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RESUMO

SANTOS, Deise Regina. Isolamento e selecdo de bactérias antagonistas a fitopatogenos e
deteccdo de genes associados a producdo de compostos bioativos. Sergipe: UFS, 2014.
58p. (Dissertacdo-Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).

O solo € um ambiente estruturalmente complexo e um importante reservatorio da diversidade
microbiana. Somente uma pequena proporcdo desta diversidade tem sido recuperada e
cultivada por técnicas convencionais, o que limita o acesso as informacgdes genéticas e
metabolicas desses micro-organismos. Bactérias do solo sintetizam uma ampla variedade de
metabdlitos secundarios, em particular de antimicrobianos. Sintases de policetideo (PKS) e da
sintetases de peptideo ndo-ribossomal (NRPS) tém se destacado como importantes sistemas
enzimaticos para a biossintese destes compostos. A deteccdo de genes associados com estes
dois sistemas biossintéticos em isolados de bactérias € uma estratégia para a selecdo de
antagonistas com alta atividade de controle biol6gico. Diante disso, 0 objetivo deste estudo
foi isolar e avaliar o potencial dos isolados quanto a atividade antag6nica in vitro frente a
fitopatdgenos de interesse agricola, e analisar em seus respectivos genomas a presenca de
genes associados a sintese de compostos bioativos. Métodos de pré-tratamentos das amostras
de solo com cloramina T e fenol foram utilizados para o isolamento e seguidos por testes de
antibiose qualitativos frente aos fitopatdgenos fangicos Thielaviopsis paradoxa e Plenodomus
destruens. Filtrados extracelulares dos isolados selecionados nesta etapa foram
quantitativamente avaliados a seguir quanto a capacidade de inibicdo de T. paradoxa, P.
destruens e Xanthomonas campestris, e comparados com o0 ingrediente ativo de um
biofungicida comercial. A afiliacdo taxonémica dos isolados antagonistas foi realizada com
base nas sequéncias parciais do gene DNAr 16S. Para a deteccdo dos genes PKS e NRPS
foram utilizados primers degenerados descritos na literatura. Dos 257 isoladas bacterianos
obtidos, a grande maioria foi pertencente ao género Bacillus ou outros proximamente
afiliados. Destes, 84 (33%) foram inibitérios de ambos os fungos nos testes qualitativos.
Quarenta e oito isolados bacterianos apresentaram filtrados extracelulares com efeitos
inibitérios contra T. paradoxa, com oito destes com inibicdes de mais de 80%
comparativamente ao controle sem filtrado. P destruens foi inibido pelo filtrado extracelular
de 63 isolados, dos quais 10 inibiram mais de 80% do crescimento deste patégeno. O extrato
do isolado de Bacillus do biofungicida comercial apresentou forte inibicdo sobre P. destruens
(95%), mas ndo afetou T. paradoxa. Trinta isolados antagonistas deste estudo ndo diferiram
deste isolado comercial com relacdo a inibicdo do crescimento in vitro de P. destruens pelos
extratos. Extratos de 27 isolados inibiram X. campestris (inibi¢cbes entre 45 e 100% do
crescimento), dos quais seis suprimiram totalmente o crescimento desta bactéria. A presenca
dos genes PKS ou a presenca conjunta de genes de NRPS e PKS ndo foram associadas a acao
inibitdria dos isolados em relacdo ao crescimento relativo dos trés fitopatdgenos. Somente a
presenca do NRPS associou-se ao efeito sobre o crescimento relativo do Thielaviopsis
paradoxa. O isolamento de bactérias com potencial bioativo promissor associado a
experimentos em casa-de-vegetacdo e em campo que atestem a viabilidade do seu uso
possibilitara a obtencéo de novos agentes de biocontrole.

Palavras-chave: Antagonismo, compostos bioativos, controle biologico, Plenodomus
destruens, Thielaviopsis paradoxa, Xanthomonas campestris.

Comité de orientagio: Dr. Marcelo Ferreira Fernandes- Embrapa (Orientador) e Dra. Erika Cristina Teixeira dos
Anjos- Embrapa (Co-orientadora)



ABSTRACT

SANTOS, Deise Regina. Isolation and selection of antagonists bacteria to
phytopathogenic and detection of genes associated with the production of bioactive
compounds. Sergipe: UFS, 2014. 58p. (Dissertation-Master in Agriculture and Biodiversity).

Soil is a structurally complex environment and an important reservoir of microbial diversity.
Only a small portion of this diversity has been recovered and cultured by conventional
techniques, which limits the access to genetic and metabolic information in such
microorganisms. Soil bacteria synthesize a wide variety of secondary metabolites, particularly
of antibiotics. Polyketide synthase (PKS) and non-ribosomal peptide synthetase have been
highlighted as important enzymatic systems for the biosynthesis of these compounds. The
detection of genes associated with these two biosynthetic systems in bacterial isolates has
become a strategy to screening for antagonists with high biological control activity.
Therefore, the objective of this study was to evaluate bacterial isolates for their in vitro
antagonistic activity against plant pathogens of agricultural interest and to analyze their
genomes for the presence of genes associated with the synthesis of bioactive compounds
activity. Methods of soil sample pre-treatment with chloramine-T and phenol were used for
selective isolation and followed by preliminary qualitative antibiosis tests of isolates against
the fungal pathogens Thielaviopsis paradoxa and Plenodomus destruens. Extracellular
extracts from isolates selected in this previous step were further evaluated for the in vitro
antagonist potential against Thielaviopsis paradoxa, Plenodomus destruens and Xanthomonas
campestris and compared with the active ingredient of a commercial biofungicide. The
taxonomic affiliation of the antagonistic isolates was assessed by sequencing of 16S rDNA
gene. For the detection of PKS and NRPS genes, degenerate primers described in the
literature were used. Two hundred and fifty-seven bacterial isolates, in their majority
belonging to the genus Bacillus or similar, were obtained. Out of those, 84 (33%) were
simultaneously bioactive for both fungi in qualitative tests. Fourty-eight bacterial isolates had
extracellular extracts with inhibitory effects against Thielaviopsis paradoxa, with eight of
these with inhibition >80%, when compared to the control. Plenodomus destruens was
inhibited by the extracellular extracts of 63 isolates, of which 10 inhibited >80% of this
pathogen growth. The extract of a Bacillus isolate from a commercial biofungicide strongly
inhibited P. destruens (95%), but had no effect on T. paradoxa. Thirty antagonistic isolates
from this study did not differed from this commercial isolate regarding in vitro growth
inhibition of P. destruens by their extracts of 27 isolates inhibited X. campestris (inhibition
rates varying from 45 to 100%), of which six completely suppressed the growth of this
bacteria. There was no relationship between either the presence of PKS genes or the joined
occurrence of NRPS and PKS and the inhibitory action of the strains on the relative growth of
the pathogens. Only the presence of NRPS genes was associated with the effect on the relative
growth of Thielaviopsis paradoxa. The isolation of bacteria with promising bioactive
potential associated with experiments at greenhouse and field attesting to the feasibility of its
use, will enable the achievement of new biocontrol agents.

Keywords: Antagonism, bioactive compounds, biological control, Plenodomus destruens,
Thielaviopsis paradoxa, Xanthomonas campestris.

Guidance Committee: Dr. Marcelo Ferreira Fernandes-Embrapa (Major-Professor) e Dra. Erika Cristina Teixeira
dos Anjos- Embrapa (Co-Major Professor).



1. INTRODUCAO

O solo é um ambiente estruturalmente complexo constituindo um importante
reservatorio da diversidade microbiana. Os diferentes perfis dos solos favorecem a formacéo
de microambientes especificos regulados por condic@es fisico-quimicas, as quais influenciam
diretamente na diversidade dos micro-organismos. Entretanto, grande parte desta diversidade
ainda permanece desconhecida, uma vez que a maioria dos micro-organismos nao Ssao
recuperados e cultivados por técnicas convencionais.

Diversos fatores podem estar relacionados a ndo-culturabilidade dos micro-organismos
presentes no solo, dentre os quais se destacam as dificuldades em simular as condi¢cdes do
ambiente natural. Os requerimentos nutricionais especificos, condi¢cdes de temperatura, pH,
interacOes intra e interespecificas sdo fatores limitantes do crescimento em condicdes
laboratoriais.

Bactérias do solo representam uma fonte abundante de compostos biologicamente
ativos. Estudos tém revelado que a combinacdo entre diferentes pré-tratamentos e meios
seletivos tem permitido o isolamento de bactérias raras de habitats naturais e possivelmente,
de novas fontes de compostos bioativos, entretanto ndo se pode desconsiderar o potencial
bioativo de bactérias de cultivo comum.

O género Bacillus é amplamente distribuido no solo, e sua versatilidade metabdlica
permite a sintese de uma ampla variedade de compostos bioativos estruturalmente complexos,
a exemplo dos antimicrobianos. Particularmente, as vias metaboélicas da sintase policetideo e
da sintetase peptideo ndo-ribossomal tém sido associadas a biossintese desses compostos. A
deteccdo de genes que codificam para essas vias tem constituido uma ferramenta adicional
para a identificacdo de isolados que sintetizam esses compostos.

A atividade antagdnica de um micro-organismo a partir da sintese de antimicrobianos
tem sido uma estratégia de selecdo massal de antagonistas potenciais para o controle de
fitopatogenos. AvaliacBes in vitro e in vivo tém revelado a eficcia de espécies do género
Bacillus spp. na supressao de diversos fitopatdgenos agregada a sintese desses compostos.

Estudos tém demonstrado uma correlagdo positiva entre supressividade natural dos
solos e a presenca de grupos antagonistas especificos. O isolamento de bactérias a partir
desses solos pode possibilitar o acesso a agentes promissores de controle bioldgico.

Diante disso, o isolamento de bactérias de cultivo raro e comum a partir desses solos
pode constituir em uma estratégia de selecdo de novos antagonistas potenciais. O uso desses

micro-organismos pode representar uma alternativa de controle, sobretudo em decorréncia da



necessidade de cultivares resistentes e da observada reducéo da eficacia de muitos defensivos
agricolas, bem como dos problemas de ordem ambiental associados ao uso indiscriminado e
prolongado destes.

