6 b 24.2 %
F. oxysporum {. sp. 57,5a 52,852,8+1,4 b 8,1 %
phaseoli
S. sclerotiorum 77,1 a 3,7+0,01 b 95,2 %

(U Médias + erro padrio seguidas por letras iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

(n=3). @ Determinada em relagdo ao controle.

E possivel observar na Figura 2 uma mudanca morfologia das hifas do fungo C.
lindemuthianum, em relagdo as hifas da coldnia controle. Na coldnia submetida ao tratamento
sdo encontradas estruturas arredondas nas pontas das hifas, mostrando que os compostos

secretados no meio de cultura sdo capazes de modificar a morfologia das hifas do fungo.

Figura 2. Hifas de Colletotrichum lindemuthianum. (A) Hifas de C. lindemuthianum desenvolvidas na placa
controle; (B) Hifas de C. lindemuthianum desenvolvidas na placa com meio previamente tratado com B. foyonensis

BAC 3151. As imagens foram registradas em microscopio 6ptico com objetiva 4x, barra: 15um

Analise in vivo
Avaliacio da supressao da doenca antracnose

No ensaio in vivo, os sintomas da doenga ocorreram em todas as plantas inoculadas com
o C. lindemuthianum apds 5 dias, ou seja, a proporcao de plantas com doenga foi de 100 %. No
entanto, ao analisar os sintomas presentes nas folhas usando o programa Quanti (VALE et al.,
2001), foi observado que as plantas que foram previamente inoculadas com B. toyonensis BAC

3151 apresentaram diminui¢do da area lesionada em 39,3 %.
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Figura 3: Sintomas da antracnose em folhas de feijoeiro comum. (1) Folhas destacadas do feijoeiro comum e
(2) Folhas destacadas do feijoeiro comum analisadas pelo programa Quanti. (A) Controle negativo (agua), (B)
Folhas inoculadas com B. toyonensis BAC 3151; (C) Folhas previamente inoculadas com B. foyonensis BAC 3151
e posteriormente inoculadas com suspensdo de conidios de C. lindemuthianum ¢ (D) Folhas inoculadas com
suspensdo de conidios de C. lindemuthianum (Controle positivo). A area lesionada foi calculada pelo programa

Quanti e dada a porcentagem em relacdo a area sadia.

Tabela 2: Severidade da antracnose (C. lindemuthianum) em feijoeiro cultivado em substrato inoculado com B.

toyonensis BAC 31510,

Area foliar lesionado por
Tratamentos @ Reducio da severidade ©
planta

C. lindemuthianum 7,1£0,5 % a -

C. lindemuthianum + B.
. 4,3+0,3 % b 39,3 %
toyonensis

() Médias + erro-padrio seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade (n=4). @ Isolado de B. toyonensis BAC 3151 inoculado na semente do feijio, dez dias antes da

inoculagio de C. lindemuthianum. ® Determinada em relagiio ao controle.
Avaliacio da supressao do mofo-branco

Nenhum sintoma de doenga ocorreu nas folhas durante os dois primeiros dias apos os
tratamentos com S. sclerotiorum. No entanto, no terceiro dia apds a inoculagdo ocorreu necrose
nas folhas do feijoeiro e o crescimento micelial por toda a planta, enquanto estes sintomas nao
foram observados nas folhas das plantas previamente inoculada com B. toyonensis BAC 3151.

Os sintomas do mofo-branco nas folhas do feijoeiro foram avaliados diariamente. A necrose
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das folhas e o crescimento micelial de S. sclerotiorum nas folhas tratadas apenas com fungo
eram aparentes, ¢ consequentemente levou a morte das plantas, enquanto as folhas das plantas
inoculadas com B. toyonensis BAC 3151 ndo apresentaram qualquer crescimento micelial
evidente, apenas uma pequena necrose em torno do disco (Fig. 4).

