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RESUMO

Streptomyces sao actinobactérias capazes de produzir diversos compostos bioativos e podem
interagir com sua planta hospedeira conferindo-lhe vantagens como, promogao de
crescimento e controle de doencas. A mancha amarela causada por Pyrenophora ftritici-
repentis acomete principalmente a cultura do trigo e que para garantir a produtividade é
necessaria a utilizagdo de fungicidas sintéticos, porém existe o risco do desenvolvimento de
cepas fungicas resistentes as moléculas quimicas aplicadas além de causarem desequilibrio
ambiental. A fim de propor uma alternativa que visa diminuir o uso de fungicidas sintéticos no
cultivo do trigo e agregar no manejo integrado de doencgas, este trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antifiingico de dois Streptomyces spp. e seus metabdlitos frente a P. tritici-
repentis (Ptr). Para tanto, testes in vitro e in vivo buscando atividade antifungica e producao
de compostos relacionados a promogao do crescimento vegetal foram executados. Os
isolados 6(4), R18(6), consorcio e seus metabdlitos demonstraram antagonismo frente a Ptr,
os isolados também produziram AlA, sideréforos e solubilizaram fosfato. As plantas inteiras
de sementes inoculadas tiveram menor porcentagem de area sintomatica comparadas com
as plantas nao tratadas. J&4 com o tratamento duplo de inoculagdo de semente mais a
pulverizacdo dos metabdlitos na parte aérea, conferiu, além de controle da doenca, ganho de
massa seca indicando promoc¢ao de crescimento. A analise do sobrenadante livre de células
por UHPLC-QTOF MS indicou a presenca de uma variedade de compostos, e com atividade
antifungica conhecida foi detectada na amostra do isolado 6(4) a presenca dos compostos
erucamida e bengamida. Desta forma, concluimos que estes isolados e seus metabdlitos tém
potencial para serem utilizados no controle bioldgico de P. tritici-repentis e podem contribuir
para o manejo mais sustentavel da mancha amarela, favorecendo o desenvolvimento das

plantas de trigo.
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ABSTRACT

Streptomyces are actinobacteria capable of producing several bioactive compounds and can
interact with their host plant, conferring advantages such as growth promotion and disease
control. The tan spot caused by Pyrenophora tritici-repentis mainly affects the wheat crop,
where in order to ensure productivity requires the use of synthetic fungicides, however there
is a risk of developing fungal strains resistant to the chemical molecules applied, in addition to
causing environmental imbalance. In order to propose an alternative that aims to reduce the
use of synthetic fungicides in wheat cultivation and add to the integrated management of
diseases, this work aimed to evaluate the antifungal potential of two Streptomyces spp. and
its metabolites against P. tritici-repentis (Ptr). For that, in vitro and in vivo tests seeking
antifungal activity and production of compounds related to the promotion of plant growth were
performed. The strains 6(4), R18(6), consortium and their metabolites showed antagonism
against Ptr, also produced IAA, siderophores and solubilized phosphate. The whole plants of
inoculated seeds had a smaller percentage of symptomatic area compared with untreated
plants. With the double treatment of seed inoculation plus the spraying of the metabolites in
the shoot, in addition to disease control, they provided biomass gain indicating growth
promotion. Analysis of the cell-free supernatant by UHPLC-QTOF MS indicated the presence
of a variety of compounds, and with known antifungal activity, the presence of erucamide and
bengamide was detected in the strain 6(4) culture broth. Thus, we conclude that these isolates
and their metabolites have the potential to be used in the biological control of P. tritici-repentis
and can contribute to a more sustainable management of tan spot, favoring the development
of wheat plants.
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1. INTRODUGAO

O trigo (Triticum aestivum) € um dos cereais mais produzidos no mundo,
com 220 milhdes de hectares plantados, sendo uma opg¢ao importante na dieta de
muitos povos. O trigo juntamente com o milho (Zea mays) e o arroz (Oryza sativa),
sdo culturas basicas fundamentais para a seguranga alimentar no mundo. Estes
trés principais cereais fornecem 50% das calorias alimentares da humanidade
(Singh et al., 2006; FAO, 2018).

No Brasil, a regido Sul é a principal produtora de trigo, responsavel por
90% da produgéo nacional, no entanto, essa produgcdo conseguiu avangar para
outras regides do pais devido aos avangos em pesquisa e tecnologia. Mesmo
assim o Brasil ainda n&o é autossuficiente em trigo. Conforme dados da Secretaria
de Comeércio Exterior (Secex), em fevereiro de 2020, o Brasil importou 526,1 mil
toneladas de trigo e segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab) de 2022, o consumo anual esta estabilizado em 12,5 milhdes de
toneladas.

O cultivo do trigo no sul do Brasil esta localizado na regido ME 3 (Wheat
Atlas, 2016), representado pela cidade de Passo Fundo no Rio Grande do Sul,
Brasil, esta regido é caracterizada por alta pluviosidade, alta umidade e
temperatura minima entre 3 e 16 °C no periodo do plantio. Além do estresse
térmico e do solo acido caracteristico do pais, esse cultivo sofre com doencas
fungicas como as manchas foliares e ferrugem, contribuindo para a diminuigao do
rendimento e qualidade da producéo (Reis et al., 2011).

O fungo Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. é o agente causal da
mancha amarela da folha do trigo, a principal mancha foliar deste cereal no sul do
Brasil. Esta doenca causa lesbées necréticas na folha comprometendo o total
desenvolvimento vegetal, diminuindo a produtividade e acarretando em muitos
prejuizos ao produtor. A mancha amarela € uma doenga economicamente
importante, pois se ndo controlada pode levar a perdas de até 70% no rendimento
(Moreno et al., 2012; Santana et al., 2017).

Para garantir a producgao, a utilizagao de agroquimicos para tratamento de
fitopatdgenos é necessaria, no entanto, em longo prazo podem surgir patégenos

resistentes as substancias quimicas utilizadas, além da contaminacdo ambiental



e o desequilibrio dos ecossistemas (Zadoks, 1992; Veiga et al., 2006; Jorgensen
e Olsen, 2007). Em 1995 Byerlee e Traxler, ja defendiam que principios da
intensificagao sustentavel dos agroecossistemas seriam exigidos para reverter o
declinio da produtividade frente as mudancas climaticas, onde as novas
variedades precisariam ser acompanhadas com praticas de manejo sustentavel
para impedir a piora da escassez de agua e a degradacao do solo.

O controle de doengas fungicas através de métodos que afetam menos o
meio ambiente e que evitem a resisténcia dos patdgenos aos fungicidas abrangem
praticas agricolas sustentaveis, incluindo o uso de produtos biolégicos e/ou em
conjunto com as aplicagbes de produtos convencionais. O mercado global de
biodefensivos agricolas mostra um crescimento anual, com a Europa
representando a maior comercializagao (30%) destes produtos e a América Latina
tem 13% deste mercado (AbcBio, 2018). Em 2020, o MAPA anunciou que o
mercado de biodefensivos cresceu mais de 70% no Brasil em um ano, e que segue
tendéncia mundial de redugao do uso de agroquimicos para combater pragas e
doencas nas lavouras.

Dentro deste contexto, na busca por novos produtos e microrganismos
eficientes no controle de fitopatdbgenos, as actinobactérias do género
Streptomyces tém sido estudadas como ferramenta de biocontrole de fungos
fitopatogénicos devido ao seu intenso antagonismo através da produgao de varios
metabdlitos antifungicos (Rothrock e Gottlieb, 1984; Newitt et al., 2019). A
combinacdo destes diversos compostos bioativos produzidos por elas pode
impedir o desenvolvimento de resisténcia genética do fitopatdgeno. Sendo assim,
a utilizacado de estirpes de Streptomyces na agricultura pode ser um avango
importante sobre os problemas recorrentes da resisténcia aos pesticidas
convencionais (Challis e Hopwood, 2003; Bosch et al., 2014), além de contribuir
para o aporte de nutrientes e producdo de fito hormédnios que auxiliam no
desenvolvimento e crescimento da planta hospedeira (Palaniyandi et al., 2014,
Newitt et al., 2019).

Portanto, este trabalho buscou investigar a capacidade de dois isolados de
Streptomyces spp. — 6(4), R18(6) e seu consorcio — bem como de seus
metabdlitos, em controlar o fungo Pyrenophora tritici-repentis causador da mancha

amarela em plantas de trigo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo geral investigar a capacidade de dois
isolados de Streptomyces spp. € 0 consércio dos mesmos, bem como o0s
metabdlitos produzidos por eles, em controlar o fungo Pyrenophora tritici-
repentis causador da mancha amarela e quais os seus beneficios para as

plantas de trigo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a atividade antifungica de dois isolados de Streptomyces
sp. - 6(4), R18(6) e do consorcio entre eles frente a Pyrenophora
tritici-repentis.

2.2.2 Avaliar o efeito dos extratos brutos e concentrados destes
isolados de Streptomyces spp. sobre P. tritici-repentis.

2.2.3 Avaliar a capacidade destes isolados de Streptomyces spp. e
seus metabdlitos em promover o crescimento vegetal e controlar
o fitopatdbgeno P. ftritici-repentis em condicdo de casa de
vegetacéo.

2.2.4 Identificar os compostos responsaveis por esta atividade
antifungica através de espectrometria de massas de alta

resolucio.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cultivo do trigo

No Brasil o cultivo de trigo provavelmente comegou com a colonizagao
portuguesa em S&o Vicente, litoral de S&o Paulo, ainda no século XVI. Depois,
migrou rumo ao sul, onde o ambiente apresentava condi¢cdes climaticas mais
adequadas as suas necessidades (Bacaltchuk, 1999). A maior parte da
producao ocorre na regiao Sul do pais, especialmente nos estados do Parana
e Rio Grande do Sul (Farias et al., 2016). Segundo a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o trigo ndo é considerado uma cultura-alvo
em outros estados, mas é usado para a rotagdo de culturas, o que garante
melhor solo e cultivo com menor incidéncia de pragas e doengas. No entanto,
em alguns lugares o cereal vem ganhando espago, com o aumento de
producédo nos ultimos anos como, S&o Paulo, Minas Gerais, regido do Cerrado
(Mato Grosso do Sul, Goias e Distrito Federal) e Bahia. Isso é possivel devido
ao avango de tecnologias e o desenvolvimento de cultivares mais resistentes
as intempéries de cada regido (Farias et al., 2016).

No mundo, o trigo é o segundo cereal mais produzido com mais de 220
milhées de hectares plantados anualmente, sob amplas faixas de condi¢des
climaticas e em muitas regides geograficas (Shiferaw et al., 2013). A sua
relevancia para a agricultura global esta associada a sua integragédo com
numerosas cadeias produtivas, principalmente no setor de alimentos para
humanos (71%) e menos de 20% é usado para alimentagdo animal (USDA,
2019; Shiferaw et al., 2013).

No Brasil, dados da Conab (2022) relataram que o consumo de trigo
esta estabilizado em 12,5 milhdes de toneladas. A estimativa de produgéo nas
safras de 2021/22 ficou em 7,7 milhdes de toneladas. Para suprir a demanda
interna, o Brasil importou 534,9 mil toneladas, 9,5% a mais que no ano de
2021. Os principais fornecedores sao Argentina (92,87%), Paraguai (7%) e
Uruguai (0,07%).