Nesta perspectiva, 0 presente estudo teve por objetivo isolar e avaliar o potencial dos
isolados quanto a atividade antagbnica in vitro frente a fitopatdgenos de interesse agricola

bem como detectar a presenca de genes associados a sintese de compostos bioativos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Diversidade microbiana do solo

O solo € um ambiente altamente heterogéneo e estratificado, o que reflete diretamente
na diversidade fisioldgica e metabolica da sua biota (KELLER e ZENGLER, 2004). Sua
extrema complexidade resulta da interacdo de varios parametros, a exemplo da textura,
estrutura, teor de agua, pH, variacdes climaticas e atividade biética (ROBE et al.,2003). Dessa
forma, o solo compreende uma variedade de microambientes, com gradientes fisico-quimicos
e condicBes ambientais descontinuos. Os micro-organismos apresentam elevada
adaptabilidade a esses microambientes (TORSVIK e OVREAS, 2002), resultando na sua
ampla diversidade.

A diversidade microbiana do solo é em grande parte desconhecida. Apenas uma
pequena proporcdo da diversidade bacteriana total do solo (0,1-10%) pode ser recuperada e
cultivada por técnicas convencionais (TORSVIK et al.,1990). Estudos sugerem que uma
parcela significativa (90-99%) dos micro-organismos do solo encontra-se em um estado
fisioldgico vidvel, mas ndo cultivivel (RONDON et al.,1999). As células entram nesse estado
em resposta a condicdes de estresse, como uma estratégia de sobrevivéncia a condicOes
adversas, a exemplo de temperaturas, concentracdes de oxigénio e salinidade fora da faixa de
crescimento (OLIVER, 2005).

Segundo Moran (2006) alguns micro-organismos em comunidades naturais Sao
obrigatoriamente dependentes de outras espécies de organismos, o que explicaria o fato de
apenas uma pequena parcela destes serem cultivados em laboratério. Para Kaeberlein et al.,
(2002) os mecanismos de sinalizacdo celular intraespecificas no ambiente natural limitam o
cultivo destes em meios artificiais. Baseado nas relagcdes simbidticas, métodos de co-cultivo
tem permitido o isolamento de bactérias de cultivo raro (SUBRAMANI e AALBERSBERG,
2013). Fatores como requerimentos nutricionais especificos, pH e temperatura também
contribuem para o ndo-cultivo destes micro-organismos in vitro.

Estimativas revelam que um grama de solo pode conter aproximadamente 8,3 milhdes
de bactérias (GANS et al., 2005). Segundo andlises baseadas nos genes 16S RNAr a

microbiota do solo é representada por 32 filos bacterianos, dentre 0s quais predominam
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Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrumicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes e Firmicutes (JANSSEN, 2006).

A microbiota do solo representa uma importante fonte de compostos biologicamente
ativos (DONADIO et al., 2002). A versatilidade metabdlica dos micro-organismos do solo
permite a sintese de uma variedade de metabdlitos secundérios, dentre os quais, 0S
antimicrobianos sdo os mais bem estudados, com grande aplicabilidade na agroinddstria
(BARRIOS-GONZALEZ et al., 2003).

A enorme diversidade de micro-organismos pode representar uma das mais
abundantes fontes de novos antimicrobianos (KELLER e ZENGLER, 2004). Segundo
Hunter-Cevera (1998) a diversidade microbiana bem como de seus metabdlitos secundarios
sdo essenciais em processos biotecnoldgicos.

Diante disso, tem ocorrido um aumento no interesse acerca do conhecimento da
diversidade microbiana em solos até entdo pouco explorados, uma vez que estes podem
representar possivelmente o acesso a novos antimicrobianos. Neste sentido, 0s solos
supressivos, que previnem naturalmente o estabelecimento de patégenos ou inibem as suas
atividades patogénicas, tém se destacado, sobretudo em decorréncia de relatos sobre a
supressao destes a uma variedade de fitopatdgenos (BETTIOL e GHINI, 2005). Segundo
Mazzola (2002), os solos supressivos podem fornecer uma extensa fonte de agentes potenciais

para o controle bioldgico.

2.2. Metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios sdo compostos estrutural e quimicamente complexos que
apresentam ampla atividade bioldgica, sendo ndo essenciais ao crescimento, mas requeridos
em situacdes de estresse, em particular quando ha o esgotamento de macronutrientes como
carbono, nitrogénio e fosfato (BARRIOS-GONZALEZ et al., 2003).

Metabdlitos secundarios microbianos incluem antibidticos, pigmentos, toxinas,
indutores de competicdo ecoldgica e simbiose, inibidores de enzimas, agentes imuno-
moduladores, antagonistas, agonistas, pesticidas, agentes tumorais e promotores de
crescimento. As vias do metabolismo secundario séo ativadas pela exaustdo de nutrientes,
diminuicdo da taxa de crescimento e adi¢cdo de um indutor (DEMAIN, 1998).

Antibidticos sintetizados por micro-organismos exibem atividade antimicrobiana,

antitumoral e antiviral, sendo produzidos na fase estacionaria do crescimento (SENGUPTA et
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al., 2013), na fase exponencial a sintese de metabdlitos secundarios ainda é baixa. Os
antibidticos podem ser sintetizados ribossomicamente ou sem a participacdo direta dos
ribossomos, configurando as vias biossintéticas das sintases de policetideos e sintetase de
peptideos ndo-ribossomais, respectivamente (TAMEHIRO et al.,2002).

No habitat natural, as diversas comunidades microbianas existem em redes
multicelulares que constituem um enorme reservatorio de diferentes atividades metabolicas
sob constante pressdo seletiva, o que reflete diretamente na diversidade dos metabolitos
secundarios produzidos. Os antibidticos exercem efeitos especificos no ambiente natural
sendo necessarios para a sobrevivéncia do micro-organismo, uma vez que oferecem vantagem
competitiva (SENGUPTA et al., 2013).

In vitro, os requisitos ideais para a biossintese de metabolitos secundarios ndao sao
necessariamente idénticos aqueles do crescimento, sendo a sua otimizacédo influenciada pelas
condigdes de cultivo (KNIGHT et al., 2003) como, por exemplo, alteragdes na composicéo do
meio, aeracdo, além da introducéo de inibidores enzimaticos (KURTBOKE, 2012). Carvalho
et al., (2010) demonstraram a eficiente sintese in vitro de metabolitos secundarios por
espéecies de Bacillus subtilis sob limitacdo de oxigénio, mas na presenca de nutrientes
essenciais como carbono e nitrogénio. Vérias estratégias visando a otimizacdo das condicGes
de cultivo tém sido utilizadas para a melhoria dos processos industriais, proporcionando uma
producdo em larga escala e conseqlientemente a reducéo de custos para a comercializacdo do
produto (DEMAIN, 2006).

Estudos demonstram que a sintese dos metabdlitos pode ser regulada pela fonte de
carbono introduzida no meio de cultura, o qual atua ativando ou reprimindo vias metabdlicas
associadas a biossintese (RUIZ et al., 2010). Grande parte desses metabdlitos secundarios ndo
sdo sintetizados in vitro, uma vez que cerca de 90% dos genes biossintéticos ndo sdo
expressos (TIWARI e GUPTA, 2012). Anélises genémicas podem contribuir para a
descoberta de novos metabdlitos.

Ao longo das ultimas quatro décadas, diversos estudos demonstraram que 0S
metabolitos secundarios, em particular os antibi6ticos produzidos por bactérias provenientes
do solo ou associadas a plantas, séo fatores-chave na supressdao de fitopatdgenos. A maioria
das bacterias que atua no biocontrole apresenta um amplo espectro de atividade a partir da
producdo de maltiplos antibidticos, com diferentes graus de agdo e que podem sobrepor-se
(RAAIJMAKERS e MAZZOLA, 2012).

Inimeros antibidticos tém sido isolados a partir de agentes de biocontrole

representados por diferentes géneros bacterianos (RAAIJMAKERS et al., 2002). De acordo
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com a origem biossintética, estes podem ser atribuidos a diferentes grupos a exemplo dos
policetideos, peptideos nédo-ribossomais, ao hibrido policetideo-peptideo nédo-ribossomal,

aminoglicosideos, dentre outros (KANG et al., 2012).

2.3. Vias biossintéticas da sintase de policetideos (PKS) e da sintetase de peptideos néo-
ribossomal (NRPS)

As rotas biossintéticas estdo relacionadas a alta diversidade quimica dos produtos
naturais. A especificidade bioquimica e elevada afinidade desses produtos a alvos biol6gicos
tém gerado uma expectativa quanto a busca de novos antimicrobianos (MOLINARI, 2009).

As classes de compostos isolados a partir de micro-organismos incluem o0s
policetideos e o0s peptideos ndo-ribossomais, 0s quais sdo sintetizados por complexos
multienzimaticos denominados sintase de policetideos (PKS) e sintetase de peptideos néo-
ribossomal (NRPS), respectivamente.

Os policetideos sdo metabdlitos secundarios estruturalmente complexos sendo
produzidos por bactérias, fungos e plantas. As PKSs sdo complexos multienziméaticos que
modulam a estrutura e funcdo desses compostos, catalisando as etapas de alongamento da
cadeia assim como as modificagdes ocasionadas pela adicdo de grupos funcionais. A agéo
dessas enzimas em conjunto ou uma expressdo diferenciada de algumas delas resulta em
diferentes classes de policetideos (PASTRE et al., 2007). Estudos sugerem que a expressao
dessas enzimas em bactérias é regulada pelas condi¢des de cultivo (UEKI et al.,2013). Os
policetideos podem ser classificados em quatro grupos: aromaticos, macrolideos, poliéteres e
polienos. Estes compostos apresentam uma gama de aplicacGes como bactericidas, fungicidas
e promotores de crescimento.

As PKSs podem ser classificadas em trés tipos: PKS tipo I, tipo Il e tipo I1l. Na PKS
tipo I, os ciclos de extensdo da cadeia e processamento do grupo ceto ocorrem dentro de
dominios cataliticos de um polipeptideo multifuncional. Estas se classificam ainda como
iterativas ou modulares quando presentes em fungos e bactérias respectivamente. Na PKS tipo
Il as atividades enzimaticas ocorrem em proteinas separadas e dissociaveis. Quando o
comprimento apropriado é atingido, a cadeia policeto resultante é submetida a uma unica
reducdo seguida por ciclizacdo, aromatizacdo e outras modificacdes pds-traducionais. Estas
enzimas sao muitas vezes referidas como PKS aromaticas, uma vez que a maioria dos
metabolitos sintetizados é caracteristico desse grupo. Na PKS tipo Il os dominios cataliticos

agem diretamente sobre precursores de acil-CoA, ndo utilizando proteinas transportadoras
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(MOSS et al., 2004). Anélises moleculares a partir de amostras ambientais demonstraram que
0s genes PKS tipo | sdo em geral habitats especificos, sugerindo que o isolamento de micro-
organismos de fontes pouco exploradas pode contribuir para a identificacdo de metabolitos
bioativos inéditos (HILL et al., 2014).