Um outro resultado presente na Figura 4C ¢ um efeito estimulatério e a ndo
fitotoxicidade de B. foyonensis BAC 3151 no feijoeiro quando comparado com as outras

plantas.

Figura 4: Sintomas de mofo-branco em folhas de feijoeiro inoculadas com disco de micélio de S.
sclerotiorum. (1) Foto tirada no sentido horizontal (de frente) (2) Foto tirada no sentido vertical (de cima). (A)
Planta tratada apenas com S. sclerotiorum (Controle positivo); (B) Planta previamente tratada com B. toyonensis
BAC 3151 e posteriormente tratada com disco de micélio de S. sclerotiorum; (C) Planta previamente tratada com
B. toyonensis BAC 3151e (D) Planta tratada com agua (Controle negativo). Circulo mostra o disco de micélio de

S. sclerotiorum e a necrose da folha em volta do disco.
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Tabela 3: Severidade de mofo-branco (S. sclerotiorum) em feijoeiro cultivado em substrato, oriundo de sementes

tratadas com B. toyonensis BAC 3151,

Tratamento Severidade da doenga ®

S. sclerotiorum 100 % £ 0,01 a
S. sclerotiorum + B. toyonensis

BAC 3151

12,5%+0,01b

() Médias + erro-padrio seguidas por letras iguais na coluna nio diferem pelo teste de Tukey, a 5 % de

probabilidade (n=4).

Em relagdo a severidade da doenga as plantas previamente inoculadas com B. toyonensis
BAC 3151 apresentaram apenas 12,5 %, (Tab. 3) e na curva do progresso da doenca (Fig. 5).

A curva de progresso do mofo-branco (Fig. 5), compara o progresso da doenca no
feijoeiro em plantas inoculada com disco de micélio de S. sclerotiorum (controle positivo) e
plantas previamente tratadas com B. foyonensis BAC 3151 e posteriormente com o disco de
micélio de S. sclerotiorum. A area abaixo da curva das plantas previamente inoculadas com
com B. toyonensis BAC 3151 é menor quando comparada com o controle positivo, permitindo
concluir que as plantas previamente tratadas com B. foyonensis BAC 3151 apresentaram

resisténcia ao progresso da doenca quando comparada com o controle positivo.
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Figura 5: Progresso da doen¢a mofo-branco. A linha em rosa representa o avanco da doenca mofo-branco ao
longo dos dias apos o tratamento das folhas de feijoeiro com discos de micélio de S. sclerotiorum. A linha em azul
representa o avango do mofo-branco ao logo dos dias ap6s a inoculagdo com disco de micélio de S. sclerotiorum

em plantas de feijoeiro previamente tratadas com B. toyonensis BAC 3151.

Avaliacio da supressao da doen¢a murcha-do-fusario
No ensaio in vivo em plantas de feijoeiro da cultivar BRS Estilo, nenhum sintoma de
doenca ocorreu durante os sete primeiros dias apds o tratamento. No entanto, as folhas

comecaram a amarelar no décimo dia de infec¢cdo com o patégeno. Os sintomas da doenga nas
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folhas de feijoeiro foram anotados do dia 1 ao dia 20. O amarelecimento e murchamento das
folhas tratadas com o fungo eram aparentes, e esses sintomas aumentaram gradualmente.
Quando as plantas foram amostradas pela ultima vez, todas as plantas infectadas com o

patogeno fingico morreram.

Atividade de promociao de crescimento de plantas in vitro

Bacillus toyonensis BAC 3151 possui diversas atividades de promogdo de crescimento
(Fig. 6 e 7). A bactéria B. foyonensis BAC 3151 presentou a capacidade de fixar nitrogénio,
produzir compostos organicos volateis e secretar enzimas, como proteases, quitinases e
amilases. No entanto, ndo conseguiu solubilizar fosfato, produzir sider6foros, AIA e HCN e

nem secretar celulases nas condigdes testadas.