As praticas de lavoura de conservacao, a adicdo de adubagao verde e a
rotacao de culturas estao se espalhando pela adocao do sistema de plantio direto,
que é mais adequado as condi¢des de solo e clima brasileiros (Baumgratz et al.,
2017). Porém, o trigo pode sofrer com diversas doengas associadas a pratica do
plantio direto, como o complexo de manchas foliares que é causado por um grupo
de fungos, sendo os principais patdogenos Pyrenophora tritici-repentis (mancha
bronzeada ou mancha amarela), Bipolaris sorokiniana (mancha marrom) e
Stagonospora nodorum (mancha da gluma). Esses patdgenos possuem em
comum a alta habilidade saprofitica e possuem a capacidade de sobreviver nas
sementes e restos culturais (Fernandes e Picinini, 1999).

3.2 Mancha amarela da folha do trigo

Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. é o agente causal da mancha
bronzeada/castanha/amarela da folha do trigo. E um fungo parasita facultativo
(saprotréfico) do Filo Ascomycota, Classe Loculoascomycetes, cujo anamorfo
corresponde a Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoeman., fungo imperfeito da
classe Hyphomycetes. Foi isolado pela primeira vez de Agropyron repens na
Alemanha e determinado como Pleospora trichostoma por Diecke. Em 1928 foi
isolado por Nishikado e denominado de Helminthosporium tritici-repentis (=
Drechslera tritici-repentis) (Hosford, 1971).

O processo de infecgao inicia com a germinagao do conidio seguido pelo
alongamento do tubo germinativo e formagdo do apressoério. Durante esta
colonizagao o miceélio invade as células extraindo nutrientes determinando-lhes a
morte pela agao parasitaria e também pela producao de toxinas (Reis et al., 2011).
A temperatura ideal para maturagao de pseudotécios e ascésporos varia entre 15
e 18 °C (Wright e Sutton, 1990). Pesquisadores confirmam que o amadurecimento
dos ascosporos ocorre gradualmente e a dispersdo dos ascosporos continua ao
longo do periodo da estagao de crescimento. Os conidios se desenvolvem apenas
em manchas senescentes (De Wolf et al., 1998). Durante o periodo de chuvas e
alta umidade do ar, ocorrem varios ciclos de producgao e liberagao de conidios, o
que leva ao rapido desenvolvimento da mancha amarela no més seguinte (Ronis
e Semaskiene, 2011). No hospedeiro suscetivel a P.tritici-repentis (Ptr) ocorre o

desenvolvimento de lesbdes necroticas de cor bronzeada, que muitas vezes sao



circundadas por bordas cloréticas ou halos de intensidade variavel que dao a
doenga o nome mancha amarela (Reis, 1994; Andrie et al., 2007; Lamari e
Strelkov, 2010).

Os pesquisadores Kholi et al., (1982), Dubin, (1983) e Annone (1998),
indicaram que essa doenga é de grande importancia na regido do Cone Sul, onde
causou perdas de produgéo de até 70% nos anos 80 no Paraguai e Argentina.
Esta mancha reduz o rendimento total e peso do gréo (Shabeer e Bockus, 1988),
o numero de graos por cabega (Schilder e Bergstrom, 1990), a biomassa total
(Kremer e Hoffmann, 1992) e a qualidade do grao devido aos sintomas da mancha
(Fernandez et al., 1994).

Na ultima década os danos tém sido crescentes, principalmente devido as
oscilagdes climaticas, com o aumento da frequéncia das chuvas e elevacao das
temperaturas durante os cultivos de inverno e primavera. A doenga € uma ameaca
emergente a produgédo de trigo mundial, pois pode apresentar resisténcia aos
fungicidas e a agressividade do fungo € um desafio aos programas de
melhoramento genético visando cultivares resistentes (Bertagnolli, 2018; Maciel et
al., 2020).

A resisténcia a mancha amarela em trigo foi relatada por Luz e Hosford
(1980), Gilchrist et al., (1984) e Raymond et al., (1985), e foi considerada
dependente da duragao do periodo de molhamento foliar poés-inoculagéao (Hosford,
1982). Sherwood e Vance em 1980, sugeriram que existe um mecanismo
molecular que influencia a resisténcia da planta ao patégeno, impedindo o seu
desenvolvimento na planta resistente. Por outro lado, a resposta de suscetibilidade
pode ser determinada pela produgao de toxina por parte do fungo, que coloniza o
hospedeiro a partir do mesoafilo intercelular (Loughman e Deverall, 1986). P. tritici-
repentis diferencia em viruléncia causando diferengas no tamanho da leséo e
porcentagem da area foliar infectada (Misra e Singh 1972; Luz e Hosford, 1982;
Kholi, 1982; Gilchrist et al., 1984).

Estudos de Lamari e Bernier em 1989 também contribuiram para avaliar a
reagao do trigo a mancha amarela, utilizando um sistema de classificacéo baseado
exclusivamente no tipo de les&do. A resisténcia foi expressa através de lesdes
pequenas marrons escuras que nao aumentam de tamanho, enquanto a

susceptibilidade foi expressa por manchas marrons escuras cercadas por extensa



necrose e clorose que podem envolver toda a folha.

3.3 Formas de controle da mancha amarela

A atual estratégia de manejo da mancha amarela € com base no uso de
sementes viaveis, rotacao de culturas e preparo do solo para reduzir o indculo do
patdgeno, e no uso de cultivares moderadamente resistentes combinadas com
pulverizagao foliar de fungicidas (Bankina et al., 2014; Bockus e Claassen, 1992;
Carmona et al., 2006). Porém Perellé e Dal Bello (2011) relataram que o nivel de
resisténcia a mancha amarela em cultivares comerciais de trigo € relativamente
baixo, além disso alguns fungicidas tornaram-se menos eficazes no controle
devido ao desenvolvimento de resisténcia em certas populacbées de Ptr
(Jorgensen e Olsen, 2007).

Diversos relatos tém sido feitos sobre falhas no controle da mancha
amarela, tornando-se a principal mancha foliar no Sul do Brasil, além disso muitas
cultivares, com boas caracteristicas agrondmicas, ndo possuem niveis de
resisténcia suficiente para evitar grandes prejuizos, que podem chegar a 40% de
perda no rendimento (Moreno et al., 2012; Santana et al., 2017).

Os fungicidas utilizados atualmente para controle de manchas foliares no
trigo compreendem o grupo quimico dos triazéis e estrobirulinas. Estes fungicidas
tém como mecanismo de acgao a inibicao da biossintese de esterdis e a inibigao
da respiracdo mitocondrial bloqueando o transporte de elétrons no citocromo b e
c1, respectivamente. Esses compostos sao da classe dos fungicidas sistémicos,
ou seja, que podem ser absorvidos pela planta e serem transportados para outros
tecidos onde eles serdo toxicos para o fungo. Embora estes compostos possam
controlar as infecgdes, a aplicagéao frequente de fungicidas com modos de agao
semelhantes aumenta o risco de surgimento de resisténcia a estes produtos e
pode levar a perda de toda uma classe de fungicidas. Varios exemplos de
resisténcia em patdégenos tém sido atribuidos ao manejo inadequado de
fungicidas. Para reduzir a resisténcia devido ao uso excessivo de produtos
quimicos, os fungicidas sao classificados de acordo com sua classe quimica. Ao
alternar entre diferentes classes de fungicidas, a populagdo de fungos € menos
propensa a desenvolver resisténcia a um determinado produto quimico (Deising
et al., 2002; Baibakova et al., 2019).



Outra problematica do uso destes agentes quimicos é a contaminagao do
ambiente e aos organismos n&o-alvo. Estudos toxicologicos indicam que residuos
de fungicidas da classe das estrobirulinas no meio ambiente apresentam riscos
ecoldgicos. Outro estudo indica que altas doses dos fungicidas triazdlicos
perturbam muito a estrutura das comunidades microbianas e geralmente levam a
diminuicdo da populagdo microbiana do solo e a diminuigdo das atividades das
enzimas encontradas neste nicho (Zhang et al., 2020; Roman et al., 2021).

Diante da necessidade de buscar alternativas eficientes e ecoldgicas,
pesquisadores buscam agentes de biocontrole para diversas doengas nas culturas
agricolas, porém para o controle da mancha amarela no trigo ainda nao foi
registrado nenhum produto bioldgico. A selegdo de agentes de biocontrole nao &
uma tarefa simples devido a diversidade de agentes e interagdes com a planta
hospedeira (Mota et al., 2017). Pfender et al. (1993), identificaram que o fungo
Limonomyces roseipellis reduziu significativamente em 60-80% o inGculo primario
da palhada no solo naturalmente infestadas com Pfr, mas eles relataram que
maiores reducdes seriam necessarias para o controle aceitavel desta doenca. Na
Argentina onde o problema com a mancha amarela € recorrente e limitante para
o cultivo de trigo, o0 uso de microrganismos antagdnicos a Ptrtem sido investigado
incluindo diferentes espécies de Trichoderma (Papavizas, 1985; Tronsmo, 1986;
Perell6 et al., 1997; Monte, 2001; Perell6 et al., 2001a, 2001b, 2002, 2003, 2008).
Perell6 et al. (2011) verificaram a eficacia do uso combinado de agentes sintéticos
acibenzolar-S-metil (ASM) e tiametoxam (TM) com Trichoderma harzianum (Th1)
e concluiram que as plantas tratadas com Th1 e ambos os compostos sintéticos
alcangaram um incremento de até seis vezes da massa seca da raiz em relagao
ao controle. Diante disto, em 2014, na Argentina foi langado um produto bioldgico
para tratamento de semente chamado Rizoderma® (Trichoderma harzianum).
Esse produto tem capacidade para controlar aproximadamente 40% dos
fitopatdgenos do solo (Agrolink, 2014).

Ainda na Argentina, em termos de pesquisa, Larran et al. (2016)
investigaram endofitos de cultivares de trigo quanto ao seu potencial como
agentes de biocontrole contra P. tritici-repentis. Alteragbes na morfologia de Ptr
foram demonstradas por Fusarium sp., Chaetomium globosum, Trichoderma

hamatum, Bacillus sp., Paecilomyces lilacinum e Penicillim sp. Na Argélia - Africa



do Norte, o grupo de Zouaoui et al. (2018) verificou a agdo antifungica de
diferentes extratos etanodlico, metandlico, hexanico da semente selvagem de
Chenopodium quinoa, incorporando esse extrato em meio BDA. Foi possivel
verificar uma taxa de inibigdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos de 68,42%
a 91,17%. Porém nao foi encontrado prosseguimento de tais estudos para niveis

a campo.

3.4 Controle bioldgico de pragas e doengas

Popula¢gdes de todos os seres vivos sdo, até certo ponto, reduzidos por
acdes naturais de seus predadores, parasitas, patdgenos e antagonistas. Esses
processos, que ocorrem entre todos os organismos vivos, tem sido referido como
“controle natural’. Entretanto, quando organismos considerados pestes sao
controlados por inimigos naturais, € chamado de controle biolégico ou biocontrole
(Ann e Eilenberg, 2018). O controle biologico é definido pela International
Biocontrol Manufactures Association (IBMA), como o uso de agentes ou produtos
que naturalmente afetam as pestes e patdgenos das culturas limitando sua
propagacdo. Estes agentes ou produtos incluem macroorganismos,
microrganismos, mediadores quimicos, e substancias naturais (Lacomte et al.,
2016).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) reconhece
trés categorias de biopesticidas: (1) biopesticidas bioquimicos (por exemplo,
compostos naturais usados para manejo de pragas); (2) protetores incorporados
em plantas (PIPs), que sao o resultado de transgenia que conferem a sintese de
compostos naturais de manejo de pragas em culturas (por exemplo, toxina Bt
transgénica); (3) organismos de biocontrole (por exemplo, fungos). E as
qualidades desejaveis para biopesticidas bioquimicos incluem especificidade do
alvo, baixa persisténcia ambiental e baixa toxicidade ao organismo ndo-alvo. Estes
produtos podem variar de pequenas moléculas a estruturas maiores e sao
produzidas por biossintese microbiana ou vegetal (Seiber et al., 2014).