Peptideos ndo-ribossomais sdo amplamente produzidos por bactérias, podendo atuar
como substrato para a biossintese de estruturas mais complexas e ainda serem incorporados
como acidos graxos ou policetonas (KLEINKAUF e VON DOHREN, 1996).

Um grande namero de oligopeptideos bioativos é produzido por bactérias e fungos por
meio de um mecanismo ndo-ribossomal. As NRPS séo grandes enzimas modulares referidas
como sintetases peptideos ndo-ribossomais, que catalisam a biossintese de peptideos de baixo
peso molecular. Sdo divididas em mddulos, em que cada um destes é responsavel pela
incorporacdo de uma Unica unidade monomérica. Cada modulo é composto de dominios
cataliticos, o de poliadenilacdo (A), a proteina transportadora de peptideo (PCP) e o dominio
de condensacdo (C). Um dominio adicional pode ser encontrado, o tioesterase (TE),
responsavel pela liberacdo do produto (KOPP e MARAHIEL, 2007). Todos estes complexos
enzimaticos multimodulares realizam a iniciacdo, alongamento e terminacdo da cadeia
(SHALIGRAM e SINGHAL, 2010). Vérios metabolitos secundarios importantes sdo
sintetizados por essa via como antibioticos, a exemplo das polimixinas, cicloserinas,
bacitracinas dentre outras (DEWICK, 2002).

Ferramentas da bioinformética tém permitido a identificacdo de genes PKS e
NRPS em genomas bacterianos e de vias que codificam compostos quimicos Unicos
(BODDY, 2014). Analises de 223 genomas bacterianos demonstraram que cerca de 50%
destes contem pelo menos um dos genes que codificam para PKS ou NRPS, existindo uma
correlacdo entre tamanho do genoma acima de 5Mb e o nimero total de pares de bases destes
genes. Em termos de distribuicdo, as Actinobacteria e as y-Proteobacteria contribuem com a
maioria dos genes (DONADIO et al., 2007). A atividade antimicrobiana de metabolitos
associados a essas vias tem sido relatada por diversos autores (ARASU et al., 2013;
ARGUELLES-ARIAS et al., 2009;WEBER et al., 2003).

Estudos tém revelado a atuacdo desses compostos no controle de fitopatdgenos. Chen
et al., (2009) demonstraram a eficiéncia de antibidticos sintetizados por Bacillus
amyloliquefaciens FZB42 no antagonismo in vitro e na supressdo in vivo de Erwinia
amylovora, agente causal do fogo bacteriano. Analises genémicas de estirpes de B.
amyloliquefaciens AS 43.3 associadas ao controle da fusariose do trigo identificaram a

presenca de sete clusters de genes biossintéticos das vias NRPS e PKS. A expressao in vitro
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dos policetideos e dos peptideos ndo-ribossomais metabolicamente ativos (DUNLAP et al.,
2013) comprovaram a atividade antimicrobiana desses compostos contra o fitopatdgeno.

A atividade antifangica de estirpes de Bacillus thuringienses relacionada a acdo de
antibidticos lipopeptidicos foi reportada por Abderrahmani et al. (2011). Kim et al., (2004)
relataram o antagonismo in vitro de B. thuringienses CMB26 associado & sintese de um
antibiotico lipopeptidico contra um amplo espectro de fitopatdgenos flngicos.

Guo et al., (2014) relataram o potencial de Bacillus subtilis NCD-2 no controle de
Rhizoctonia solani a partir da correlagdo direta entre sintese da fengicina e atividade
antagonica in vitro e supressdo in vivo do fitopatdgeno, agente causal do tombamento de
plantulas de algodoeiro.

Mageshwaran et al., (2012) ao caracterizar um lipopetideo isolado a partir de
Paenibacillus polymyxa HKA-15, observaram um amplo espectro de inibi¢&o in vitro contra
os fitopatdgenos bacterianos Xanthomonas campestris pv. phaseoli M-5, X. campestris pv.
phaseoli CP-1-1, Xanthomonas oryzae e Ralstonia solanacearum. Choi et al., (2008)
relataram o potencial antifangico do peptideo nao-ribossomal fusaricidina isolado a partir da
estirpe Paenibacillus polymyxa E681.

O mecanismo de biocontrole mediado pela expressédo de genes PKS e NRPS tem se
mostrado predominante na supressao de diversos fitopatogenos. Diante disso, a deteccédo

desses genes corresponde a uma estratégia relevante para a selecdo de bactérias antagonistas.

2.4. Género Bacillus

O género Bacillus (familia Bacillaceae) é fenotipica e genotipicamente heterogéneo
(SLEPECKY e HEMPHILL, 2006). Estes micro-organismos sdo gram-positivos, aerdobios e
de ocorréncia ubiqua, a sua capacidade de sobreviver em diversos ecossistemas é baseada na
producdo de endosporos, propriedades fisiologicas e, em particular na producdo de
antibioticos (HAMDACHE et al., 2013). A producdo de esporos favorece a sobrevivéncia
destes micro-organismos em condigfes ambientais adversas, a exemplo de faixas de
temperatura e pH extremos, escassez de nutrientes, dentre outros (DRIKS, 2004).

Espécies do género Bacillus sdo metabolicamente versateis, o que permite a sintese de
uma ampla variedade de compostos bioativos estruturalmente complexos, a exemplo dos
policetideos, lipopeptideos, siderdforos e peptideos (HAMDACHE et al., 2011) de grande

aplicabilidade biotecnoldgica.
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A maior parte dos antibidticos sintetizados por espécies do género Bacillus sdo
polipeptideos ndo-ribossomais. B. subtilis sintetiza mais de duas dazias de antibidticos
(MANNANOV e SATTAROVA, 2001; SANSINENEA e ORTIZ, 2011). Em Bacillus, a
producdo de antibidticos é cepa-especifico (STEIN, 2005). Anélogos sintéticos destes tém
sido descritos na literatura (ROBERTSON et al., 2013).

A sintese de antibidticos com atividade antifungica e antibacteriana, formacdo de
esporos e ampla distribuicdo nos solos, os tornam excelentes candidatos a agentes de controle
biologico (SANSINENEA e ORTIZ, 2011). A sua atividade antagbnica tem sido
constantemente associada a sintese de metabolitos secundarios (ZHAO et al., 2010). Embora,
esses micro-organismos sejam portadores de uma multiplicidade de mecanismos de acdo
(ZHAO et al., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado a eficiéncia de espécies do género Bacillus como
agentes de controle biolégico. Ashwini e Srividya (2014) relataram a reducdo in vitro de 65%
na severidade da antracnose em pimenta pela atividade antagonica de B. subtilis. Kurabachew
e Wydra (2013) em testes in vivo com B. cereus observaram uma reducdo na incidéncia da
murcha bacteriana de 33,6% e 48,8% respectivamente em duas variedades do tomateiro.
Dados semelhantes foram constatados por Lin et al., (2014) em testes in vivo, com uma
reducdo na incidéncia da murcha de fusario em pepino de 41 a 58% por estirpes de Bacillus.
O amplo espectro de acdo das substancias antimicrobianas sintetizadas por micro-organismos
do género Bacillus possibilita a utilizacdo destes no controle de diversos fitopatdgenos
fangicos e bacterianos.

Park et al., (2013) relataram a inducéo da resisténcia sistémica por estirpes de Bacillus
vallismortis BS07 anteriormente ja associadas a sintese de antibidticos. As estirpes foram
eficientes na supresséao in vivo dos fitopatdgenos Pectobacterium carotovorum, Phytophthora
capsici e Colletotrichum acutatum, os quais estdo relacionados a perdas significativas em
culturas da pimenta. Segundo Kloepper et al., (2004) especies do género Bacillus que
induzem a resisténcia sistémica estdo intimamente associadas a promocao de crescimento em
plantas.

A fim de explorar o seu potencial como agentes de controle bioldgico, nos ultimos
anos tem se destacado o desenvolvimento e comercializacdo de formulacGes a base destes
micro-organismos. Lahlali et al., (2013) relataram a eficiéncia do biofungicida Seranade®
(Bacillus subtilis QST 713) na supressdo do Plasmodiophora brassicae em plantas de canola,
com uma reducdo de 94 a 96% na severidade da doenca. Os principais mecanismos de agédo

de Bacillus subtilis QST 713 sdo a competicdo por espago, por nutrientes, e a antibiose por
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meio da sintese de iturinas, surfactinas e agrastatinas que em sinergismo, inibem o
crescimento dos tubos germinativos, a germinacdo dos esporos, podendo provocar a
destruicdo da celula do patégeno (MARRONE, 2002). Produtos a base de Bacillus spp.
correspondem a aproximadamente metade dos agentes bacterianos de biocontrole
comercialmente disponiveis no mercado (FRAVEL, 2005).

2.5. Importancia econdmica dos fitopatdgenos e perspectivas para seu controle

Perdas produtivas significantes no setor agricola tém sido continuamente associadas a
crescente incidéncia de fitopatdgenos em culturas de importancia econdmica. No cenario
nacional, diversos fitopatdgenos fungicos e bacterianos merecem destaque em funcdo das
extensas perdas econémicas ocasionadas e dificuldades de controle.

A produgdo de coco no Brasil esta distribuida por quase todo territério nacional,
concentrando-se na regido litoranea do Nordeste (FONTES et al., 2000). A resinose do
coqueiro foi registrada pela primeira vez no estado de Sergipe, na regido do Platd de Nedpolis
no ano de 2004, sendo observada rapida disseminacdo a partir desse relato. A doenca é
ocasionada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa Hoéhn, o qual estd associado a prejuizos
significativos na cultura do coqueiro em todo o pais. O fungo é um patdégeno de ampla
variedade de hospedeiros, existindo registros de incidéncia, além do coqueiro, em plantas de
mais de 10 familias diferentes (MAPA, 2014). Tem como principais sintomas, lesfes
escurecidas no tronco acompanhadas da liberacdo de um liquido de coloracdo marrom-
avermelhado, o que pode acarretar na necrose gradual da planta (WARWICK e PASSOS,
2009). Segundo Ferreira et al. (2007), a disseminacdo da doenca se da através de insetos e
solos contaminados. Relatos do aparecimento da doenca pos-colheita tém sido descritos
(PINHO et al., 2013). Na literatura ndo existem registros de medidas de controle da doenca.