Figura 6: Indicacao de fixacao de nitrogénio por B. toyonensis BAC 3151. A presenca de colonias no meio

agar manitol isento de nitrogénio representa teste positivo para a fixa¢do de nitrogénio.
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Figura 7: Producio de proteases, amilases e quitinases por B. toyonensis BAC 3151. (A) Teste de producio
de proteases: desenvolvimento de um halo em torno das coldnias bacterianas, indicando que as proteinas do leite
foram hidrolisas pela bactéria; (B) Teste de producio de amilase: desenvolvimento de um halo em torno das
colodnias bacterianas, indicando que o amido foi hidrolisado pela bactéria; (C) Teste de producio de quitinase:

desenvolvimento de um halo em torno da colonia bacteriana, indicando que a quitina foi hidrolisada pela bactéria

A producdo de VOGs foi avaliada por meio da incubacdo da placa com a plantula de
feijoeiro e B. toyonensis BAC 3151. A Figura 8 mostra que os seus compostos volateis podem
promover o crescimento vegetal, e isso ¢ demonstrado pelo valor do indice de vigor das plantas
inoculadas com B. toyonensis BAC 3151 em relagdo ao das plantas ndo inoculadas (Tab. 4 e

Fig. 8).
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Tabela 4: indice de vigor das plantulas de feijoeiro inoculadas com B. toyonensis BAC 3151.

Tratamento indice de vigor
Controle 12,0+0,3 a
B. toyonensis BAC 3151 16,6+£0,4 b

() Médias + erro-padrio seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade (n=3).

Figura 8: O efeito de compostos volateis de B. foyonensis BAC 3151 no crescimento e desenvolvimento do
feijoeiro. (A) Plantula controle (sem inoculagdo de B. toyonensis BAC 3151) e (B) Plantula com trés dias de idade
exposta a COV de B. toyonensis BAC 3151 em placa de Petri retangular.

Avaliacido da promocao de crescimento vegetal

Plantas de feijoeiro foram inoculadas com B. foyonensis BAC 3151 e monitoradas ao
final de 45 dias em casa de vegetagdo. Inicialmente foi monitorada a parte aérea das plantas e
realizada a avaliagdo do comprimento e a contagem do niimero de folhas. O comprimento das
plantas ndo foi modificado pelo tratamento. No final do experimento foram avaliados o
comprimento das raizes e a massa fresca e seca das partes aéreas e das raizes. Bacillus
toyonensis BAC 3151 foi capaz de aumentar em 31,5 % e 33,6 %, o comprimento ¢ a massa

seca das raizes do feijoeiro, respectivamente (Fig. 10).
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Figura 9: Comparacio dos parimetros avaliados na promoc¢io de crescimento de plantas do feijoeiro
comum. (T2) Plantas tratadas com B. toyonensis BAC 3151; (T3) Plantas tratadas com B. toyonensis BAC3151
submetido a autoclavagem. (A) Porcentagem do comprimento (esquerda) e massa seca das raizes (direita). (B)
Porcentagem de massa fresca da raiz (esquerda) e parte aérea (direita); (C) Porcentagem de massa seca da raiz
(esquerda) e parte aérea (direita). Barras de erro indicam desvio padrao. Letras iguais ndo diferem pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 10: Efeito da aplicacio de B. toyonensis BAC 3151 em raizes do feijoeiro. (A) Raiz de feijoeiro tratada
com agua (controle); (B) raiz de feijoeiro inoculada com B. foyonensis BAC 3151- T2;(C) raiz de feijoeiro
inoculada com B. foyonensis BAC 3151 submetido a autoclavagem- T3.

Discussao

Bacillus toyonensis BAC 3151 endofitico do feijoeiro foi caracterizado quanto a
capacidade de controle de fitopatdgenos e promogao de crescimento do feijoeiro. Para isso foi
avaliado se B. toyonensis BAC 3151 produzia e secretava compostos que teriam agdo positiva
ou negativa no controle de patdogenos e na promogao de crescimento do feijoeiro.