O numero de cepas e produtos microbianos tem aumentado, principalmente
pelas exigéncias de protecao sustentavel das lavouras. Com redugéo do uso de
pesticidas, as empresas agroquimicas estdo mostrando maior interesse por

alternativas biolégicas para novas oportunidades de negdcio (Preininger et al.,
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2018). Produtos bioldgicos que visam a promogéao de crescimento vegetal s&o na
maioria das vezes comercializados em forma de inoculantes, que consistem em
produtos com a utilizagdo de microrganismos vivos capazes de promover o
crescimento vegetal de forma direta ou indireta, por diferentes mecanismos.
Produtos que contém bactérias capazes de controlar patdgenos s&o conhecidos
como biopesticidas e inseticidas biologicos (Vassey, 2003).

Normalmente estes produtos microbianos sao aplicados como tratamento
de sementes, imersao das raizes, aplicagao no solo ou spray foliar. Em especial
no uso de spray foliar, as plantas podem ser tratadas durante toda a estagao, em
certos estagios de crescimento, para promover o crescimento e melhorar o vigor
das plantas, além de que podem ser aplicados com mais frequéncia, dependendo
da pressao da doenca e da eficacia da pulverizagéo (Preininger et al., 2018).

Os produtos microbianos tém varios beneficios sobre os pesticidas
quimicos, por exemplo: (a) sdo mais seguros, (b) causam danos ambientais
reduzidos, (c) mostram atividade mais direcionada, (d) s&o eficazes em
quantidades menores, (e) sado capazes de se multiplicar, mas também séao
controlados pelas plantas e pelos microrganismos autoctones; (f) tém
decomposi¢cdo mais rapidos; (g) tém menos probabilidade de induzir resisténcia
por patdégenos e pragas; e finalmente (h) podem ser usados tanto na agricultura
organica quanto na convencional (Berg, 2009).

A adogao de produtos bioldgicos e boas praticas agrondmicas vem sendo
cada vez mais empregadas nas lavouras do Brasil e no mundo. Uma pesquisa da
Associacéo Brasileira de Controle Biologico (ABCbio) em 2018, em conjunto a
Agribusiness Consulting relatou que, a medida que os agricultores adquirem um
maior conhecimento técnico quanto ao uso de produtos biolégicos ocorre uma
maior conscientizagao quanto a importancia das praticas de Manejo Integrado de
Pragas e Doengas (MIP e MID), que preveem o uso de produtos biologicos em
conjunto a defensivos agricolas convencionais. Esta mesma pesquisa indicou que
o mercado mundial de biodefensivos agricolas apresenta crescimento anual,
sendo a Europa a que representa a maior comercializagéo (30%) destes produtos
e a América Latina possui 13% do mercado.

Em 2020, o MAPA anunciou que o mercado de biodefensivos cresceu mais

de 70% no Brasil em um ano, e que segue tendéncia mundial de redugéo do uso
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de agroquimicos para combater pragas e doengas nas lavouras. O Brasil, México,
Chile e Argentina s&o os mercados de maior crescimento na regido e emergiram
como grandes mercados-alvo para os fornecedores desses produtos. Dentre os
produtos bioldgicos registrados e disponiveis no Brasil, 53% s&o de bioinseticidas,
4% de reguladores de crescimento, 11,7% sao de biofungicidas, 12% de
armadilhas biolégicas, 6,9% de bioacaricidas e 12,2% de bionematicidas (CropLife
Brasil, 2021).

3.5 Mecanismos de biocontrole e promogao de crescimento

Varios mecanismos para atividade de biocontrole e promocido de
crescimento em plantas sdo estudados com a utilizagdo de microrganismos
endofiticos e/ou rizosféricos. Os endofiticos fornecem vantagens as plantas
hospedeiras, por exemplo, aumentando a atividade fisiolégica da planta ou
facilitando a absorgédo de nutrientes (Shimizu et al., 2011). Este mecanismo faz
parte da promocgéao direta do crescimento das plantas que ocorre pela produgao
de reguladores de crescimento de plantas (Patten e Glick, 2002), como a
disponibilidade de ferro pela producao de sideroforos (Carrillo-Castarfieda et al.,
2002), a fixagao de nitrogénio (Madhaiyan et al., 2009), produgéo de fito hormbnios
(Patten e Glick, 2002) e solubilizagdo de fosfatos (Hamdali et al., 2008). Ja a
promocao indireta do crescimento das plantas ocorre quando a bactéria diminui
ou evita os efeitos deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos (Glick,
1995).

O processo de interagao entre uma planta e um microrganismo qualquer
resulta na expressao de suscetibilidade ou de resisténcia, e reune uma série
coordenada de alteracbes bioquimicas a nivel celular e molecular. Estas
alteragbes nao sdo permanentes e ndo podem ser transmitidas geneticamente a
progénie, a menos que as modificagdes induzidas sejam a nivel do genoma da
planta. Sendo assim, a planta suscetivel pode adquirir o comportamento de uma
planta resistente frente ao patégeno, por um determinado periodo, através do
emprego de microrganismo e/ou metabdlitos, processo este denominado de
resisténcia induzida (Bach, 1997).

Varias espécies de rizobactérias induzem sistematicamente as vias de

defesa do hospedeiro, em partes distais das plantas, por meio da resisténcia
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sistémica induzida (RSI) (Lugtenberg e Kamilova, 2009; Van Wees et al., 2008;
Pieterse et al., 2014). A RSI resulta em uma resposta elevada e mais eficiente a
futuros ataques patogénicos e induz varias alteragdes, incluindo o acumulo de
compostos relacionados a defesa, morte celular localizada e reforcos da parede
celular (Pieterse et al., 2014).

A maioria das rizobactérias, como espécies de Pseudomonas e Bacillus,
medeia a RSI por meio da ativacdo das vias de sinalizagcdo de defesa do fito
horménio, incluindo uma ou ambas as vias do acido jasmoénico/etileno ou a
sinalizagcdo dependente da via do acido salicilico, mas eles ndo induzem a
transcricdo de PR-proteinas envolvidas na RSA (Resisténcia Sistémica Adquirida)
(Tarkka et al., 2008; Pieterse et al., 2014).

Em contraste, a indugéo de defesa de plantas por espécies de Streptomyces
difere da RSl tradicional, pois envolve caracteristicas de RSl e RSA, bem como a
comunicagao entre muitas vias diferentes de sinaliza¢do de fito horménios (Kurth
et al., 2014; Lehr et al., 2008; Conn et al., 2008; Tarkka et al., 2008). Desta forma,
a ativacado do sistema de defesa pelo estreptomiceto resulta com sucesso na
supresséo do fungo e também aliviam os custos de condicionamento associados
a infecgdo, impedindo uma redugdo no nivel de transcritos relacionados a
fotossintese (Kurth et al., 2014).

O mecanismo exato pelo qual as rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas promovem o crescimento das plantas em diferentes culturas e sob
diferentes condigdes ambientais ndo é totalmente compreendido. Algumas ou
todas as caracteristicas que promovem o crescimento das plantas ndo funcionam
independentemente uma das outras, mas de maneira aditiva (Ahemad e Kibret,
2014). Como foi relatado nos estudos de Abdel-Fattah e Mohamedin (2000), onde
actinobactérias estimularam a intensidade de formagao de micorrizas em algumas
plantas e que resultou no aumento do crescimento vegetal. Tokala et al. (2002)
verificaram que uma estirpe de Streptomyces lydicus influenciava na nodulagao
em plantas de ervilha provavelmente aumentando o nivel de infeccdo por
Rhizobium spp.

Bactérias rizosféricas dos géneros Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas e

Serratia sao comumente relatadas como sendo promotoras do crescimento de
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plantas (Okon e Labandera-Gonzalez, 1994; Glick et al., 1999). Porém,
Streptomyces também pertencem as comunidades microbianas rizosféricas, mas
apenas recentemente sua capacidade de agir como promotores de crescimento
de plantas tem sido enfatizada (Dias et al., 2017).

Além disso, a natureza filamentosa e esporulante de Streptomyces permite
que eles sobrevivam durante condigdes ambientais desfavoraveis. Sendo assim,
eles parecem competir de forma mais eficiente contra muitos outros
microrganismos presentes na rizosfera. Também produzem varias enzimas liticas
durante seus processos metabdlicos que sado capazes de degradar polimeros
insoluveis, como a quitina e a celulose (Bertram et al., 2004; Seipke et al., 2012).

3.6 Streptomyces e os compostos bioativos

A familia Streptomycetaceae compdem-se de bactérias aerobias, Gram-
positivas, que rapidamente formam um micélio extensivamente ramificado. O
micélio aéreo forma cadeias de trés a muitos esporos. Os organismos produzem
uma ampla variedade de pigmentos responsaveis pela cor do substrato e do
micélio aéreo. Crescem numa faixa de pH de 5 a 11,5, sdo quimiorganotroficos
com um metabolismo oxidativo (Kampfer, 2006). Algumas espécies de
Streptomyces séo resistentes a seca e formam o artrésporo, e requerem menos
umidade que outras bactérias. Alguns relatos descrevem que solos drenados
apresentam mais Streptomyces do que solos argilosos (Gowdar et al., 2018).
Devido a essas caracteristicas esse género de bactérias tem sido extensivamente
estudado para controle de doengas na agricultura (Rothrock e Gottlieb, 1984; Law
et al., 2017; Khendkar e Deshpande, 2018; Yang et al., 2019).

Dos trés géneros de actinobactéria produtores de micélio (Streptomyces,
Thermobifida e Frankia), Streptomyces recebeu atencédo especial pois sao
abundantes e importantes no solo, onde eles desempenham agao na ciclagem do
carbono preso em residuos organicos insoluveis, particularmente de plantas e
fungos, esta atuagdo € possibilitada pela produgcdo de diversas enzimas
hidroliticas (Miyadoh, 1997). Além de produzirem uma diversidade de metabdlitos
secundarios bioativos, que s&o de interesse na medicina e na industria (Hopwood,
2007).