No Brasil, a batata-doce é cultivada em todas as regifes, sendo que a maior produgéo
concentra-se na regido Sul, com 45% do total, entretanto a maior area cultivada encontra-se
no Nordeste com destaque para o estado da Paraiba (PEREIRA et al., 2011). Em Sergipe, a
cultura é umas das principais fontes de renda para a agricultura familiar (MELO et al., 2009).

A principal doenga da cultura no Brasil é o mal-do-pé, causada pelo fungo
Plenodomus destruens Harter, o qual pode ocasionar ate 80% de perda em variedades
susceptiveis (LOPES et al.,1994; PEREIRA et al., 2011). Em relagdo a disseminacdo, o
patdgeno cresce a partir de raizes contaminadas, infecta as brotacGes, de onde é propagado

durante o transplante para o campo de cultivo. Ventos acompanhados de chuva, insetos,
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ferramentas e roupas dos trabalhadores também podem disseminar conidios do patdgeno
(PEREIRA et al., 2011). Os principais sintomas da doenc¢a sdo um cancro escuro de coloracéo
variando de castanha a preta nas hastes localizadas proximas a regido do coleto, sendo a
principal medida de controle o uso de cultivares resistentes (PEREIRA et al.,2013). Estudos
desenvolvidos por Truta et al., (2000) destacaram a Alad, Canelinha, Dodd e Princesa,
resultados semelhantes em relacdo a esta Ultima cultivar foi observada por Pereira et al.,
(2013) sendo também relatada a resisténcia em Brazlandia Roxa e Beauregard. Segundo Xiao
et al., (2002) o controle eficaz de fitopatdgenos fungicos requer a integracdo de diferentes
medidas.

Entre as bacterioses, pode-se destacar a podriddo negra, cujo agente etiologico é a
bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris Pammel . Esta doenca acomete culturas da
familia Brassicaceae, em particular das espécies de repolho e couve-flor (MARIANO et al.,
2001). No Brasil, a distribuicdo do patégeno é generalizada sendo encontrada praticamente
em todas as regides produtoras, cuja principal forma de disseminacdo ocorre por meio de
sementes contaminadas (RODRIGUES-NETO e MALAVOLTA, 1995), podendo causar
perdas totais em cultivares susceptiveis (MAPA, 2014). Os sintomas da doenca sdao murcha e
queima das folhas e em estagio avangado lesdes na nervura principal com uma coloracao
marrom-clara. As principais medidas de controle sdo o tratamento de sementes com
antibidticos ou tratamento térmico, uso de fungicidas e de cultivares resistentes (MARIANO
et al., 2001). Entre as cultivares, pode-se destacar a Master AG-325 (HENZ e MELO, 1994) e
a Badger 1-16 (JENSEN et al., 2005).

O uso de defensivos agricolas constitui a principal medida de controle, entretanto em
funcdo dos problemas ambientais atrelados ao uso intensivo destes, tem-se buscado
alternativas mais eficazes, de menor custo e menos impactantes ao meio ambiente. Diante
disso, o controle biologico tem se tornado uma possibilidade vidvel (ROMEIRO, 2005).
Segundo Michereff et al., (2005) o sucesso do controle bioldgico esta no isolamento e selecéo
de antagonistas potenciais, em um curto periodo e com baixo custo. De acordo com Bettiol
(1991) do ponto de vista ecoldgico, o sucesso de um antagonista depende da sua
adaptabilidade ao habitat inserido. Dessa forma, faz-se necessario o conhecimento acerca da
ecologia do antagonista uma vez que fatores edafo-climaticos podem ser limitantes a sua
eficiéncia.

Baseado nas interagdes antagbnicas, 0s principais mecanismos atuantes no biocontrole
sdo: antibiose, competicdo por nutrientes e nichos ecologicos, parasitismo direto, protecao

cruzada e indugdo de resisténcia intrinseca (ROMEIRO, 2005). Em particular, testes de
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antibiose in vitro tém constituido uma estratégia de sele¢cdo massal de candidatos a agentes
promissores. Estes se baseiam na interacdo em que um ou mais metabdlitos sintetizados por
um micro-organismo tém um efeito danoso sobre o outro, inibindo a germinacdo e
crescimento ou inativando a célula por toxicidade quimica (MICHEREFF et al., 2005).
Segundo Kupper et al.,(2003) micro-organismos que agem por antibiose, em geral, ttém amplo
espectro de agdo, sendo a producdo de substancias antimicrobianas mais efetiva do que
qualquer outro mecanismo de acao envolvido.

Nos Ultimos anos tem havido um aumento do interesse na obtencdo de formulagoes
microbianas, embora no Brasil sejam poucos 0s produtos que chegam a escala comercial. 1sso
se deve a dificuldade no desenvolvimento do agente microbiano em quantidade suficiente
para aplicacdo em grandes areas cultivadas e em concentraces adequadas. Na
comercializagdo de um produto deve-se levar em consideragdo a eficiéncia dos isolados,
otimizacdo das formulagdes, baixo custo, inocuidade ao ambiente, aplicacéo facil e eficiente
(SILVEIRA, 2001). Segundo Schisler et al., (2004) a eficacia desses produtos depende da
selecdo de agentes potenciais, maxima producdo de biomassa e viabilidade do ingrediente
ativo. No Brasil, grande parte das formulagdes microbianas registradas e comercializadas tem
como ingrediente ativo bactérias, geralmente importadas da Europa, Estados Unidos e Japao
(LOPES, 2009).

O isolamento de bactérias com potencial bioativo promissor associado a experimentos
em casa-de-vegetacdo e em campo que atestem a viabilidade do seu uso possibilitara a

obtencgéo de novos agentes de biocontrole.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e processamento do solo

As amostras de solo com registro de supressividade natural a diferentes doencgas foram
coletadas em trés municipios da regido Agreste do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil:
1) Municipio de Bonito (Solo 1 — S1), em areas sob cultivo de couve-chinesa e com de
supressividade a rizoctoniose, murcha-de-fusario do feijdo-caupi e murcha-de-fusario do
tomateiro; 2) Camocim de S&o Félix (Solo 2 — S2), em é&reas cultivadas com milho e
supressividade a murcha-de-fusario do feijao-caupi e 3) Bezerros (Solo 3 — S3), em area com
vegetacdo secundaria supressiva a rizoctoniose e a murcha-de-fusario do feijdo-caupi
(ANDRION, 2009).

As coletas foram realizadas no periodo de 14 a 16 de agosto de 2013, sendo as
amostras acondicionadas em sacos plasticos de polietileno e encaminhadas ao Laboratorio de
Microbiologia do solo (LMS) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, onde foram
mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o processamento. As amostras foram peneiradas com

malhas de 2 mm de abertura e secas ao ar por 24 h.

3.2. Cultivo e isolamento

Para o cultivo e isolamento de bactérias foram utilizados dois protocolos descritos por
Hayakawa e colaboradores (1997; 1995) com modificacdes.

No primeiro protocolo (Tratamento 1), 1g dos solos processados foram suspensos em
10mL de &gua destilada esterilizada contendo cloramina T a 1% com incubagéo a 30° C por
30 min. Posteriormente, uma aliquota de 0,5mL da suspenséao foi transferida para 4,5mL da
solucdo de tampdo fosfato (5mM, pH 7,0), sendo serialmente diluida a 10° e 10°
(HAYAKAWA et al., 1997).

No segundo protocolo (Tratamento 2), 1g dos solos processados foram inicialmente
macerados e depois submetidos ao aquecimento em estufa a 110°C por uma hora. Apos este
periodo, as amostras foram suspensas em 10mL de agua destilada esterilizada contendo fenol
a 1% com incubagéo a 30° C por 30 min. Uma aliquota de 0,5mL da suspensao foi transferida
para 4,5mL da solucdo de tampao fosfato (5mM, pH 7,0), sendo serialmente diluida a 10 e
10° (HAYAKAWA et al., 1995).
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No controle (Tratamento 3), 1g dos solos processados foram suspensos em 10mL de
agua destilada esterilizada. Uma aliquota de 0,5mL da suspensdo foi transferida para 4,5mL
da solucdo de tampéo fosfato (5mM, pH 7,0), sendo serialmente diluida a 10° e 10°°.

Para todas as dilui¢des obtidas nos diferentes tratamentos, uma aliquota de 100 pL foi
inoculada pelo método de espalhamento em placas de petri de 9 cm de didmetro contendo seis
diferentes meios de cultura, com composi¢do original e diluicdes, sendo estes: M1) ISP2
(4,0g/L extrato de levedura; 10g/L extrato de malte; 4,0g/L dextrose) (PRIDHAM et al.,
1957); M2) ISP2 diluido 1:10, M3) ISP2 diluido 1:100, M4) VL55 (1,95¢g/L é&cido 2-
morfolinoetanosulfénico; 0,0493g/L MgSQO,.7H,0; 0,0441g/L CaCl, 2H,0; 0,0264g/L
(NH;)2HPO,; 1mL/L solucdo selenito tungstato; 1mL/L solucdo SL-10; 1mL/L solucdo de
vitaminas 1; 3mL/L solucdo de vitaminas 2; 5mL/L xilana 5% ) (SAIT et al., 2002); M5)
YMA (10,0g/L manitol; 0,59/L K,HPOQOy4; 0,2 g/L MgS0,4.7H,0; 0,1 g/L NacCl; 0,5 g/L extrato
de levedura) e M6) YMA diluido 1:10 (pH 6,0). Todos os meios de cultura citados foram
solidificados com gelana (Phytagel, Sigma) na concentracdo de 1,6%, e suplementados com
cicloheximida (10ug/mL), com ajuste de pH 6,0. Posteriormente, as placas foram incubadas a
30°C por um més, sendo realizadas leituras apos 3 dias e 7dias, e a partir de entdo, a cada 7
dias. Para cada tratamento foram inoculadas 4 repetic6es (placas).