Foi observado que os compostos produzidos e secretados por B. foyonensis BAC3151
no meio de cultura foram capazes de inibir o crescimento das coldnias flingicas e também de
causar mudanca morfolodgica das hifas de C. lindemuthianum. Lopes et al. (2015; 2017)
relataram o potencial de produgdo de compostos antimicrobianos de B. toyonensis BAC 3151
e que esses genes que codificam diversos antimicrobianos, como bacteriocinas € enzimas
hidroliticas, estdo presentes no cromossomo € nos plasmideos de B. toyonensis BAC 3151.

Os ensaios de antagonismo in vivo mostram que B. foyonensis BAC 3151 conseguiu

inibir o desenvolvimento do mofo-branco e reduzir a severidade da antracnose. Estes resultados
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se complementam, e permite afirmar que B. toyonensis BAC 3151 provavelmente secreta certos
compostos antifungicos que sao mantidos ativos ou induzem uma resposta sistémica da planta
contra os fitopatdogenos por meio da colonizagdo do B. toyonensis BAC 3151 ou entdo a
combina¢do de ambos os fatores. Além do B. toyonensis BAC 3151, existem diversos estudos
que mostram a acao de espécies de Bacillus no controle de doengas fungicas, justamente devido
a capacidade desta espécie em produzir diversos compostos antimicrobianos, um exemplo €
Bacillus halotolerans que produz antimicrobianos que tem agao contra os fungos F. oxysporum
f. sp. albedinis, Fusarium solani, Fusarium acuminatum e Fusarium chlamydosporum
(SLAMA et al., 2019).

A importancia desses resultados ¢ em relagdo ao controle de doencas fungicas, que
afligem a cultura do feijoeiro, representando uma grande ameaga para a agricultura. Onde o
controle dessas doencas inicialmente ¢ realizado pela utilizacdo de pesticidas quimicos e/ou
cultivares resistentes. Porém, os produtos quimicos selecionam fungos resistentes € também
podem ser toxicos e prejudiciais ao meio ambiente. E em relacdo aos cultivares resistentes,
existem dificuldades de se adquirir cultivares resistente, pois eles possuem resisténcia duraveis,
ndo apresentam resisténcia a diversas doencas flingicas e também ndo atendem todas as
caracteristicas desejaveis para uma boa produtividade. Devido a essas desvantagens, a busca
por métodos alternativos de controle biolodgico, como o uso de bactérias e fungos antagonistas,
vem cada vez mais se popularizando para o uso de estratégias integradas no controle de doencas
e na producao agricola (WANG et al., 2010).

Um resultado relevante foi a produgao de enzimas hidroliticas (protease e quitinase) de
B. toyonensis BAC3151, que podem estar relacionadas a atividade antiflingica, pois essas
enzimas degradam a parede celular dos fungos, sendo considerado um importante mecanismo
de acdo antifungica (CHANG et al., 2010; WONG et al., 2008). Existem estudos que descrevem
a producdo de proteases e quitinases com acao antifingicas de outras espécies de Bacillus
endofiticos (CHANG et al., 2007; GOMAA, 2012; MYO et al., 2019). O efeito de espécies de
Bacillus no crescimento de plantas tem sido relacionado a diversos fatores, como a prote¢do da
planta contra patdégenos, producdo de hormdnios de crescimento das plantas, aumento da
absorcdo e da translocacdo de nutrientes e minerais ¢ aumento da solubilidade e da
disponibilidade de varios micronutrientes (ARKHIPOVA et al., 2005).