A maioria dos compostos bioativos microbianos descobertos se originou de
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actinobactérias, responsaveis por cerca de dois tergos dos antibiéticos, incluindo
aqueles em uso clinico (Baltz 2007; Raja e Prabakarana, 2011). Entre os 140
géneros de actinobactérias descritos, apenas alguns sdo responsaveis por mais
de 10.000 compostos bioativos em uso clinico. A espécie Streptomyces produz
7.600 compostos (74% de todos os actinomycetales), enquanto as actinobactérias
raras representam 26%, no total, 2500 compostos (Adegboye e Babalola, 2013).
O primeiro e mais importante produto de Streptomyces sao os antibidticos e desde
1955, este género tem sido o principal fornecedor de novos antibiéticos (Watve et
al., 2001; Dastager et al., 2009; Donald et al., 2022). S&o a fonte de substancias
antibacterianas, antifungicas, antitumorais, antiparasitarias, antivirais, inseticidas,
pesticidas e herbicidas, além de substadncias farmacolégicas como
imunomoduladores (imunossupressores € agentes imunoestimuladores),
substéancias vasoativas e agentes neuroldgicos (Hopwood, 1999; Petrosyan, 2003;
Kurtboke, 2012). Depois dos antibioticos, as enzimas sdo os produtos mais
importantes de Streptomyces, como proteases, lipases, celulases, amilases,
pectinases e xilanases (Nascimento et al., 2002; Vonothini et al., 2008; Syed et
al., 2009).

A capacidade dos Streptomyces em suprimir outros microrganismos foi
observada pela primeira vez por Greig-Smith em 1917 (apud Jauri et al., 2016).
Desde entao, sua capacidade de produzir antibiéticos chamou a atencao de varios
cientistas, incluindo quimicos de produtos naturais, pesquisadores farmacéuticos,
fitopatologistas e bioquimicos. A producdo de antibidticos juntamente com a
producdo de outros metabdlitos secundarios, toxinas, biossurfactantes,
compostos volateis, agregam a capacidade de competicdo a qual € uma estratégia
importante em interacbes interespecificas, podendo suprimir oponentes
microbianos. Esta caracteristica sugere o seu uso no combate de patdgenos
vegetais de suas plantas hospedeiras (Hibbing et al., 2010).

Investigagdes mostram que actinobactérias endofiticas produzem no tecido
da planta pelo menos trés tipos de substancias antagbnicas: antibiéticos, enzimas
e sideroforos (Trejo-Estrada et al., 1998). Por isso diferentes trabalhos indicam
que ha uma grande vantagem na utilizagdo de espécies de Streptomyces no
biocontrole de fitopatdbgenos em diversas culturas (Sahli e Abdulkhair, 2012; Shen
et al., 2016; Sangdee et al., 2016; Toumatia et al., 2016; Monteiro et al., 2017,
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Wang et al., 2018; Newitt et al., 2019). Além disso, existem estudos que utilizaram
varias cepas de Streptomyces inoculadas em planta modelo Arabidopsis
mostrando aumento na biomassa vegetal (Palaniyandi et al., 2014; Cordovez et
al., 2015). Em culturas como arroz, trigo, sorgo e tomate também foram relatados
aumento na biomassa, indicando a capacidade destas actinobactérias em
promover o crescimento destas plantas (Gopalakrishnan et al., 2013, 2014; Jog et
al., 2014).

Com essa diversidade da produgcdo de metabdlitos secundarios entre
Streptomyces possibilitou a formulagdo de produtos para biocontrole como
Mycostop (Verdera, Finlandia) e Actinovate (Natural Industries, Incorporated,
Estados Unidos), com base em S. griseoviridis K61 e S. lidicus WYEC 108,
respectivamente. Estes produtos citados sao restritos a tratamentos do solo, mas
pesquisadores vem discutindo que os compostos bioativos produzidos por esse
género podem conferir protecédo as partes aéreas das plantas com aplicagéo por
pulverizagdo. Como por exemplo, trés metabdlitos purificados sintetizados por
Streptomyces spp. - sendo eles a polioxina D, estreptomicina e casugamicina - ja
séo atualmente distribuidos como fungicidas foliares e bactericidas (Rey e Dumas,
2017).

3.7 Metabodlitos secundarios

Os metabdlitos primarios estdo envolvidos na produgdao de biomassa e
geracgao de energia e estao presentes em todas as células vivas, ja os metabdlitos
secundarios sao produzidos por poucas espécies. Eles sdo produzidos por um
metabolismo exclusivo e sua producédo nao apresenta previsibilidade para ocorrer
(Williams et al., 1989). Metabdlitos secundarios sdo compostos de baixo peso
molecular que podem ser classificados, de acordo com a forma como sao
biossintetizados na natureza, em alcalbides, fenilpropandides, terpendides e
esterdides, policetideos, acidos graxos, aminoacidos, peptideos especializados e
hidratos de carbono especializados (Hanson, 2003). Eles podem atuar como
moléculas sinalizadoras (hormdnios), iniciar a simbiose com microrganismos
benéficos, proteger as plantas do estresse abidtico e contribuir para aumentar os
mecanismos de defesa das plantas contra doengas e predadores (Noman et al.,
2020; Poveda et al., 2020).
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A producgdo de muitos metabdlitos secundarios, incluindo antibidticos, esta
acoplada com a diferenciagdo morfolégica onde € observado uma maior produgao
destes metabdlitos durante a transicdo do crescimento vegetativo para o
crescimento aéreo (Roessner e Scott, 1996). Microrganismos produtores de
metabdlitos secundarios sintetizam essas moléculas bioativas e complexas na
fase log e estacionaria de crescimento. Entretanto, em actinobactérias,
especialmente em Streptomyces estes metabdlitos podem ser produzidos nas
fases exponencial, estacionaria e de morte (Donadio et al., 2002).

Actinobactérias sintetizam dois tercos dos antibidticos microbianos, e
destes, aproximadamente 80% séo de isolados do género Streptomyces. Esta
capacidade de Streptomyces em produzir compostos comerciais significativos,
especialmente os antibidticos, é possivelmente devido ao DNA extragrande
dessas bactérias (lkeda et al., 2003; Kurtboke, 2012). Estes metabdlitos,
dependendo do ambiente, podem fornecer defesa (ou ataque), competicéo,
sinalizagao ou interagcdes entre espécies, aumentando assim a probabilidade de
sobrevivéncia em um ambiente indspito (Brachmann et al., 2013; Martinez et al.,
2017)

3.8 Cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa de alta
resolugao

Cromatografia a liquido € um método fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma amostra baseado na polaridade de cada composto e sua
afinidade com a fase estacionaria, que consiste em uma fase fixa sélida ou liquida
polar ou apolar ligada a particulas empacotadas em uma coluna, em uma fase
movel, que é bombeada constantemente através da coluna cromatografica
(Snyder e Kirkland, 1979). Esses componentes sao retidos pelas particulas
sorventes da fase estacionaria e movem-se lentamente com o fluxo da fase movel.
A diferengca no tempo de retengdo separa as amostras em seus componentes
individuais, que podem entdo, ser analisados qualitativa e, quando possivel,
quantitativamente (Leite, 2002).

A técnica LC mais utilizada para a analise de amostras ambientais é a de
fase reversa, a qual incorpora uma fase movel polar e coluna cromatografica com

sorvente apolar, baseada em fases estacionarias de silica com superficie
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modificada com cadeias longas de alcanos, como a coluna com fase estacionaria
C18. A essas fases moéveis sdo, comumente, incorporados aditivos a fim de
melhorar o desempenho cromatografico. Geralmente usa-se o acido férmico,
quando as analises sao realizadas no modo de ionizagao positivo, pois possui a
acidez e a volatilidade necessaria para que seja fornecido um excesso de protons
requerido nesse modo de analise. Ja quando as analises nao realizadas no modo
de ionizagao negativo, sdo, comumente, utilizados sais volateis como o acetato de
amoénio e o formiato de aménio (Bade, 2016).

Existem diferentes analisadores de massa, que sao, basicamente sistemas
capazes de separar e calcular a relagdo m/z (massa/carga) dos ions formados a
partir analitos presentes na amostra. O analisador do tipo triplo-quadrupolo (QgQ)
€ uma abordagem comumente utilizada pala analises de farmacos em amostras
ambientais, porém, tem a capacidade limitada na identificacdo de compostos
desconhecidos pois apresenta resolucdo de massa unitaria. Dessa forma, a
espectrometria de massas de alta resolugao (do inglés, HRMS) tem desempenho
unico e configura importante papel na identificagdo de compostos desconhecidos,
pois permite o registro de cromatogramas no modo de varredura completa (full-
scan) com alta exatiddo em massa, tornando possivel a procura seletiva baseada
na massa exata. Compreende-se nessa classe, o analisador do tipo hibrido:
quadrupolo — tempo de voo (QTOF) (Noguera-Oviedo e Aga, 2016).

UHPLC-QTOF MS (UHPLC-HRMS, do inglés Ultra High Pressure Liquid
Chromatography — High Resolution Mass Spectrometry), € uma técnica robusta,
com alta especificidade e sensibilidade, € um equipamento de cromatografia a
liquido de ultra eficiéncia acoplado a espectrometro de massas com analisador de
tempo de voo. Este equipamento permite realizar a identificacdo de compostos
desconhecidos com alta resolugdo e precisdo de massas. E indicado para
elucidacdo estrutural de diferentes compostos orgéanicos. Os sistemas de
cromatografia a liquido que utilizam altas pressdes propiciam separagdées com alta
resolugdo, através da utilizacdo de colunas empacotadas com particulas,
normalmente, abaixo de 3 um. Na espectrometria de massa de alta resolucio, os
analisadores de massa hibridos, como o sistema quadrupolo/tempo de voo (QTOF
MS, do inglés Quadrupole-Time of Flight), permitem a aquisi¢do de dados sob

diferentes condicbdes, obtendo informacdes uteis para fins de identificacao,
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elucidacao e quantificacédo, além de permitir a identificacdo de compostos mesmo
guando o padrao de referéncia nao estiver disponivel. Além disso, a pesquisa por
novos compostos pode ser realizada a qualquer momento sem a necessidade de
uma analise adicional (analise retrospectiva) (Boix et al., 2013; Hernandez et al.,
2011; Hernandez et al., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Culturas microbianas

Os isolados de Streptomyces sp. 6(4) e R18(6), foram coletadas de raizes de
plantas de tomate saudavel, isolados por Oliveira et al. (2010), identificados por
caracteristicas morfoldgicas, caracterizagdo por dureza da colénia (colénias
duras), odor (cheiro de terra/geosmina), produgcdo de esporos e coloragado de
Gram (Gram positiva) (Sinha et al., 2014). Os isolados também tiveram seu
16SrRNA gene sequenciado e confirmado ser do género Streptomyces (Oliveira
etal., 2010; Borba et al., 2022). Estas amostras foram multiplicadas em meio agar
amido caseina - ACA (10 g amido; 0,3 g caseina; 2 g KNO3s; 2 g NaCl; 2 g K2HPOyg;
0,05 g MgS04.7H20; 0,02 g CaCOs; 0,01 g FeS0O4.7H20; 15 g agar e agua destila
1000 ml) e plugs do meio s6lido com o crescimento bacteriano foram estocados
em suspensao de glicerol 20% no freezer a -20°C. Estes isolados fazem parte da
colecdo de actinobactéria do Laboratério de Microbiologia Aplicada - ICBS,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os isolados de P. tritici-repentis (45, 27, 5-C1/08 e 11-C1/08) foram enviadas
pela EMBRAPA Trigo - Passo Fundo, RS, os quais foram isolados de plantas de
trigo com sintomas da mancha amarela. A sequéncia ITS foi amplificada com o
par de primers ITS1 (5-TCCGTA GGT GAACCT GCG G-3') e ITS4 (5°-TCC TCC
GCT TAT TGATAT GC-3"), os produtos de PCR foram sequenciados e a analise
BLAST confirmou a identidade destes isolados como Pyrenophora tritici-repentis
(White et al., 1990). As amostras foram multiplicadas em meio V8-BDA (150 ml de
suco V8 Campbell's, 10 g agar, 10 g BDA (KASVI), 3 g CaCOs, 850 ml de agua
destilada) e estocada em forma de discos de meio desidratado em tubos no

freezer a -20°C. Estes isolados podem permanecer nestas condi¢des por um ano.