Apos a leitura do 7°, 14° e 30° dias, isolados foram selecionados aleatoriamente e
entdo repicados para novas placas contendo seus respectivos meios de origem. Apos a
purificacdo, os isolados foram preservados em meio inclinado (de origem) com 6leo mineral a
4°C e em meio liquido com glicerol a 50% sendo armazenados nas temperaturas de -20°C e -
80°C.

3.3. Teste de antibiose e selecdo dos antagonistas potenciais

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos isolados foi realizada uma selecéo
priméaria em meio so6lido pelo método de dupla camada (SALAMONI et al., 2010).

Os fitopatdgenos utilizados foram os fungos Thielaviopsis paradoxa (TC-003) e
Plenodomus destruens isolados respectivamente do estipe do coqueiro procedente da regido
do Platd de Neopolis e da batata doce da regido de Nossa Senhora da Gloria, ambos
armazenados no banco do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Tabuleiros Costeiros.
Para reativagéo, estes foram transferidos para meio BDA (batata dextrose agar, pH 5,6), sendo

entdo incubados em BOD a 26°C por 7 e 30 dias, respectivamente.
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Para o preparo da suspensdo fangica, 5mL de Tween 0,05% foram adicionados as
placas e com o auxilio de uma espatula esterilizada, o micélio foi raspado até que todo seu
conteudo se desprendesse, sendo 0 processo repetido por trés ou quatro vezes. Posteriormente,
o contetdo foi filtrado em uma peneira esterilizada, sendo obtido o in6culo. Os conidios da
suspensdo foram contados em camara de Newbauer e a concentracdo da suspensdo foi
ajustada para 10° conidios/mL.

Para a reativacdo das bactérias obtidas, uma aliquota de 100uL dos isolados
preservados em glicerol foi inoculada em erlenmeyers contendo 20mL do meio YMA liquido
com incubacdo sob agitacdo orbital (120rpm/30°C). Apds o periodo de incubacdo, 1mL dos
indculos foi distribuido em eppendorfs, centrifugados (14000rpm/4°C por 5min) até a
obtencdo de um pellet, sendo o sobrenadante descartado. O pellet obtido foi ressuspendido em
agua destilada esterilizada e posteriormente homogeneizado em vortex. A densidade Optica (A
= 500 nm) do pellet ressuspendido foi ajustada para 0,7. Uma aliquota de 10uL dos isolados
foi inoculada em extremidades opostas (dois spots/placa) em placas contendo YMA, as quais
foram incubadas a 30°C por 7 dias.

Para a avaliacdo dos isolados quanto a eficiéncia na inibicdo dos fungos
fitopatogénicos, 9mL do meio BDA fundido acrescido de 1mL da suspensdo flungica
contendo 10° conidios/mL foram vertidos em placas contendo 10mL de YMA inoculados
previamente com os dois spots dos isolados-teste e dos controles (cicloheximida e agua
destilada esterilizada). Posteriormente, as placas foram incubadas em BOD a 28°C por 72h.
Apos o periodo de incubacdo, a formagdo de halo de inibicdo foi observada, sendo este
considerado como um indicativo de isolado com potencialidade antagonistica.

3.4. Atividade antimicrobiana dos filtrados extracelulares dos isolados antagonistas

Os isolados que formaram halo de inibicdo na presenca de ambos os fitopatdgenos no
teste qualitativo descrito no item anterior foram submetidos ao teste de antagonismo em meio
liquido para fungos e de inibigdo em placas de microtitulacdo para bactérias.

Para a obtencdo dos filtrados extracelulares, aliquotas de 100pL dos isolados
preservados em glicerol foram inoculadas em erlenmeyers contendo 70mL do meio YMA
(com o extrato de levedura 10X mais concentrado que a composicdo original) liquido, sendo
os frascos submetidos a agitacdo orbital (120 rpm/30°C) por 7 dias. Apos este periodo, 1mL

do contetdo liquido foi transferido para eppendorfs a fim de avaliar a densidade optica (A =
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500 nm), sendo preestabelecido uma D.O >2,5 para a coleta dos filtrados bacterianos, a fim de
assegurar que todos os isolados atingiram o crescimento estacionario.

Os indculos que atingiram a leitura da D.O anteriormente estabelecida foram
transferidos para tubos falcon esterilizados, centrifugados (14000 rpm/5 min), sendo o
sobrenadante filtrado em membrana de nitrocelulose (TPP®) 0,22um. Os filtrados obtidos
foram armazenados a -20°C para posterior avaliacdo nos testes de antagonismo. Para fins
comparativos utilizou-se como controle, isolados de Bacillus pumilus (estirpe QST 2808)
obtidos de um fungicida comercial, sendo estes submetidos as mesmas condicdes citadas para
obtencé&o dos filtrados bacterianos.

A fim de garantir a auséncia de células livres, uma aliquota dos filtrados obtidos foi

inoculada em placas de YMA para observacdo da presenca de possiveis contaminantes.

3.4.1. Teste de antagonismo em meio liquido

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filtrados extracelulares, foram
utilizados como micro-organismos alvo os fungos Thielaviopsis paradoxa e Plenodomus
destruens. Aliquotas de 1mL dos filtrados bacterianos obtidos e 1mL da suspensao do micro-
organismo alvo foram adicionados a erlenmeyers de 50mL contendo 5mL do caldo batata
dextrose estéril (pH 5,1). A incubacdo foi realizada sob agitacdo orbital (120 rpm/28°C)
durante 5 dias (VASCONCELLOS, 2008). O controle positivo correspondeu ao filtrado
extracelular do Bacillus pumilus (comercial) acrescido da suspensdo do fungo alvo, como
controle negativo utilizou-se os meios caldo batata dextrose e YMA acrescidos da suspensao
fangica sem a adicdo dos filtrados extracelulares. Todos os tratamentos controle foram
submetidos as mesmas condic¢des descritas para os isolados teste.

Ap0s o periodo de incubacdo, cada amostra foi filtrada em papel de filtro quantitativo
de 9 cm. Anteriormente, os papeis de filtro a serem utilizados foram submetidos a secagem
em estufa a 60°C por 48 h, seguida de pesagem em balanga analitica. As amostras filtradas
foram submetidas ao mesmo procedimento descrito acima. Todos os tratamentos foram
realizados com 5 repeticdes(erlenmeyers).

O crescimento relativo foi avaliado por meio da diferenca entre o peso do papel de

filtro seco e da massa do filtrado fungico, sendo esta expressa pela seguinte equagé&o:

CR% = {1-[(C- T) / C] }x 100
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Em que CR% corresponde ao crescimento relativo ao controle, C é a massa micelial
do controle negativo e T é a massa micelial na presenca dos respectivos filtrados.
Nos tratamentos em que se observou inibicdo total, o pH foi aferido antes da filtracéo

a fim de assegurar que este fator néo influenciou no resultado obtido.

3.4.2. Teste de inibicdo do crescimento bacteriano

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filtrados sobre o fitopatdgeno bacteriano,
foi utilizada a bactéria alvo Xanthomonas campestris 629 IBSBF proveniente da cole¢do de
culturas de fitobactérias do Instituto Biologico, Campinas-SP. Esta foi recuperada em 70mL
de caldo YM (3g/L extrato de levedura; 3g/L extrato de malte; 5g/L peptona; glicose 10g/L),
pH6,0, contido em erlenmeyers de 125mL. O erlenmeyer foi incubado sob agitacdo orbital
(100 rpm/ 28°C) por 24h e a densidade optica (A = 500 nm) do indculo foi ajustada para 0,5.

Aliguotas de 42,5uL dos respectivos filtrados e do indculo da X. campestris foram
adicionados aos pocos de placas para microtitulacdo, contendo 215uL do meio YM, com
incubacdo a 28°C. Como controle negativo foi utilizado o meio YM estéril acrescido do
indculo do fitopatdgeno sem a adi¢do do filtrado extracelular, sendo este submetido a mesma
condi¢do descrita anteriormente, neste teste ndo se utilizou o filtrado do Bacillus pumilus
(comercial).

As proporc¢des (ou volumes) do filtrado, do indculo do fitopatdgeno e do meio YM
foram semelhantes as utilizadas no teste com os fitopatdgenos flngicos. Todos 0s tratamentos
foram realizados com 5 repeti¢Oes (pogos).

A inibicdo do crescimento bacteriano foi avaliada por meio das leituras da D.O em
equipamento leitor de microplacas Expert Plus, realizadas 0, 15, 17, 19 e 21, 24 e 27h apéds a
inoculacdo da X. campestris. Os dados avaliados corresponderam a variacdo observada na
densidade Optica entre o tempo zero e as leituras apos 21h de incubacdo, quando foi
observado o final da fase logaritmica no crescimento bacteriano dos controles sem filtrado

bacteriano.

3.5. Sequenciamento do gene RNAr 16 S

A afiliagdo taxondmica dos isolados antagonistas foi realizada com base nas

sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas conforme descricéo a seguir.
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Para a extracdo do DNA genomico foi utilizado o protocolo de Birnboim e Doly
(1979) com modificacdes. Aliquotas de 100uL dos isolados em estoque foram inoculados em
erlenmeyers contendo 20mL do meio YMA com incubacdo sob agitacdo orbital
(120rpm/28°C) até a observacdo da turvacdo. As amostras foram centrifugadas
(4000rpm/4°C/3min), sendo o sobrenadante descartado e o pellet obtido ressuspendido em
200uL de tampdo GTE gelado. Posteriormente, foram adicionados 400uL da solucdo de
NaOH (0,2N) 1% SDS com incubacdo a temperatura ambiente por 5min. Em seguida, foi
acrescida uma aliquota de 300uL de acetato de potassio seguido de centrifugacdo
(13000rpm/4°C/15min). Uma aliquota de 750uL do sobrenadante obtido na etapa anterior foi
adicionada a 450 L de isopropanol gelado, com centrifugacdo (13000rpm/4°C/15min) a fim
de se obter um pellet. O pellet obtido foi lavado com 1mL de etanol a 70% gelado, sendo
posteriormente centrifugado (13000rpm/4°C/1min). Os DNAs genomicos obtidos foram
armazenados em 40uL de tampdo TE (pH 8,0) sob temperatura de -20°C. Estes foram
quantificados em espectofotobmetro (Thermo Scientific, Nanodrop 2000c).

O DNA extraido foi amplificado por PCR utilizando os primers 27F e 1488R
(ADERIBIGBE et al., 2011). As reacdes para PCR foram preparadas para um volume final
de 25 pL contendo: 15,5uL de &gua ultrapura (Milli-Q); 2,5uL de Buffer; 1,25uL de MgCl.,.
0,5uL de dNTP; 1,0uL de cada primer; 0,25uL de Taq polimerase (Neotaq); 3,0uL do DNA
extraido.