Além disso, B. toyonensis BAC 3151 demonstrou produzir amilases (Fig. 7). A
produgdo de amilase contribui para a colonizacdo das raizes pelas bactérias, e portanto, pode
desempenhar um papel importante na estimulagdo do crescimento das plantas, na competi¢ao

direta com o patégeno por nutrientes e espaco e também pode estimular resposta sistémica da
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planta aos patégenos (MARDANOVA et al., 2017). Um ponto em questdo € que as sementes
de feijdo possuem estruturas denominadas amiloplastos, que sdo organelas que sintetizam e
armazenam o amido (SHIGA E LAJOLO, 2005), assim B. toyonensis BAC 3151 poderia ser
inoculado nas sementes, uma vez que produz amilase e consegue hidrolisar o amido, usando
este como fonte de carbono para a sobrevivéncia e desenvolvimento nas sementes.

Um outro fator muito importante da produ¢do de enzimas hidroliticas por B. toyonensis
BAC 3151 ¢ que cerca de 60% das enzimas comercialmente disponiveis sdo atualmente
produzidas por espécies de Bacillus, devido a grande aplicabilidade em diferentes areas
farmacéutica, téxteis e agricolas e também por ser os micro-organismos industrialmente mais
estabelecidos para a producdo de proteinas extracelulares. Devido a disponibilidade de sistemas
de producdo em larga escala relativamente baratos e combinados com a capacidade de as
bactérias segregarem diversas proteinas para o meio de crescimento (SCHALLMEY et al.,
2004). Com isso, vale a pena explorar esse potencial de produ¢do de enzimas hidroliticas,
principalmente de amilase, devido aos resultados apresentados (Fig. 6).

Ainda em relagdo aos fatores que promovem crescimento, oS compostos organicos
volateis (COVs) tem um papel fundamental no aumento do crescimento das plantas, sintese ou
metabolismo de fito-hormonal ¢ também na inibicdo de crescimento de fungos. Os COVs
produzidos pelo B. toyonensis BAC 3151 estimularam o desenvolvimento das plantulas, como
apresentado nos resultados, por meio do indice de vigor, um indicativo de rapida germinacao e
crescimento das plantulas. Estudos mostraram que muitas espécies de Bacillus secretam
diversos COVs que estimulam o desenvolvimento e crescimento das plantas e também tem agao
antimicrobiana (ASARI et al., 2016; MYO et al., 2019; RATH et al., 2018). Bacillus toyonensis
BAC 3151 aparentemente demonstrou produzir COVs que estimulam o desenvolvimento e
crescimento do feijoeiro. Entretanto, a identificagdo e avaliagdo desses COVs aguardam
investigagoes adicionais.

Um outro fator muito importante para a promoc¢ao de crescimento vegetal ¢ a absor¢ao
e translocacdo de nutrientes e minerais, sendo assim um resultado importante foi a capacidade
de B. toyonensis BAC 3151 fixar nitrogénio, pois ¢ um elemento essencial e desempenha um
papel crucial no crescimento e produtividade das plantas. Algumas espécies de Bacillus t€m a
capacidade de fixar nitrogénio e fornecé-lo para as plantas por meio de dois mecanismos
diferentes, um de forma simbiotica e o outro de forma nao simbidtica (GOVINDASAMY et al.,
2011; YOUSUF et al., 2017). Um outro dado mostrado (Fig. 10) foi que plantas tratadas com
B. toyonensis BAC 3151 (T2) apresentaram uma diferenca da massa seca e do comprimento

das raizes significativamente, consequentemente, um aumento da area de absorc¢ao de nutriente
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e 4gua, que contribui de maneira positiva para o crescimento e desenvolvimento das plantas de
feijoeiro e a tolerancia a estresses, como, por exemplo, o estresse hidrico.