4.2 Produgéo do in6culo fungico

Os isolados de Pyrenophora tritici-repentis foram multiplicados em meio V8-
BDA. Para a producao de conidios, as placas inoculadas foram acondicionadas
em germinador J. Prolab JP-100 a 25°C no escuro por cinco dias. No quinto dia,
as colonias foram cobertas com agua destilada estéril e pressionadas suavemente

com o fundo de um tubo de ensaio esterilizado (estresse do micélio). Removeu-
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se 0 excesso de agua e as placas foram novamente incubadas no germinador com
luz continua na mesma temperatura por mais 24 h. No sexto dia as placas foram
incubadas a 13°C e escuro continuo por mais 24 h. No sétimo dia foram retirados
os conidios, com ajuda de um pincel e agua destilada estéril com uma gota de
Tween 20, essa suspensdo foi peneirada para conter o excesso de micélio.
Realizou-se a contagem de conidios e as concentragdes foram ajustadas para
3.000 conidios/ml.

4.3 Produgéo de compostos antifungicos em cultura submersa

Os Streptomyces spp. foram inoculados em 50 ml de caldo amido caseina
e incubados a 28°C durante - 96 h para o isolado 6(4) e 144 h para o isolado
R18(6) sob condi¢cbes de agitacdo e aeragao (115 rpm) apos esse periodo de
incubacgéo as células foram centrifugadas e o sobrenadante transferido para um
novo tubo, e este foi considerado o extrato bruto ou sobrenadante livre de células.
Também foi realizada uma etapa de extragao liquido-liquido com solvente acetato
de etila. Foram realizadas trés lavagens consecutivas do extrato bruto com o
solvente numa proporgao de 1:1 (v:v). A fase organica foi concentrada em um
evaporador rotativo a uma temperatura de 40°C. Este foi ressuspendido em 2 ml

de tampéao PBS (0,1 M e pH 7,0) e considerado o extrato concentrado.

4.4 Ensaio in vitro da atividade antifungica dos isolados de Streptomyces
spp.

Em placas de agar batata dextrose (140 g/L de batata branca com casca,
10 g/L dextrose, 15 g/L agar mais 0,12 g/L de sulfato de estreptomicina) foram
inoculados a distancia de 1 cm da borda superior da placa cada um dos
antagonistas separadamente, na borda inferior da mesma placa foi inoculado um
disco de micélio previamente cultivado, de cada isolado fungico (Ptr 5-C1/08; 27
e 45). As placas foram incubadas em estufa a 25°C por sete dias. Para cada
isolado foram realizadas trés repeticbes e o controle consistiu em placas
inoculadas somente com o isolado fungico. Ao final do experimento foi verificado
a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo, com a formula:

Inibicdo (%) = [(R-r) / R x 100], onde R representa o crescimento radial do

fungo sem a presenga do antagonista e r € o crescimento radial do fungo em
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presenga do antagonista.

A atividade antifungica também foi avaliada utilizando o sobrenadante da
cultura (aqui denominado de extrato bruto) de Streptomyces spp. frente a P. tritici-
repentis com o método de difusdo em pogo de agar. Para tanto, em placas de BDA
foi espalhado, com al¢a de Drigalski, 100 pl de suspensdo de esporos de cada
isolado fungico preparado previamente na concentragdo de 3x 102 conidios/ml.
Com o auxilio de um cortador cilindrico de metal com 6 mm de diametro foram
realizados pogos no agar (em cada placa foram feitos trés pogos). Nos pogos
foram colocados 100 pl dos extratos produzidos por cada um dos isolados de
Streptomyces spp. e do consorcio. As placas foram mantidas em geladeira durante
a noite. No dia seguinte foram transferidas para estufa de 25°C, fotoperiodo de 12
h por sete dias. Ao final do experimento verificou-se a formacédo de um halo ao
redor dos pogos e mensurado o seu tamanho em centimetros, indicando a inibigao
do crescimento micelial de P. tritici-repentis. Os dados dos experimentos foram
avaliados utilizando ANOVA e as médias dos tamanhos dos halos foram
comparadas por teste de Tukey (P<0,05), programa SASM — Agri (Canteri et al.,
2001).

4.5 Efeito do extrato bruto e concentrado dos isolados de Streptomyces
spp. ha germinagao dos conidios de Ptr

O efeito do extrato bruto e concentrado na germinacao dos conidios de P.
tritici-repentis também foi verificado de forma microscopica, para observarmos
com mais detalhes possiveis alteragdes morfoldégicas das hifas e conidios.
Colocou-se em um micro tubo 100 pl de suspensdo de conidios fungicos
preparados anteriormente em V8-BDA (3.000 conidios/ml) e misturados com 100
ul de extrato bruto ou concentrado. Desta mistura, 50 ul foram pipetados em um
pedaco pequeno de BDA acondicionado em uma Iamina de vidro e em cima deste
meio foi colocado uma laminula. As placas com a cultura foram incubadas num
germinador com fotoperiodo de 12 h durante sete dias. Apds a incubacéo, as
ldaminas foram coradas com azul algodao e observadas sob microscopio 6ptico
(modelo BX41 Olympus) e as imagens capturadas e analisadas pelo Software
MShot Digital Imaging System.



22

4.6 Producgéao de acido indolacético e sideréforos, solubilizagdo de fosfato
e reducgédo de nitrato pelos isolados de Streptomyces spp.

O ensaio de solubilizacdo de fosfato foi realizado seguindo o protocolo
proposto por Nautiyal (1999). Placas contendo meio NBRIP foram inoculadas com
os isolados de actinobactéria e incubadas a 28°C por 14 dias. O ensaio foi
realizado em triplicata e a avaliacdo positiva foi determinada pela presenca de
halos sob o crescimento da coldnia.

O ensaio de sideréforo foi realizado pelo método proposto Schwyn e
Neilands (1987) modificado por Silva-Stenico et al. (2005). As cepas de
Streptomyces spp. foram inoculadas em meio King B adaptado por Glickmann e
Dessaux (1995) (1 g de peptona, 0,0575 g de K2HPO4, 0,075 g de MgSO4, 0,75 g
de glicerol e 250 ml de agua destilada [pH 6,8]). Aliquotas de um ml foram
coletadas a cada 48 h e colocados em tubos de microcentrifuga e centrifugados a
13.000 rpm por 5 min. Na sequéncia 500 ul do sobrenadante foi transferido para
novo tubo contendo 500 ul de cromoazurol-S (CAS) o corante foi preparado com
CAS, (60,5 mg de CAS em 50 ml de agua MiliQ e adicionado 10 ml de solugéo
FeCls; a solugéo foi entdo agitada, e uma solugéo de 72,9 mg de brometo de
hexadeciltrimetilamoénio [CTAB] previamente dissolvido em 40 ml de agua foi
lentamente adicionada, apos a solugéo foi autoclavada durante 15 min.). A reacéo
positiva foi indicada pela mudanga de cor de azul para laranja ou amarelo durante
um periodo de 15-30 min no escuro.

A avaliagao da producao de acido indolacético foi realizada pelo método
proposto por Gordon e Weber (1951). Os isolados foram previamente cultivados
em meio King B para auxinas (20 g/L peptona, 1,15 g/L K2HPO4, 1,5 g/L MgSOs4,
15 g/L Glicerol, 0,5 g/L de triptofano) e incubados a 28 °C sob agitagao a 115 rpm.
A cada 48 h durante 10 dias, 2 ml da cultura foram transferidos para um tubo e
centrifugados a 13.000 rpm durante 5 min. A produgao de auxina foi determinada
transferindo 50 ul do sobrenadante para uma placa de 96 pogos contendo 50 ul
de reagente Salkowski (2,4 g de FeCls e 84,2 ml de H2SO4, volume final de 100
ml). As placas de 96 pogos foram armazenadas no escuro a temperatura ambiente
durante 30 min, e a intensidade da cor foi determinada em espectofotdmetro com
A =520 nm.

A capacidade de reducao de nitrato foi avaliada inoculando tubos de vidro
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contendo 5 ml de meio Bacto-Nitrato (3g/L extrato de carne, 5 g/L de peptona, 1g/L
KNOs, pH 6,5) com in6culo de cada isolado. Trés réplicas foram preparadas. Apos
um periodo de incubacgao (28°C por 7 dias), 200 pl de reagente nitrato A (a-
naftilamina) e reagente B (acido sulfanilico) foram adicionados em cada tubo. A
presenca de nitrito foi confirmada pelo desenvolvimento de uma cor vermelha apés

a formagéo de um sal diazdnio causado pela reagéo entre os reagentes A e B.

4.7 Ensaio da folha destacada

Producdo de plantulas: dez sementes de trigo da cultivar Onix (OR
sementes) foram plantadas em copos de plastico de 7 cm de diametro e mantidas
em cabine de germinagado com fotoperiodo de 12 h a 20°C até que a segunda
folha fosse totalmente expandida. Algumas plantulas foram inoculadas com 5 ml
dos propagulos de esporos (1x 108 esporos/ml) de cada cepa — Streptomyces sp.
6(4), Streptomyces sp. R18(6) e consorcio dos dois isolados no momento da
semeadura, e outras ndo foram inoculadas, conforme os tratamentos descritos na

secao “Inoculacao”.

Preparacao das placas: as placas foram montadas de acordo com o
protocolo de Perochon e Doohan (2016) com modificagdes: a primeira e a segunda
folha foram cortadas em segmentos de 8 cm de comprimento e trés segmentos
foram colocados em cada placa de Petri de 15 cm de didmetro contendo - 50 ml
de agar-agua (10 g L") e 100 mg L' benzimidazol (Sigma-Aldrich) utilizado para
retardar a senescéncia (Arraiano et al., 2001).

Inoculagao: 100 ul de cada extrato (bruto ou concentrado) produzidos pelos
isolados de Streptomyces e o consorcio foi misturado em tubos com 100 pl da
suspensao conidial de Ptr (isolado 45). Desta mistura, 10 pl foi inoculado no centro
de cada segmento das folhas nas placas de acordo com cada tratamento: (1)
folhas destacadas de plantulas de sementes inoculadas com propagulos de cada
cepa + extrato bruto e Ptr; (2) folhas destacadas de plantulas de sementes
inoculadas com propagulos de cada cepa + extrato concentrado e Ptr; (3) folhas
destacadas de plantulas de sementes inoculadas com propagulos de cada cepa +
Ptr sem extratos; (4) folhas destacadas de plantulas sem inoculagao + extrato

bruto e Ptr; (5) folhas destacadas de plantulas sem inoculagdo + extrato
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concentrado e Ptr; e (6) Controle: Pir nas folhas destacadas de plantulas
saudaveis. O indice de doencga foi mensurado dividindo em cinco classificagcdes
usando um escore de 0 a 5: 0 = sem sintomas, 1 = menos de 5% da folha com
leséo, 2 = 6-15% da folha com leséo, 3= 16-25% da folha com lesé&o, 4= 25-50%
da folha com lesao e 5= >50% da folha com lesado. O indice de doenca e a eficacia
de controle foi calculado usando as seguintes equacdes: indice de Doenca = 100
x(@x0)+(bx1)+(cx2)+(dx3)+(ex4)+(fx5)/5xn,ondea,b,c,d,e,f
correspondem ao numero de folhas com os escores 0, 1, 2, 3,4 e 5, e n é o total
de folhas examinadas. Eficacia de controle (%) =100 x (C-T)/ C, onde C é o indice
de doencga das folhas de trigo somente com Ptre, T é o indice de doenca das
folhas de trigo depois do patégeno e o tratamento. O desenho experimental foi
organizado em blocos completamente casualizados com trés replicatas e trés
folhas em cada placa. O experimento foi repetido duas vezes. Os dados de cada
tratamento foram analisados por analise de variancia (ANOVA) com P-valor de
0,05 no programa SASM-Agri (Canteri et al., 2001).