A reacdo da PCR foi realizada em um termociclador Axygen, com a amplificacdo nas
seguintes condicgOes: desnaturagdo inicial a 94°C por 2min, seguido por 35 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1min, anelamento a 50°C por 1min, extensdo a 72°C por 1min e
extensdo final a 72°C por 10min. Os produtos resultantes da PCR foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose (2%) corado com brometo de etidio.

Os produtos da PCR foram purificados com o kit GE Healthcare Life Systems, sendo
enviados para 0 sequenciamento no Centro de Pesquisas sobre o0 Genoma Humano e Células-
tronco, Instituto de Biociéncias, USP. As sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas
foram comparadas as sequéncias de bactérias de referéncia depositadas nas bases de dados do
GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) utilizando o programa BLASTN (ALTSCHUL et
al., 1997).

3.6. Deteccéo de genes PKS-1 e NRPS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Os isolados selecionados foram submetidos a pesquisa de genes PKS-1 e NRPS. Para
isto, foi realizada a amplificacdo por PCR de sequéncias conservadas a partir da utilizacdo de
primers degenerados especificos descritos na literatura (PARSLEY et al., 2011; SACIDO e
GENNILOUD, 2005), (Tabela 1).

Tabela 1. Primers selecionados para a amplificacao de fragmentos dos genes NRPS e PKS-I

Gene Primer Sequéncia 5°3° Fragmento (pb) Referéncia

NRPS A3F GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 700 SACIDO e GENNILOUD,2005
A7TR  SASGTCVCCSGTSCGTA

PKS-1 5LL GGRTCNCCIARYTGIGTICCIGTICCTGIGC 750 PARSLEY etal., 2011
4UU MGIGARGCIYTICARATGGAYCCICARCARMG

As reacdes da PCR foram preparadas para um volume final de 25uL contendo: 2,5uL
de DMSO 10% (dimetilsulfoxido); 11,5 pL de agua ultrapura (Milli-Q); 2,5uL de Buffer;
1,25uL de MgCl,. 1,0 uL de dNTP; 1,0 pL de cada primer; 0,25uL de Tag polimerase
(Neotaq); 4,0 uL do DNA extraido.

As reacBes da PCR foram realizadas em um termociclador Axygen nas seguintes
condicdes: para 0 par A3F/A7R: 5 min a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 2 min
a 59°C, 4 min a 72°C, com uma extensé&o final por 10 min a 72°C (SACIDO e GENNILOUD,
2005).Desnaturacédo por 2 min a 95°C, seguido de 14 ciclos (95°C por 30 seg, anelamento a
63°C (-1°C por ciclo) por 30 seg, e 72°C por 1min), mais 30 ciclos de amplificacdo (95°C por
30 seg, 50°C por 30 seg e 72°C por 1 min), com extensao final por 5 min a 72°C para o par
5LL/4UU (PARSLEY et al., 2011).

Os produtos resultantes da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(2%) sendo corado com brometo de etidio, a fim de confirmar a amplificacdo das regides

génicas de interesse.

3.7. Andlise estatistica

Para comparar o efeito dos filtrados das bactérias antagonistas sobre os fitopatdgenos
tanto em relagdo ao controle (sem filtrados bacterianos) quanto para o filtrado do Bacillus

comercial foi utilizado o teste de Dunnet (p<0,05), programa estatistico S-Plus (4.0).
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Para avaliar a associacao entre efeito inibitorio dos filtrados bacterianos e a presenca
de regides homologas aos genes para NRPS e PKS foram utilizados testes de andlises de

contrastes (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e sele¢édo de antagonistas potenciais

Foi isolado um total de 257 bactérias, destas 40% (102) foram provenientes do solo 2,

31% (80) do solo 1 e 29% (75) do solo 3. Em relacdo aos tratamentos, o maior nimero de

isolados (56%) foi oriundo do tratamento com cloramina T (T1), sugerindo que este foi mais
eficiente na recuperacao dos isolados.

A partir do teste qualitativo de dupla camada foi possivel observar que 33%

(84) do total de isolados apresentaram-se bioativos simultaneamente a ambos os fungos, T.

paradoxa e P. destruens. Testes de antibiose in vitro tém demonstrado eficacia na selecédo de

candidatos a antagonistas potenciais (LI et al., 2012; ROCHA e MOURA, 2013; ZHAO et al.,

2013). Dentre os isolados bioativos, 63% (53) e 12% (10) do total foram provenientes do

tratamento com cloramina T e fenol respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Numero total de isolados bioativos na sele¢do preliminar frente aos fitopatdgenos
fangicos Thielaviopsis paradoxa e Plenodomus destruens.

Amostra N° de isolados N° de isolados bioativos/pré-tratamento
bioativos* CloraminaT Fenol  Controle
Solo 1 27 16 3 8
Solo 2 36 25 2 9
Solo 3 21 12 5 4
Total 84 53 10 21

*Atividade antagdnica frente aos fitopatdgenos flngicos Thielaviopsis paradoxa e Plenodomus destruens.

Estudos tém revelado a eficiéncia de bactérias isoladas a partir de solos supressivos na
reducdo da incidéncia de doencas ocasionadas por fitopatdégenos fungicos (ALABOUVETTE,
1999; LARKIN et al., 1996; SCHER e BAKER, 1980). Diante disso, € possivel sugerir que 0s
isolados obtidos no presente estudo podem constituir novos e candidatos promissores a

antagonistas.

4.2. Identificacdo taxonémica dos isolados antagonistas

Os 84 isolados antagonistas selecionados na etapa preliminar do teste qualitativo de
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dupla camada foram afiliados a familia Bacillaceae (86%), Staphylococcaceae (6%),
Paenibacillaceae (1%) e Moraxellaceae (1%) (Tabela 3). Em relacdo aos tratamentos
utilizados, os resultados obtidos no presente estudo diferiram dos observados por Hayakawa
et al., (1997) e Hayakawa et al.,(1995), que ao utilizarem os pré-tratamentos cloramina T e
fenol em solos sob cultivo de legumes, milho, arroz e solo de floresta respectivamente
relataram uma predominancia de membros da familia Streptosporangiaceae (75%) e
Thermomonosporaceae (65%) entre seus isolados. Entretanto, ao se levar em consideragdo o
critério de selecdo do estudo no que se refere a atividade antagdnica dos isolados, 0s
resultados obtidos foram similares aos de Todorova e Kozhuharova (2010) que ao utilizarem
um solo sob cultivo (terra preta) sem pré-tratamento, observaram uma predominancia de
Bacillus spp. entre os antagonistas com um percentual de 81,8% do total.

Embora a familia Bacillaceae seja amplamente distribuida nos solos, em geral a sua
dominancia ndo é encontrada em estudos de isolamentos. Alguns fatores podem ser atribuidos
a essa predominancia, a exemplo da formacdo de enddsporos que pode ter favorecido o
isolamento destes micro-organismos em detrimento de outros durante a etapa de utilizacéo
dos pré-tratamentos.

Estudos tém demonstrado uma correlacéo significativa entre a supressividade do solo
e a predominancia de populagbes antagonistas especificas (ALVARADO et al.,2007;
POSTMA et al., 2008). Segundo Weller et al., (2002) Bacillus spp. predomina entre 0s
géneros bacterianos com potencial antagonista contra fitopatdgenos diversos, o que também
pode justificar os resultados obtidos no estudo.

Embora os métodos utilizados visassem o isolamento de bactérias de cultivo raro, foi
possivel observar uma dominancia de bactérias pertencentes a familias ja extensivamente
descritas na literatura. Vale ressaltar a alta similaridade de alguns dos isolados obtidos no
estudo com a espécie Bacillus toyonensis, recentemente descrita por Jiménez et al., (2013), a
qual esta intimamente associada ao grupo do Bacillus cereus. O isolamento de bactérias de
raro cultivo pode representar a acessibilidade a novas fontes de compostos bioativos que

podem ser eficazes para o controle de fitopatdgenos.

Tabela 3. Afiliacdo taxonémica dos isolados antagonistas provenientes de solos supressivos
obtida por analises comparativas de sequéncias do gene RNAr 16S

Isolado Sequéncia com maxima similaridade*  Similaridade (%) Familia afiliada

DT-1 Bacillus aerius 99% Bacillaceae




DT-2 Nao-identificado

DT-3 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-5 Bacillus subtilis 99% Bacillaceae
DT-8 Paenibacillus polymyxa 99% Paenibacillaceae
DT-9 Bacillus pseudomycoides 98% Bacillaceae
DT-12 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-14 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-24 Nao-identificado

DT-25 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-27 Bacilllus subtilis 96% Bacillaceae
DT-29 Bacillus cereus 92% Bacillaceae
DT-34 Bacillus anthracis 99% Bacillaceae
DT-37 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-40 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-42 Bacillus toyonensis 98% Bacillaceae
DT-48 Bacillus toyonensis 99% Bacillaceae
DT-56 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-57 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-60 Bacillus cereus 99% Bacillaceae
DT-61 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-63 Bacilllus subtilis 96% Bacillaceae
DT-65 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-68 Bacillus amyloliquefaciens 99% Bacillaceae
DT-69 Bacillus tequilensis 99% Bacillaceae
DT-72 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-73 Bacillus tequilensis 97% Bacillaceae
DT-74 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-76 Bacillus cereus 99% Bacillaceae
DT-77 Bacillus amyloliquefaciens 98% Bacillaceae
DT-79 Bacillus toyonensis 98% Bacillaceae
DT-80 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-85 Bacilllus subtilis 97% Bacillaceae
DT-86 Nao-identificado

DT-90 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-95 Staphylococcus saprophyticus 98% Staphylococcaceae
DT-98 Bacillus tequilensis 99% Bacillaceae
DT-100 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-106 Bacillus cereus 99% Bacillaceae
DT-110 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-111 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-114 Bacillus cereus 97% Bacillaceae
DT-115 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-116 Bacillus cereus 97% Bacillaceae
DT-117 Bacillus amyloliquefaciens 98% Bacillaceae
DT-119 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-120 Bacillus cereus 98% Bacillaceae
DT-122 Néao-identificado