Bacillus toyonensis BAC 3151 promoveu o aumento do comprimento € massa seca das
raizes do feijoeiro, porém ndo foi possivel observar a presenca de nédulos nas raizes. Existem
estudos que utilizam a co-inoculagdo de Rizobium spp. com espécies de Bacillus, que
apresentaram alguma atividade de promog¢ao de crescimento, em feijao (KORIR et al., 2017).
Foi demonstrado o efeito positivo da inoculacdo combinada de bactérias endofiticas com
Rizobium spp., como a nodulac¢do precoce, o aumento no numero de nédulos e melhora geral
no desenvolvimento radicular (KORIR et al., 2017). Estes resultados sdo devido a aumento
direto e indireto do crescimento das plantas por uma variedade de mecanismos das bactérias
endofiticas, como a produgao de substancias promotoras de crescimento, controle de patdgenos
e solubiliza¢do dos minerais (KORIR et al., 2017). Entretanto, ¢ necessario fazer uma avalia¢ao
dessa combinagdo de B. foyonensis BAC 3151 com Rizobium spp. para avaliar se a co-
inoculacdo combinada terd um efeito positivo para o feijoeiro.

Plantas tratadas com B. toyonensis BAC 3151 apresentaram um efeito estimulatorio em
relagdo as outras plantas (Fig. 4). Entretanto, essas plantas ao final da avaliacao do experimento
ndo apresentaram diferencga estatistica em relagdo ao comprimento da parte aérea. Este resultado
estd intimamente relacionado com as condi¢des que as plantas permaneceram ao longo do
experimento, pois as condi¢des se tornaram limitantes devido ao tamanho dos vasos utilizados
(500 mL). O pequeno volume do vaso leva a uma alta concentracao de raizes com consequentes
demandas de alta taxa de oferta de oxigénio e remogado de didéxido de carbono (BUNT, 1960),
inibindo o desenvolvimento das plantas previamente tratadas com B. toyonensis BAC 3151 e

permitindo que as outras plantas se desenvolvessem ao longo do experimento.

Conclusio e perspectiva

Em conclusao, os resultados destes experimentos fornecem fortes evidéncias de que B.
toyonensis BAC 3151 possui potencial como agente de biocontrole, pois foi capaz de inibir a
ocorréncia do mofo-branco e reduzir a severidade da antracnose em plantas de feijdo. Isso pode
ser devido a produgdo de enzimas que degradam a parede celular dos fungos, ou pela produgao
de metabdlitos antifungicos e COVs, ou por induzir uma resposta sistémica da planta contra o
fitopatdgeno, ou a combinacao de todos esses fatores. Além de promover crescimento vegetal
com um aumento da massa seca e do comprimento das raizes de feijoeiro e também por meio

dos mecanismos de promogao de crescimento.
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Com todos os resultados obtidos ao longo deste trabalho, e também devido a facilidade
de inoculagdo de B. toyonensis BAC 3151 em sementes de feijao e a eficiéncia do controle do
mofo-branco, conclui-se que B. foyonensis BAC 3151, pode vir a se tornar um produto de
grande importancia para as lavouras de feijado. Uma vez que os gastos com controle de doengas
fungicas, principalmente a do mofo-branco, sao muito caras e de dificil controle, pois a doenga
se manifesta em um periodo tardio de desenvolvimento da planta e ainda existem poucos

estudos em relacao a cultivares resistentes.
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Conclusao Geral

e Bacillus toyonensis BAC 3151 apresenta um plasmideo, denominado pBt52. O
plasmideo possuiu 52 150 pb, 54 ORFs que codificam uma bacteriocina (Columbicina
A), uma proteina VanZ que confere resisténcia ao antibidtico teicoplanina, trés
transposases de diferentes familias de sequéncias de inser¢do, 20 proteinas hipotéticas
e 29 proteinas com fung¢des de metabolismo e transporte.

e Bacillus toyonensis BAC 3151 possui capacidade de promover crescimento vegetal por
meio de diferentes mecanismos, entre eles, a fixagao de nitrogénio, produgao de enzimas
hidroliticas (protease, amilase e quitinase). Além disso, promove o aumento
expressivamente de 31,5 % do comprimento e 33,6 % massa seca das raizes do feijoeiro.

e Bacillus toyonensis BAC 3151 possui capacidade de controlar o desenvolvimento do

mofo-branco no feijoeiro e reduzir a severidade da antracnose em 39,3 %.