4.8 Ensaio em casa de vegetagao

O experimento foi realizado em uma casa de vegetagéo localizada nas
dependéncias do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia-
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, durante o
periodo de maio a junho de 2021. O ensaio foi organizado em copos plasticos (500
ml) com substrato comercial Humusolo® mais vermiculita expandida na proporgao
de 1:1. Em cada copo, dez sementes de Triticum aestivum cv Onix, suscetivel a
manchas foliares e ferrugem (OR Sementes) foram semeadas seguindo a
descrigao de cada tratamento:
1) Sementes inoculadas na semeadura com 5 ml de propagulos de esporos de
cada isolado de Streptomyces;
2) Sementes inoculadas na semeadura com 5 ml de propagulos de esporos de
Streptomyces + spray foliar do sobrenadante livre de células de cada
Streptomyces nas folhas antes do patégeno.
Controle n&o tratado — Ptr pulverizado na parte aérea.
Controle negativo — sementes sem tratamento, apenas agua.

Todas as plantas exceto o controle negativo, com 14 dias apés o plantio,
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com duas folhas totalmente expandidas, foram pulverizadas com a suspensao de
Ptr (concentragdo minima de 3.000 conidios/ml) usando um pulverizador manual.
O sobrenadante livre de células dos antagonistas foi aplicado nas folhas em torno
de 2 horas antes da aplicagao do patégeno, para que as plantas estivessem um
pouco mais secas. Depois da inoculacdo, os vasos foram cobertos com sacos
plasticos para manter alto nivel de umidade durante 48 h. Depois disso, a cada
dois dias as plantas eram regadas com agua se necessario.

Para a avaliagado, apés sete dias da inoculagdo com inicio dos sintomas,
a segunda folha de uma planta, escolhida aleatoriamente, de cada vaso foi
selecionada para o acompanhamento da evolugdo da mancha. Esse
acompanhamento foi realizado por fotografia a cada dois dias até completar sete
dias. No total foram avaliadas sete folhas por tratamento. A porcentagem da area
necrotica e clorotica foi estimada com software Imaged. No final do experimento,
as plantulas foram retiradas e secas em estufa a 50°C para aferirmos o peso seco
das plantas. O desenho experimental foi inteiramente casualizado com sete
replicatas por tratamento. Os dados foram analisados por ANOVA e as médias
foram comparadas por teste Scott-Knott com P <0,05 em software SASM-Agri
(Canteri et al., 2001).

4.9 Cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa de alta
resolucéo

A presenga de compostos com atividade antifungica no sobrenadante livre
de células previamente liofilizado foi monitorada utilizando um sistema Shimadzu
Nexera X2 UHPLC acoplado a um espectrdmetro de massa de alta resolugao
Impact Il QTOF (BrukerDaltonics). O sistema UHPLC foi equipado com uma
coluna analitica de fase reversa mantida a 40°C. A fase movel era uma mistura de
acetonitrila acidificada com acido formico a 0,1% (eluente A) e agua acidificada
com &acido formico a 0,1% (eluente B), a uma vazéo de 0,35 ml.min-'. O gradiente
de eluicao foi de 5% A (condigao inicial) a 98% A, em 35 min, com manutengao
por 5 min, voltando a condi¢ao inicial em 4 min e sendo mantida por mais 6 min,
totalizando um tempo de analise de 50 min. O espectrémetro de massa QTOF foi
operado no modo de ionizagao positiva, nas seguintes condigdes: capilar a 4000

V, nebulizador a 40 Bar, gas de secagem a 9 L.min-1 e temperatura do gas de
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200°C. O sistema QTOFMS foi operado no modo de aquisi¢ao de dissociagao
induzida por colisdo de banda larga (bbCID), que forneceu espectros MS e MS/MS
ao mesmo tempo. Todas as informagdes do MS foram registradas na faixa m/z de
50 a 1500, utilizando uma taxa de varredura de 2 Hz. O modo bbCID permite a
operagédo com duas energias de colisdo diferentes: uma energia de colisdo baixa
de 10 eV e uma energia de colisdo alta de 20 eV (para obter espectros MS/MS).
Todos os dados suspeitos e possiveis composicdes elementares para ions com

um desvio de + 5 ppm, foram avaliados usando software DataAnalysis 4.2.

4.10 Concentragéo inibitoria minima

O sobrenadante livre de células, filtrado em filtro estéril de 0,22 ym (KASVI)
e posteriormente liofilizado, foi pesado e em seguida ressuspendido em 3 ml a
amostra do 6(4) e em 2 ml a amostra do R18(6) com agua ultrapura autoclavada.
Sendo assim a concentragdo inicial foi calculada, e na placa o gradiente de
concentragao seguiu a seguinte ordem para o 6(4): 114 mg/ml, 57 mg/ml, 28,5
mg/ml, 14,25 mg/ml, 7,125 mg/ml, 3,56 mg/ml. Para o R18(6) o gradiente de
concentragéo foi: 151,75 mg/ml, 75,87 mg/ml, 37,93 mg/ml, 18,96 mg/ml, 9,48
mg/ml, 4,74 mg/ml. O in6culo fungico foi previamente preparado conforme o
protocolo relatado no item 4.2 e a concentragao final de conidios foi de 8 x 103
conidios/ml. O procedimento do CIM foi realizado de acordo com o protocolo M38-
A (CLSI, 2002), com 100 ul do inéculo fungico mais 100 pl do caldo Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) com as diluicbes do sobrenadante. RPMI puro foi o
controle negativo, e o inéculo fungico sem o sobrenadante dos antagonistas foi o
controle positivo. A temperatura de incubacéo foi de 25°C para o crescimento
adequado do fungo. Apds 96 h de incubacgao foi realizado a leitura da placa e
retirados de cada pog¢o 10 pl e depositados em Iaminas de vidro coradas com azul
de algodao para observagdo em microscopio das alteragdes no crescimento

fungico.

4.11 Novos isolados de actinobactéria
A fim de isolar novas cepas de actinobactéria provenientes de plantas de
trigo, foram coletadas amostras de rizosfera, raiz e parte aérea de plantulas de

trigo das cultivares Marfim (Biotrigo) e Onix (OR sementes), as sementes destas
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cultivares foram desinfestadas por lavagem com hipoclorito de sédio 2% por 2 min,
seguido de alcool 70% por 2 min., e abundante lavagem com agua destilada estéril
e cultivadas em copos plasticos de 400 ml com substrato Humusolo e tempo de
crescimento de 14 dias em cabine de germinagéo com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 20+2°C, e foram regadas com agua quando necessario.

Das amostras da regido rizosférica foram feitas diluigbes seriadas até
diluicdo 10 e dispensados 100 ul em placas de ACA mais 0,5% de cloranfenicol
e também, foram semeados em meio ISP2 (Apéndice 1). As amostras de raizes
foram coletadas e desinfestadas por lavagem com hipoclorito de sédio 2% por 2
min, seguido de alcool 70% por 2 min., e abundante lavagem com agua destilada
estéril. Apds desinfestacao as raizes foram cortadas em pequenos segmentos de
3 cm e acondicionadas nos meios de cultura citados anteriormente. Pedacgos do
caule e folhas também foram cortados e acondicionados nestes meios de cultura
para selecionar o crescimento de actinobactérias endofiticas destas regides.

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 28°C por sete dias.
Ap0és o crescimento das coldnias, foram observadas caracteristicas especificas do
crescimento de actinobactérias e em seguida foram feitas repicagens para obter
colonia pura no meio ACA. Com as col6nias selecionadas, prosseguiu-se com
coloracédo de Gram e identificagdo morfoldgica dos isolados se acordo com o
Manual Bergey (Locci, 1989). Estes isolados passaram por testes bioquimicos
para verificar a producao de AlA, sideroforos, solubilizagao de fosfato e reducao
de nitrato segundo os protocolos citados anteriormente (item 4.6).

Estes isolados também foram submetidos ao pareamento de culturas e
difusdo em pogo de agar, conforme protocolos citados anteriormente, para
verificar a atividade antifungica frente a P. tritici-repentis. Antes do ensaio de
difusdo em pogo de agar foi necessario realizar uma curva de crescimento dos
novos isolados de actinobactéria (cultivados em Erlenmeyers de 250 ml contendo
50 ml de Caldo Amido Caseina incubados sob agitagdo de 115 rpm e 28°C) para
saber em qual ponto ocorreria a produ¢ao dos metabdlitos por estes isolados. Para
tanto, a cada 24 h foram coletadas aliquotas do crescimento durante sete dias.
Estas aliquotas no volume de 100 ul foram inoculadas em pogos de 6 mm de
didametro cortados no meio BDA, previamente inoculado com 100 pl do in6culo de

Ptrem 3.000 esporos/ml. As placas foram incubadas em germinador com 12 h de
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fotoperiodo e 25°C por sete dias. A antibiose foi confirmada pela formagéao de
halos de inibicdo do crescimento micelial ao redor do pogo no agar.

Um experimento de folha destacada também foi executado para verificar a
atividade antifungica destes isolados frente Ptr em folhas de trigo. As condigbes
foram as mesmas dos demais ensaios de folha destacada citadas no item 4.7.

Um experimento em germinadora com fotoperiodo foi executado para verificar
o potencial em promover o crescimento das plantas de trigo. Em copos plasticos
de 300 ml com areia e vermiculita autoclavados, semeou-se 10 sementes de trigo
da cultivar Onix previamente desinfestadas em cada vaso e seguiram-se os
seguintes tratamentos:

1) Testemunha — sementes regadas apenas com agua destilada autoclavada
até o inicio da emergéncia das folhas, entéo iniciou-se a rega a cada dois dias
com solugédo nutritiva Sarruge mais nitrato de amonio em concentragéo de 100%,
a composicao destas solugdes consta no Apéndice 1.

2) Sementes inoculadas na semeadura com 5 ml de propagulos de cada um
dos isolados (MR2, MR3 e 6nix) separadamente. Apés emergéncia das plantulas,
iniciou-se a rega com solu¢ao nutritiva de Sarruge mais nitrato de aménio diluidos
em 50%.

3) Sementes inoculadas na semeadura com 1 ml de propagulos de cada um
dos isolados, para formar um consorcio. Apés emergéncia das plantulas, iniciou-

se a rega com solugao nutritiva de Sarruge mais nitrato de aménio em 50%

O experimento foi composto por quatro vasos por tratamento que foram
mantidos por duas semanas apods as plantulas estarem completamente
expandidas. Ao final do experimento foi verificado a taxa de germinagao, aferi¢oes
de altura e em seguida estas plantas foram secas em estufa de 50°C por uma

semana e aferidos as massas secas das plantas em cada tratamento.
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5.3. Resultados ndo apresentados na forma de artigo.