DT-129 Bacillus toyonensis 99% Bacillaceae
DT-130 Bacillus toyonensis 99% Bacillaceae
DT-134 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-136 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-137 Lysinibacillus boronitolerans 97% Bacillaceae
DT-147 Bacillus toyonensis 98% Bacillaceae
DT-150 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae

DT-153 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
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DT-157 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-164 Bacillus metylotrophicus 98% Bacillaceae
DT-165 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-169 Bacillus tequilensis 98% Bacillaceae
DT-170 Bacillus toyonensis 98% Bacillaceae
DT-175 Néo-identificado

DT-177 Bacillus tequilensis 97% Bacillaceae
DT-180 Acinetobacter pitti 97% Moraxellaceae
DT-186 Bacillus tequilensis 95% Bacillaceae
DT-189 Bacilllus subtilis 96% Bacillaceae
DT-190 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-192 Staphylococcus saprophyticus 95% Staphylococcaceae
DT-194 Bacilllus subtilis 97% Bacillaceae
DT-202 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-206 Staphylococcus saprophyticus 98% Staphylococcaceae
DT-207 Bacillus amyloliquefaciens 98% Bacillaceae
DT-210 Bacilllus subtilis 82% Bacillaceae
DT-212 Bacillus pseudomycoides 99% Bacillaceae
DT-213 Bacillus tequilensis 99% Bacillaceae
DT-214 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-216 Bacilllus subtilis 98% Bacillaceae
DT-217 Staphylococcus warneri 97% Staphylococcaceae
DT-222 Staphylococcus warneri 98% Staphylococcaceae
DT-223 Bacillus aryabhattai 99% Bacillaceae
DT-243 Bacillus megaterium 99% Bacillaceae
DT-245 Bacilllus subtilis 99% Bacillaceae
DT-253 Bacillus megaterium 99% Bacillaceae
DT-255 Bacillus toyonensis 98% Bacillaceae

*Similaridade com sequéncias do banco de dados do NCBI.

4.3. Efeito da atividade antimicrobiana dos filtrados extracelulares sobre o crescimento

micelial fungico

Ao avaliar o efeito dos filtrados extracelulares sobre o crescimento relativo do
Thielaviopsis paradoxa foi possivel observar que dentre os 78 filtrados-teste, 48 diferiram
significativamente (p<0,05) do controle (sem filtrado bacteriano), com percentuais de inibigé&o
que variaram no intervalo entre 60-80% e percentuais >80% (Figura 1). O pH desses
tratamentos variou de 6,5 a 7,0 assegurando que o resultado observado néo foi influenciado
por um decréscimo deste.

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que os filtrados apresentaram
potencial antifdngico. O potencial antifingico de espécies do género Bacillus spp. tem sido
constantemente associado a sintese da iturina, surfactina e fengicina (ARREBOLA et al.,
2010; ZHANG et al., 2014). A atividade antifingica de Paenibacillus spp. é relacionada a
sintese da fusaricidina A, B, C e D (RAZA et al., 2009). Bacillus spp. e géneros afins tém
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sido reconhecidos como potenciais agentes de controle pela sintese de um amplo espectro de
antibioticos peptidicos ativos contra varios micro-organismos (GOVINDASAMY et al.,
2011). Estudos adicionais serdo realizados posteriormente a fim de identificar os compostos
bioativos do presente estudo.

No que se refere aos isolados em que seus respectivos filtrados ndo apresentaram
atividade antiflngica (38%), sugere-se que a sintese de metabdlitos bioativos observada no
teste preliminar de dupla camada pode estar associada a polimeros da parede celular (CHOI et
al., 2008), ou a producdo de enzimas, a exemplo das quitinases (MAVINGUI e HEULIN,
1994), os fatores de cultivo também podem ter influenciado neste resultado.

Entre os filtrados que diferiram significativamente (p<0,05) do controle (sem filtrado
bacteriano), os mais eficientes na inibi¢cdo do crescimento relativo do Thielaviopsis paradoxa
com percentuais acima de 95% foram DT-8, DT-9 e DT-40 (Figura 1). Estes resultados foram
similares aos observados por Alvindia e Natsuaki (2009) ao avaliarem o efeito dos filtrados
extracelulares de Bacillus spp. sobre o crescimento micelial in vitro de Thielaviopsis
paradoxa. Alvindia (2013) ao avaliar o efeito da cultura liquida de Bacillus spp. sobre o
crescimento in vitro do fungo constatou taxas de 46% de inibi¢do. A divergéncia entre estes
resultados pode estar associada ao maior efeito antagonico dos isolados de Bacillus spp. por
antibiose.

No que se refere ao efeito do filtrado Bacillus pumilus QST 2808 (comercial) sobre o
crescimento relativo do fitopatdgeno constatou-se que este ndo apresentou efeito significativo
em relacdo ao controle (sem filtrado bacteriano). Corroborando com os resultados do presente
estudo, Venturini et al., (2014) verificaram que os metabdlitos secundarios da estirpe néo
apresentaram efeito inibitério in vitro sobre o crescimento do Thielaviopsis paradoxa.
Segundo Bettiol et al., (2012) Bacillus pumilus QST 2808 produz aclcares aminados com
acao antifungica, os quais competem com as enzimas envolvidas na formagdo da membrana
celular do patdgeno e com isso, inibem a formacao de novas células.

Dentre os filtrados testados, 44 apresentaram efeito significativo (p<0,05) em relacéo
ao Bacillus pumilus (comercial), com percentuais de inibicdo mais eficientes, com destaque
para os filtrados DT-40, DT-9 e DT-8 (Figura 1). Vale ressaltar que a maioria destes isolados
apresentou alto grau de similaridade com Bacillus subtilis, espécie extensamente descrita na
literatura pela ampla sintese de antibiéticos (TODOROVA e KOSHUHAROVA, 2010).



26

| I I r

t sn||oeg
T[mﬁﬂb

$9-10
¥e-10

Z61-10

€be-1a
09-1d

¥Z-1d
LE-10

=
T|I.|‘|ﬁ 6T-10
=
==

I

0Te-1a

.||[ £ST-10

€510
L4010
€ST-10
j 95-10

r 0ST-10
v-10
; 981-10

1 vET-10

0ET-10

11 §92-10

6¢-10

T\l SvT-1a

' 114
l 58-1d

' 8¢-10
€r-la
v1-1d
89-10
€7-1a

e S ——)
S——

* . Il 061-10
 —
e ——
e ————

£02-140
£LT-10
98-10
08-10
$6-10
l.la
€9-10
+ * Il 791-10
+ = §91-10
+ | 911-10
+  * 90¢-10
+ €4-10
+ * 69-10
+ £5-10
+ * ¥i-10
4+ % 06-10
+ ® 61T-10
* TTt-14a
+ » €1Z-10
k #1T-10

+ ®
+ - Ti 681-10
-

k 71

+ ® 64-10
i £2-10
o 52-10

+ o* |t 9Tz-10

+ £ST-10

+ | ® 001-10

+ o+ 691-10

+ # LTT-10

+ * 19-10

+* 0TT-10

+ 0¢1-10

+ o — 9410

+u 86-10

+ ¥ T — 7 T7-10

- b z1-10

+ | * z0z-1a

LET-10
§-1a

9€T-10

901-10

STT-10
-1a
810
6-10
0v-10

120,00

00,00
80,00
60,00
40,00
20,00

-
pxoprand s1sdotaniay [ op OANERI 0OJUIUWDISIID

-20,00

Figura 1. Efeito inibitorio dos filtrados extracelulares dos isolados contra Thielaviopsis paradoxa. Os resultados representam a % de inibigdo do crescimento

em relacdo ao controle negativo (sem filtrado bacteriano), como controle positivo foi utilizado o filtrado extracelular do Bacillus pumilus. Médias seguidas de * diferem do

controle negativo ( sem filtrado bacteriano) pelo teste de Dunnet com p<0,05; Médias seguidas de + diferem do controle positivo (Bacillus pumilus comercial) pelo teste de

Dunnet com p<0,05.
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Embora a alta eficiéncia in vitro observada nem sempre reflita em resultados de
controle consistentes no ambiente natural, estes podem constituir em um indicativo de
candidatos promissores ao controle do fitopatdgeno. Segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (2014) ndo ha registros de defensivos agricolas para o controle da
resinose. O uso equivocado e indiscriminado destes para o controle do fitopatdgeno pode
ocasionar uma série de problemas ambientais, a exemplo do desiquilibrio ecolégico, perda de
micro-organismos benéficos, resisténcia do patdgeno, contaminacdo de mananciais, dentre
outros. Dessa forma, a busca por agentes de controle biol6gico pode representar uma
alternativa ao uso desses compostos.

Estudos tém apontado que a introducdo de espécies do género Bacillus e similares
apresenta um efeito menor sobre a estrutura e funcdo da comunidade microbiana do solo
quando comparado com o uso de fungicidas, e que estas diferencas podem ser atribuidas aos
baixos niveis de persisténcia ambiental e efeito toxico desses micro-organismos (CORREA et
al.,2009).

Segundo Pérez-Garcia et al. (2011), a eficicia na protecdo por agentes de controle
depende do estabelecimento adequado destes na planta hospedeira, sendo este um desafio para
0 biocontrole (KUPPER et al.,2003). A sintese de lipopeptideos por Bacillus spp. pode
influenciar na adaptacdo do micro-organismo, contribuindo para a sua colonizacdo e
persisténcia (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Na avaliacdo do efeito dos filtrados extracelulares sobre o crescimento relativo do
Plenodomus destruens verificou-se que dentre os 78 filtrados testados, 62 diferiram
significativamente (p<0,05) do controle (sem filtrado bacteriano), com percentuais de inibicdo
que variaram de 80 a 100% (Figura 2). Entre estes filtrados, destacam-se com um percentual
de inibicdo total, os filtrados DT-3 e DT-114. Assim como para o fungo anteriormente
submetido ao teste, o pH desses tratamentos variou de 6,5 a 7,0 confirmando a agéo
antagonica dos filtrados extracelulares das culturas.

Ao contrario do observado para o fungo T. paradoxa, o filtrado do Bacillus pumilus
QST 2808 (comercial) apresentou efeito antagbnico significativo (p<0,05) em relacdo ao
controle (sem filtrado bacteriano), com um percentual de inibigdo >90%.