5.3.1. Novos isolados

Foram obtidos dois isolados da rizosfera da cultivar Marfim denominados
de MR2 e MR3 e um isolado da rizosfera da cultivar Onix denominado de 6nix.
Estas foram parcialmente caracterizadas morfologicamente e bioquimicamente.
Na Tabela 1 estdo contidas as informacdes referentes aos testes bioquimicos
aplicados e a atividade antifungica destes isolados frente a Ptr. Na Tabela 2
resume a caracterizagao morfolégica dos isolados.

Todos os isolados apresentaram odor de geosmina, semelhante ao cheiro
de terra molhada, tinham culturas secas, enrugadas e rigidas no meio ISP2, e
apresentaram formacdo de cadeia de esporos observados por microscopia,
conforme mostra a Figura 1.

O unico isolado que apresentou atividade antifungica frente Ptrfoi o 6nix no
meétodo de difusdo em pogo de agar (Figura 2), onde a atividade foi verificada a
partir do quarto dia de cultivo e manteve até o sétimo dia avaliado. Os demais n&o
apresentaram atividade antifungica em nenhum ensaio nas condigbes aplicadas.
Devido a esse resultado, seguiu-se a verificagdo da atividade antifungica com o
sobrenadante livre de células do isolado 6nix em folha destacada, porém a
atividade antifungica nao foi detectada neste experimento, pois ndo demonstrou
diferenca com o controle positivo.

Devido o perfil de producao de outros compostos que podem influenciar na
promogao de crescimento vegetal conforme mostra a Tabela 1, estes isolados
foram submetidos ao teste de promogédo de crescimento vegetal em cabine de
germinacao (BOD). Neste experimento foi possivel observar que as plantas de
sementes inoculadas tiveram melhor porcentagem de germinacdo, vigor e

crescimento em relagdo ao controle negativo, conforme mostra a Tabela 3.
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Figura 1. Tipos de cadeia de esporos (figuras de cima) e morfologia colonial dos
isolados de actinobacteria (figuras de baixo). A) énix; B) MR2; C) MR3. Escala bar:
Sum.

Figura 2. Halos de inibicdo do crescimento micelial de P. tritici-repentis em

presenga do extrato livre de células do isolado 6nix.
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Tabela 1. Produgdo de compostos relacionados a promog¢ao de crescimento
vegetal e resultado da atividade antifungica frente a P. tritici-repentis.

Difusao
Producao Reducgao
AlA Solubilizagao em Pareamento
Isolado de de
(ng/ml) de fosfato poco de culturas
Sideréforo Nitrato i
de agar
onix 13,18 - - - + -
MR2 14,95 + - + - -
MR3 10,78 + + + - -

(+) positivo para o teste; (-) negativo para o teste.

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas e culturais dos isolados de actinobactéria.

Massa
Micélio q Producao de Cadeia de
e
Isolado aéreo pigmentos esporos Género
esporos
(ISP2) (AC) (ISP2)
(AC)
Onix Cinza- Verde  Verde escuro Espiral Streptomyces
esverdeado
MR2 Cinza- Marrom Castanho Retinaculiaperti Streptomyces
castanho

MR3 Creme Creme Incolor Espiral Streptomyces

ISP2: Meio de cultura International Streptomyces Project-2 Medium; AC: Caldo Amido

Caseina

Tabela 3. Promogdo de crescimento das plantulas de trigo de sementes

inoculadas com novos isolados de actinobactéria.

Altura Massa seca
Isolado Germinagao (%)
(cm) (mg)
Onix 95 32,67 26,45
MR2 90 31 23,93
MR3 85 30 29,18
Consorcio 80 35,33 26,90

Controle negativo 70 25 21,96
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6. DISCUSSAO GERAL

Na busca por novas tecnologias e métodos de controle de pragas e
doengas para diminuir o uso extensivo de fungicidas sintéticos que
frequentemente levam a resisténcia dos fitopatogenos, residuos nos produtos
finais e no ambiente, os microrganismos agentes de controle bioldgico e seus
metabdlitos surgiram como alternativas seguras para o controle de patégenos nas
lavouras.

As actinobactérias do género Streptomyces estéo presentes principalmente
no solo e desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes. A sua
capacidade de produzir enzimas e compostos bioativos vem sendo estudados ha
anos e ja sao utilizados por diversos setores como industria farmacéutica, quimica
e agricola (Baltz, 2007). Desta forma, vé-se nos Streptomyces spp. e seus
metabdlitos um grande potencial como excelentes agentes para controlar diversos
fitopatdégenos fungicos e bacterianos em varias culturas agricolas (Vurukonda et
al., 2018).

O género Streptomyces do grupo das actinobactérias € o mais relatado
como capaz de suprimir doengas em plantas (Filonow e Lockwood, 1985; Baogen,
1996; Raguchander et al., 1997; Jog et al., 2014; Wang et al., 2022). Em especial
a interagdo de Streptomyces spp. com plantas de trigo demonstrou capacidade
para controle de doengas e promogao de crescimento vegetal (Jog et al., 2014;
Wang et al., 2018; Akbari et al., 2020). Newitt et al. (2019) relataram que essa
capacidade esta relacionada com a habilidade de produzir diversos metabdlitos
secundarios que adicionalmente permite a competicdo pelo nicho e fontes de
carbono que sao exsudados pelas plantas.

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, verificamos que estes
isolados de Streptomyces spp. - 6(4) e R18(6) — ja demonstraram interagdo com
as plantas de trigo, sendo capazes de colonizar as suas raizes e contribuir para
controle de Bipolaris sorokiniana nas sementes e na raiz e contribuiu para o ganho
de massa seca total da planta (Monteiro et al., 2017).

Nos tratamentos aplicados no atual estudo, foi possivel observar o estimulo
do crescimento vegetal mesmo com a presencga do fitopatdbgeno nas plantas de

trigo. Por meio dos testes bioquimicos foi detectado a produgao de sider6foro pelo



80

isolado 6(4), capacidade de solubilizar fosfato pelo R18(6) e a producdo de AIA
pelos dois isolados. Estes compostos por si s6 sao relatados como moduladores
da defesa e crescimento saudavel das plantas (Palaniyandi et al. 2014; Viaene et
al. 2016; Patel et al. 2018). Desta forma, podemos inferir que as plantas de trigo
de sementes tratadas com estes isolados tiveram o seu crescimento favorecido
pela acao destes compostos liberados pelos microrganismos inoculados.

A aplicagao dos metabdlitos nas folhas em conjunto com a inoculagao dos
propagulos na semeadura veio da premissa de que 0s microrganismos naturais
do solo dificilmente colonizam partes distais das plantas ou aparecem em menor
abundancia (Bodenhausen et al. 2013). Como mencionaram Bai et al. (2015) e
Zarraonaindia et al. (2015) em experimentos comparativos, comunidades
microbianas entre folhas e raizes em Arabidopsis e videira revelaram que
Actinobacteria na endosfera dos 6rgaos acima do solo de Arabidopsis sdo duas
vezes menos abundantes, e em folhas da videira, estavam completamente
ausentes.

Portanto, visando melhorar a eficiéncia do controle do fitopatdégeno
Pyrenophora tritici-repentis, que é um patdgeno foliar altamente destrutivo em
plantas de trigo, os metabdlitos produzidos pelos isolados de Streptomyces spp.
foram testados na parte aérea das plantas. Inicialmente investigamos se com a
extracdo com acetato de etila do sobrenadante concentraria melhor os metabdlitos
e teria maior efeito sobre Ptr. Para isto, utilizamos o método da folha destacada,
pois nos permitiria observar de forma pontual o efeito destes extratos sobre o
fitopatbgeno simulando o ambiente natural. Como também, neste primeiro
momento o produto da extragcdo nos resultaria em menor volume de solugdo nao
seria possivel aplicar no modelo de plantas inteiras.

Desta forma, conseguimos observar que para o isolado 6(4) nao ocorreu
diferenca entre os dois tipos de extratos na efetividade contra o fitopatdégeno,
indicando que a quantidade do metabdlito responsavel pelo controle do fungo
estava em quantidade suficiente mesmo na solucéo bruta, de forma mais diluida.

Ja para o isolado R18(6) a extracdo com acetato de etila ocasionou
diminuicao da efetividade, indicando que este solvente pode nao ser o ideal para
extrair completamente os metabdlitos deste isolado. Concluimos entéo, que para

plantas inteiras o sobrenadante da cultura foi suficiente para controlar os efeitos
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da mancha amarela causada pela infeccéo de P. tritici-repentis.

No experimento em folha destacada do primeiro artigo foi mencionado que
ainda nao tinha sido possivel concluir se ocorreu efeito aditivo em inocular as
sementes com os antagonistas e posterior aplicagdo dos metabdlitos nas folhas.
Mas, no segundo experimento, com plantas inteiras concluimos que ocorreu de
fato a melhora do controle biolégico quando adicionado os metabdlitos sobre as
folhas de modo preventivo, principalmente em relagado aos valores de massa seca
da parte aérea que foi estatisticamente igual ao controle negativo (plantas
saudaveis).

Os resultados deste trabalho, sugerem que os metabdlitos produzidos por
estes Streptomyces além de modular a defesa da planta, exerceram antibiose
frente a P. tritici-repentis. Segundo Hajlaoui et al. (1994), a antibiose é considerada
bastante vantajosa no controle biolégico de doengas porque o antibidtico se
difunde rapidamente na natureza, ndo sendo cumulativo no ambiente. Mesmo
assim, estes compostos induzem ma-formagdo das hifas apicais como
atrofiamento, protuberancias e distor¢cées, impedindo o completo desenvolvimento
do fitopatogeno (Raguchander et al., 1997). Leelasuphakul et al. 2008,
observaram que microrganismos que agem por antibiose, geralmente tém amplo
espectro de agao, de forma que na inibigdo dos fungos a produgéo de substancias
toxicas é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de agao envolvido. E esta
observacao nos deixa mais claro do porqué de haver uma melhora no controle da
doenca ao utilizar os metabdlitos nas folhas e ndo somente a inoculagdo via
semente e raiz.

Estas alteragbes no crescimento e desenvolvimento das hifas foram
verificadas no experimento em placa (microcultivo e CIM) e indicaram que devido
a estas alteragdes o patdégeno ndo conseguiu se desenvolver completamente na
folha e liberar as toxinas responsaveis pela formagao da mancha amarela. A partir
dos resultados da CIM (concentragdo inibitoria minima), € necessario ainda,
verificar se a inibigdo da germinacdo dos conidios de Pfr nas maiores
concentracdes do sobrenadante € um dano irreversivel, tendo em vista que nas
menores concentragdes, varios tipos de distor¢cdes e alteragcdes foram observados
no desenvolvimento das hifas, indicando um dano irreversivel. Porém, ainda n&o

ficou muito claro o porqué de nas menores concentracdes € que parece ocorrer a



82

ruptura da parede celular. Provavelmente essas alteragbes sao dose-
dependentes, e que existe uma concentracdo especifica capaz de alterar a
permeabilidade celular e causar estes danos. Mas estes detalhes precisam ser
melhor investigados em um préoximo momento.