O efeito de 27 filtrados extracelulares ndo diferiu significativamente (p<0,05) do efeito
antagonico de B. pumillus (comercial) em relacdo ao crescimento relativo do P. destruens
(Figura 2). Diante do resultado observado, pode-se inferir que estes filtrados se comportam,
em termos de taxas de inibicdo in vitro, de maneira semelhante ao isolado B. pumillus,

proveniente de um produto comercial. Na literatura ndo existem dados sobre o uso de
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bactérias para o controle do fitopatdgeno, dessa forma estes podem constituir em um
prognostico para provaveis antagonistas.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2014)
ndo existem fungicidas registrados para o controle do mal-do-pé da batata-doce. Estudos
atuais concentram-se na busca por cultivares resistentes a acdo do patégeno (TRUTA et al.,
2000; PEREIRA et al., 2013), embora estes nem sempre atendam a finalidade de plantio.
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Figura 2. Efeito inibitorio dos filtrados extracelulares dos isolados contra Plenodomus destruens. Os resultados representam a % de inibigdo do crescimento em
relagdo ao controle negativo (sem filtrado bacteriano), como controle positivo foi utilizado o filtrado extracelular do Bacillus pumilus. Médias seguidas de * diferem controle negativo
(sem filtrado bacteriano) pelo teste de Dunnet com p<0,05; Médias seguidas de + diferem do controle positivo (Bacillus pumilus comercial) pelo teste de Dunnet com p<0,05.
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4.4. Efeito da atividade antimicrobiana dos filtrados extracelulares na inibicdo do

crescimento bacteriano

Ao avaliar o efeito dos filtrados extracelulares sobre o crescimento relativo da
Xanthomonas campestris foi possivel constatar que dentre os 78 filtrados testados, 27
diferiram significativamente (p<005) em relacdo ao controle (sem filtrado bacteriano), com
percentuais de inibicdo que variaram de 45 a 100% (Figura 3).

Esses resultados corroboram o potencial antibacteriano dos filtrados das culturas. Em
Bacillus spp. o potencial antibacteriano é associado & producéo da dificidina, bacilicina e
bacitracina (AMIN et al., 2012; CHEN et al., 2009). A atividade antibacteriana de
Paenibacillus spp. é relacionada a sintese da polimixina (NIU et al., 2013).

Entre os filtrados testados, destacaram-se o DT-114, DT-74, DT-8, DT-90 com um
percentual de inibicdo total em relacdo ao controle, a predominancia de espécies com méxima
similaridade com Bacillus subtilis entre os respectivos isolados, atesta a eficiéncia destes na
sintese de antibioticos ja descritos na literatura (KUNST et al., 1997). Os resultados obtidos
foram similares aos descritos por Mishra e Arora (2012) Mageshwaran et al., (2012) ao
utilizarem filtrados extracelulares de Bacillus spp. contra a Xanthomonas campestris.
Entretanto, Wuulf et al., (2002) ao realizarem testes com os filtrados extracelulares e 0s
antibidticos surfactina, acivina e iturina isolados a partir de Bacillus spp. ndo observaram
inibicdo do crescimento da Xanthomonas campestris pv. campestris. Yoshida et al., (2001)
constataram uma alta eficiéncia dos filtrados extracelulares de B. amyloliquefaciens
endofiticos na inibigdo in vitro da Xanthomonas campestris pv. campestris.

Vale ressaltar o efeito eficiente do filtrado DT-79, com maxima similaridade com o
Bacillus toyonenis, espécie recentemente descrita (JIMENEZ et al., 2013). Estudos adicionais
serdo realizados a fim de identificar os compostos bioativos isolados a partir deste micro-

organismo.
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Figura 3. Efeito inibitdrio dos filtrados extracelulares dos isolados contra Xanthomonas campestris. Os resultados representam a % de inibicéo do
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Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2014) o
tratamento preventivo de sementes com uso de antibi6ticos tem sido uma possibilidade de
controle da podriddo negra, assim como a aplicacdo de fungicidas cupricos para protecdo no
campo. O tratamento de sementes com hipoclorito de calcio, na concentra¢éo de 0,5% por 15
minutos, tem apresentado resultados satisfatorios. Diante dos resultados obtidos quanto a
eficiéncia dos isolados na inibicdo do crescimento do fitopatdgeno, sugerem-se estudos
adicionais que atestem a viabilidade do uso desses micro-organismos em condi¢des naturais,

uma vez que estes podem constituir uma medida preventiva ao uso de compostos quimicos.

4.5. Espectro de acdo antimicrobiana dos antagonistas

Em alguns dos filtrados extracelulares com efeito antagdnico significativo em relagao
ao controle (sem filtrado bacteriano) e alta eficiéncia inibitdria (>70%) foi possivel verificar
que estes apresentaram um espectro de acdo antimicrobiano a pelo menos dois dos
fitopatdgenos testados (Tabela 4).

Os filtrados DT-3, DT-25, DT-40, DT-61, DT-100, DT-110, DT-137, DT-169, DT-
202 e DT-216 demonstraram atividade antimicrobiana somente aos fitopatdgenos fungicos,
sugerindo que os isolados correspondentes sintetizam apenas compostos antifungicos, ou que
a sintese de compostos antibacterianos € baixa. Os filtrados que apresentaram potencial
antifangico e antibacteriano simultaneamente foram DT-8, DT-12, DT-74, DT-79, vale
destacar o DT-114 e DT-214 com efeito antimicrobiano frente aos trés fitopatdgenos. A
sintese de maltiplos compostos bioativos por bactérias do solo bem como a agdo sinérgica
destes tém sido relatado como um fator preponderante na supressdo de fitopatdgenos (LI et
al., 2012).



33

Tabela 4. Espectro de acdo antimicrobiana dos filtrados extracelulares dos isolados

N = mg s

destruens e Xanthomonas campestris

Isolado Inibicdo do crescimento*

T. paradoxa P. destruens X. campestris

DT-3 + + -
DT-8 + - +
DT-12 + - +
DT-25 + + -
DT-40 + + -
DT-61 + + -
DT-74 - + +
DT-79 - + +
DT-100 + + -
DT-110 + + -
DT-114 + + +
DT-137 + + -
DT-169 + + -
DT-202 + + -
DT-214 + + +
DT-216 + + -

Com efeito inibitdrio (+), sem efeito inibitério (-)

4.6. Deteccéo dos genes PKS e NRPS

Ao analisar a relacdo entre presenca dos genes NRPS, PKS ou do efeito aditivo NRPS-
PKS nos isolados com efeito inibitério sobre o crescimento relativo dos fitopatdgenos
Thielaviopsis parodoxa, Plenodomus destruens e Xanthomanas campestris foi possivel
observar que a presenca dos genes PKS ou do aditivo NRPS-PKS néo apresentou efeito
significativo sobre o crescimento de nenhum dos trés patogenos (Tabela 5).

.....

crescimento do Thielaviopsis paradoxa, demonstrando a associacdo deste gene a atividade
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antagonica frente ao fitopatdgeno. Segundo Hamdache et al., (2013) a sintese de antibioticos

por Bacillus spp. estéd intimamente associada a via da sintetase peptideo ndo-ribossomal.

Tabela 5. Efeitos da presenca de regides homologas aos genes PKS e NRPS nos genomas de
bactérias antagonistas sobre o crescimento relativo dos patdgenos Thielaviopsis paradoxa,
Plenodomus destruens e Xanthomonas campestris, de acordo com anélises de contrastes de
médias.

Efeitos comparados (Contraste) Isolados antagonistas Média (Erro Padr&o) do crescimento relativo®

T. paradoxa P. destruens  X. campestris

Presenca de PKS? Com PKS 45,2 (4,82) 45,0 (4,93) 63,4 (6,04)
[l—l com PKS, sem NRPS + l—l com PKS, com Sem PKS 59,0 (5,31) 43,7 (4,04) 7817 (7;14)
NRes)/2 — [M sem PKs, sem NRPS T H sem  p* ns** ns ns

PKS, com NRPS]/2

Presenca de NRPS? Com NRPS 42,4 (4,72) 42,5 (4,68) 67,4 (5,56)
[M sem Pks, com NRPs + M com pks, com  S€M NRPS 64,5 (5,47) 46,5 (4,25) 76,4 (7,83)
NRPs]/2 — W sem pis, sem NRPs + M com P < 0,05 ns ns

PKS, sem NRPS]/2

Efeito aditivo dos dois genes, Com PKSe NRPS 43,9 (5,12) 42,7 (4,93) 64,5 (5,72)
comparativamente aos efeitos Com PKS ou NRPS 45,6 (19,02) 50,3 (4,20) 76,6 (0,03)
simples’ P ns ns ns

[M com Pks, com NrRPs] — [H com Pk, sem

NRrPs * M com PKs, com NRPs]/2.

*p: probabilidade, ** ns: ndo significativo; 1.Médias seguidas de ns ndo diferem significativamente de acordo
com analises de contrastes de médias(p<0,05); 2. Contraste 1: compara médias () de isolados antagonistas com
PKS e isolados sem PKS (Comparou-se as médias de todos os isolados que apresentam PKS com todos que nao
0 possuem. Os que apresentam incluem os que possuem somente PKS e os que possuem PKS e NRPS, os que
ndo possuem incluem os que apresentam NRPS e os que ndo apresentam nenhum dos dois genes; 3. Contraste 2:
compara médias (U) de isolados antagonistas com NRPS e isolados sem NRPS (Comparou-se as médias de todos
os isolados que apresentam NRPS com todos que ndo o possuem. Os que apresentam incluem os que possuem
somente NRPS e os que possuem NRPS e PKS, os que ndo possuem incluem os que apresentam PKS e 0s que
ndo apresentam nenhum dos dois genes; 4. Contraste 3: Compara as médias (j1) de isolados antagonistas com

NRPS e PKS aditivamente, com os isolados com NRPS ou PKS, isoladamente.
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5. CONCLUSOES

O isolamento de bactérias a partir de solos supressivos possibilita 0 acesso a novos
candidatos a agentes de biocontrole.

E possivel isolar bactérias com alta eficiéncia de controle in vitro dos trés
fitopatdgenos avaliados com as técnicas utilizadas.

Isolados obtidos podem apresentar a¢do contra mais de um patdgeno.

A via do PKS bem como a ocorréncia conjunta de NRPS-PKS n&o esta associada a
inibicdo de Thielaviopsis paradoxa, Plenodomus destruens e Xanthomonas campestris.

A presenca do gene NRPS esta associada a um maior efeito inibitorio de Thielaviopsis

paradoxa.
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