A analise do sobrenadante livre de células por espectrometria de massas
de alta resolugdo indicou a presenca de muitos compostos, dentre eles, até o
momento foi possivel confirmar a presengca de erucamida e bengamida. Este
equipamento ndo possui uma biblioteca acoplada ao sistema para identificacao
dos compostos, por isso foi necessario fornecer uma lista de compostos ja
conhecidos e relatados na literatura.

Erucamida € uma amida de acido graxo, que ja foi isolada de plantas (Kim
et al., 2018), animais (Hamberger e Stehnhagen, 2003) e microrganismos
(Tamilmani et a., 2018), mas sua atividade bioldgica exata ainda permanece
incerta. Bengamida é uma familia de compostos orgéanicos do metabolismo
secundario de espoja do mar Jaspis sp. (Quifioa et al., 1986) e posteriormente
descoberto também em myxobacteria Gram-negativa (Johnson et al., 2012). Os
relatos da presenga desta substancia em extratos de Strepfomyces € bem recente
e escasso, em nossa analise percebemos forte presenga desta substancia no
sobrenadante, mas ndo conseguimos muitas informag¢des na literatura para
embasar essas observagdes. Portanto, ha necessidade de mais analises dos
metabdlitos de Streptomyces que se associam com plantas. Notamos em nossas
pesquisas que ainda o banco de dados para os compostos produzidos por
Streptomyces esta em expanséo e este cenario indica um campo a ser explorado.

Todavia, € importante salientarmos que os efeitos observados dos
metabdlitos sobre o fitopatégeno ndo devem advir apenas destes compostos
identificados, pois o espectro gerado mostrou a presenga de muitos outros
compostos que podem estar agindo em conjunto, mas que ainda nao foi possivel
confirmar sua formula molecular e subsequentes analises complementares que
nos permitam indicar de qual composto se trata. Do mesmo modo, a producao de
enzimas também s&o importantes ferramentas no controle de fungos, como as
quitinases e glucanases e que ja tiveram sua produgdo comprovada nestes
mesmos isolados de Streptomyces em estudos anteriores pelo nosso grupo de

pesquisa (Minotto et al., 2016).
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As plantas de sementes inoculadas com os propagulos das cepas de
Streptomyces, sem pulverizagdo dos metabdlitos nas folhas, responderam com
menor severidade da mancha amarela em relagdo ao controle nao tratado, isto
nos indica que pode estar ocorrendo uma indugao de resisténcia. Verhagem et al.
(2010) descreveu que a prévia inoculagdo de bactérias benéficas na rizosfera,
determinado como priming, € um processo que induz a resisténcia sistémica (da
sigla em inglés ISR - Induced Systemic Resistance), onde as plantas adquirem
maior resisténcia ao ataque de patégenos.

Entretanto, observamos que as plantas apenas inoculadas na semeadura
nao se desenvolveram tdo bem como as plantas duplamente tratadas. Conforme
Conn et al. (2008) demonstraram que priming por actinobactérias compartilham
rotas de ISR e SAR (Systemic Acquired Resistance). Porém, as plantas inoculadas
precisam encontrar um balango sutil entre os custos e beneficios das respostas
de defesa para maximizar o seu desempenho, tanto a inducdo da SAR por
patégenos quando a iniciagdo de ISR por bactérias nao patogénicas vém com
custos de adequacao para a planta (Bostock, 2005). Isso corrobora com os dados
obtidos neste trabalho, pois as plantas apenas inoculadas na semeadura tiveram
menor ganho de massa seca comparadas com o controle negativo (sem patdégeno)
e com as plantas de tratamento duplo. Em contrapartida, observamos que as
plantas inoculadas na semeadura e posteriormente pulverizadas com os
metabdlitos (tratamento duplo) tiveram diminui¢do dos custos energéticos para o
seu crescimento, pois os dados de massa seca nestes tratamentos foram iguais
estatisticamente as plantas saudaveis.

Os Streptomyces sp. 6(4) e R18(6) s&o originarios de raizes saudaveis de
tomateiro, mas que demonstraram significativa atividade tanto antifungica quanto
de promogao de crescimento em plantas de trigo. A fim de encontrar um isolado
com potencial antimicrobiano da propria comunidade endosférica e/ou rizosférica
das plantas de trigo, buscamos isolar actinobactérias destas plantas. Desta forma,
foi possivel isolar mais trés actinobactérias da rizosfera, que foram parcialmente
caracterizadas para a confirmagao de género.

Como observado, nos resultados dos experimentos para estes novos isolados
a produgao de compostos envolvidos na promogéo direta do crescimento vegetal

foi investigada e demonstraram resultados potenciais. Ainda que n&o tenha sido
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possivel maximizar a produgdo dos compostos antifungicos neste momento, os
compostos relacionados com a promocéo de crescimento de plantas identificados
nos isolados MR2 e MR3 tem grande vantagem no processo de fertilizagdo do
solo. A rizosfera pode muitas vezes conter altos niveis de carbono, nitrogénio e
outros minerais. No entanto, alguns destes nutrientes e minerais, especialmente
fosfatos, permanecem em formas complexas ou precipitadas que nao podem ser
utilizadas pelas plantas, sendo assim, essas actinobactérias em conjunto podem
aumentar a disponibilidade destes nutrientes para as plantas em associagao.
Apesar de nestes experimentos realizados, estes isolados ndo apresentarem
melhor atividade antifungica do que os isolados 6(4) e R18(6), posteriormente
seria interessante buscar combinacdes entre eles e a otimizacdo dos meios de
cultivo para investigacao da producao de metabdlitos benéficos para o processo
de biocontrole de fitopatdgenos nas plantas de trigo.

Por fim, a partir destas evidéncias relatadas neste trabalho foi possivel
concluir que os isolados de Streptomyces sp. 6(4), R18(6) e o consércio entre eles,
mesmo sendo isolados de plantas de tomate, demonstraram um perfil de producéao
de metabdlitos com propriedades antifungicas que contribuiram para o controle de
P. tritici-repentis em plantulas de trigo. E a inoculagdo destes isolados nas
sementes mais a aplicacdo dos metabodlitos na parte aérea preventivamente
demonstrou nitido beneficio na promog¢ao de crescimento das plantas tratadas
mesmo em presenga do fitopatégeno. Portando, sao fortes candidatos para
formulagcdo de um biofungicida.

Como perspectivas, ainda sdo necessarios testes de toxicidade para
certificar a seguranga destas moléculas para saude humana e animal. Purificar e
completar as analises dos compostos do extrato, como as técnicas de HPLC e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Pode-se também investigar com
abordagens moleculares se a expressao das toxinas de Pfrséao de fato silenciadas
pela presencga dos isolados de Streptomyces na planta de trigo para confirmar a
inducédo de resisténcia. E para completar o estudo é necessario ainda, buscar uma
formulacdo adequada para aplicagdo em campo e investigar a permanéncia da

efetividade da atividade antifungica nestas condic¢des.



85

7. CONCLUSOES

1. Ocorreu antagonismo e atividade antifungica dos isolados e dos
metabdlitos de Streptomyces sp. 6(4) e R18(6) e do consorcio frente ao fungo

fitopatogénico Pyrenophora tritici-repentis.

2. A metodologia utilizada da folha destacada foi eficiente e permitiu
diferenciar a capacidade dos extratos brutos e concentrados em suprimir P.

tritici-repentis nas folhas de trigo.

3.0 extrato bruto e concentrado do Streptomyces sp. 6(4) impediram de forma

eficaz o total desenvolvimento de P. tritici-repentis nas folhas de trigo.

4.0s extratos do isolado R18(6) variaram em relac&o a atividade antifungica

e o extrato bruto foi o melhor em controlar P. tritici-repentis.

5.0 extrato bruto do consdércio também alterou o desenvolvimento de P. tritici-
repentis e impediu o completo desenvolvimento do patégeno nas folhas de

trigo.

6. Diferentes concentracbes do sobrenadante livre de células tiveram
distintas alteragdes sobre a germinagdo dos conidios de Ptr. Para o
sobrenadante do isolado 6(4), a maior concentragao o efeito foi fungistatico
e nas menores concentragdes o efeito foi fungicida. Para o isolado R18(6) os
conidios germinaram sem alteragdes visiveis no micélio em todas as

concentracdes testadas.

7. Em plantas inteiras estes isolados também contribuiram para controlar P.

tritici-repentis e diminuiram a area foliar lesionada.

8. O tratamento duplo (inoculagdo no sulco da semeadura mais pulverizagao
dos metabdlitos na parte aérea de forma preventiva) além de controlar a

doenga, contribuiu para o ganho de massa seca da parte aérea, indicando
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promogéao de crescimento vegetal.

9. A técnica de cromatografia a liquido e espectrometria de massa de alta
resolucao foi eficiente e indicou uma variedade de compostos presentes no
sobrenadante do cultivo das actinobactérias. Os compostos identificados, até
o momento, foram erucamida e bengamida, sdo substancias com

propriedades antimicrobianas relatadas na literatura.
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9. APENDICES

1. Composicado dos meios de cultura e solugdes:

ACA — Agar amido caseina
Amido-10g
Caseina-0,3 g

KNOs - 2,0 g
NaCl-2,0g
K2HPO4-2,0 g
MgSO4.7H20 — 0,05 g
CaCOs—0,02 g
FeS04.7H20-0,01 g
Agar-15g

Agua destilada -1000 ml

AC — Caldo Amido Caseina ]
Mesma composigcdo do ACA sem acrescentar o Agar.

BDA - Agar Batata Dextrose

Batata branca com casca — 140 g

Dextrose — 10 g

Agar—15g

Agua destilada — 1000 ml

Sulfato de estreptomicina — 0,12 g (dissolver em um pouco de agua
autoclavada e acrescentar no meio de cultura morno antes de verter nas
placas).

V8-BDA

Suco V8 (Campbell’s) — 150 ml
Agar-10g

BDA comercial — 10 g

CaCOs3-3g

Completar com agua destilada — 850 ml

ISP2

Peptona—-5g

Extrato de levedura -3 g
Extrato de malte — 3 g
Dextrose — 10 g
Agar-20g
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Solugao Sarruge

Solugao estoque (1L) Retirar da solugao estoque para
1 L de solugao de uso
(concentracao 100%)
KH2PO4—136,1 g 1ml
MgS04.7H20 — 246,4 g 2ml
CaClc—111,1g 5ml
KCl-746¢g 5 mil
Fe EDA (1M) —10 ml 1 ml
Solugao de micronutrientes: 1ml
H3BO3—-2,86 g
ZnCl-0,1¢9
CuS04.5H20-0,04 g
Na:M0O4.4H20 - 0,02 g

*Completar o volume com agua destilada autoclavada.

Solugédo de Nitrogénio
Solucao estoque (1L): NH4NO3s— 20 g (diluir completamente e armazenar
em frasco ambar).

Solugéo de uso: retirar 7,14 ml da solugéo estoque e completar volume
com agua destilada autoclavada. (armazenar em frasco ambar)

Tampao PBS

Solugao 10x:

NaCl — 80g

KCI - 2g

Naz:HPO4 — 14,49
KH2PO4— 2,49

Agua destilada - 1000 ml

Solugao de uso:
Retirar 100 ml da solugéo 10x para 900 ml de agua destilada, autoclavar

para ter solugao estéril.



