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Resumo

O solo é um ambiente estruturalmente complexo constituindo um importante
reservatorio da diversidade microbiana. Grande parte desta diversidade ainda
permanece desconhecida, uma vez que a maioria dos micro-organismos nao
sdo recuperados e cultivados por técnicas convencionais. Bactérias do solo
representam uma fonte abundante de compostos biologicamente ativos, que
tém sido associados as vias metabdlicas da sintase policetideo e da sintetase
peptideo ndo-ribossomal. O objetivo deste estudo foi identificar, por meio de
sequenciamento do gene 16S DNAr, 84 isolados de uma colecdo de bactérias
com potencial de inibicdo de fungos fitopatégenos e caracterizar os isolados
com maiores potenciais de inibicdo de 7. paradoxa quanto a presenca de
genes relacionados a sintese de policetideos e de peptideos nao-ribossomais,
compostos de elevada atividade bioldgica. A afiliacdo taxondmica dos isolados
antagonistas foi realizada com base nas sequéncias parciais do gene RNAr 16S.
O DNA extraido foi amplificado por PCR utilizando os primers 27F e 1488R
(ADERIBIGBE et al., 2011). As sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas
foram comparadas as sequéncias de bactérias de cultura-tipo depositadas

nas bases de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando
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o programa BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997). 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; GENNILOUD, 2005). A pesquisa dos genes funcionais mostrou que
o gene NRPS apresentou efeito significativo (p<0,05) em relacéo a inibicao
do crescimento do Thielaviopsis paradoxa, demonstrando a associacdo deste
gene a atividade antago6nica frente ao fitopatégeno. Bactérias obtidas de solos
supressivos a fusariose coletados em Pernambuco, que apresentam potencial
antagonista ao fungo fitopatogénico Thielaviopsis paradoxa, pertencem
predominantemente a familia Bacillaceae. Diversos estudos da literatura
afirmam que Bacillus spp. predominam entre os géneros bacterianos com
potencial antagonista contra fitopatégenos diversos, o que corrobora com os
resultados obtidos neste estudo.

Palavras-chave: sintase policetideo, sintetase peptideo ndo-ribossomal, gene
16S DNAr, gene RNAr 16S, T. paradoxa.

Introducéo

O solo é um ambiente estruturalmente complexo constituindo um importante
reservatorio da diversidade microbiana. Os diferentes perfis dos solos
favorecem a formacao de microambientes especificos regulados por
condicdes 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
sdo recuperados e cultivados por técnicas convencionais. Bactérias do solo
representam uma fonte abundante de compostos biologicamente ativos.
Segundo Subramani e Aalbersberg (2013) 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.

O género Bacillus é amplamente distribuido no solo, a sua versatilidade
metabdlica permite a sintese de uma ampla variedade de compostos bioativos
estruturalmente complexos, a exemplo dos antimicrobianos. Particularmente,
as vias metabdlicas da sintase policetideo e da sintetase peptideo nao-
ribossomal tém sido associadas a biossintese desses compostos (DUNLAP

255



V Seminério de Iniciacdo Cientifica e Pés-Graduacédo da Embrapa Tabuleiros Costeiros 256

et al., 2013; HAMDACHE et al., 2011). A deteccdo de genes que codificam
para essas vias tem constituido uma ferramenta adicional para a identificacédo
de isolados que sintetizam esses compostos. 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 novos cultivares resistentes e da observada reducdo da eficacia
de muitos defensivos agricolas, bem como dos problemas de ordem ambiental
associados ao uso indiscriminado e prolongado destes.

O objetivo deste estudo foi identificar, por meio de sequenciamento do gene
16S DNAr, 84 isolados de uma colecao de bactérias com potencial de inibicao
de fungos fitopatdégenos e caracterizar os dez isolados com maiores potenciais
de inibicdo de 7. paradoxa quanto a presenca de genes relacionados a sintese
de policetideos e de peptideos nao-ribossomais, compostos de elevada
atividade biolégica.

Material e Métodos

Uma colecédo de 200 isolados bacterianos foi obtida no Laboratério de
Microbiologia do Solo a partir de amostras de trés solos de Pernambuco
reconhecidamente supressivos a fusariose. Estes solos foram providos pelo
Dr. Sami Michereff da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Destes 200
isolados, 84 apresentaram atividade inibitéria in vitro contra 7. paradoxa e, ou,
Plenodomus destruens, o fungo agente causal do mal-do-pé da batata doce,
utilizando-se testes de antibiose em placas. Estes 84 isolados constituem a
colecdo de bactérias antagonistas avaliada neste estudo. Dentre estes, 31
apresentaram extratos extracelulares com inibicdo >70% do crescimento de
Thielaviopsis paradoxa. A avaliacdo da presenca dos genes de substancias

de alta atividade biolégica, como policetideos e peptideos nao-ribossomais foi
realizada para estes isolados.

A afiliacdo taxondmica dos isolados antagonistas foi realizada com base nas
sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas conforme descricdo a seguir.
Para a extracdo do DNA gendmico, aliquotas de 100 uL dos isolados em
estoque foram inoculados em erlenmeyers contendo 20 mL do meio YMA
com incubacao sob agitacdo orbital (120 rpm/28°C). As amostras foram
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centrifugadas (4000 rpm/4°C/3min), sendo o sobrenadante descartado e o
pellet obtido ressuspendido em 200 yL de tampao GTE gelado. Posteriormente,
foram adicionados 400uL da solucdo de NaOH (0,2N) 1% SDS com
incubacao a temperatura ambiente por 5min. Em seguida, foi acrescida

uma aliquota de 300uL de acetato de potassio seguido de centrifugacao
(13000rpm/4°C/15min). Uma aliquota de 750uL do sobrenadante obtido

na etapa anterior foi adicionada a 450 uL de isopropanol gelado, com
centrifugacao (13000 rpm/4°C/15 min) a fim de se obter um pellet. O pellet
obtido foi lavado com 1mL de etanol a 70% gelado, sendo posteriormente
centrifugado (13000 rpm/4°C/1min). Os DNAs gendmicos obtidos foram
armazenados em 40 uL de tampédo TE (pH 8,0) sob temperatura de -20°C.
Estes foram quantificados em espectofotémetro (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 uL contendo: 15,5 uL de agua ultrapura (Milli-Q); 2,5 uL
de Buffer; 1,25 ulL de MgCI2;0,5 uL de ANTP; 1,0 uL de cada primer; 0,25

uL de Taq polimerase (Neotaq); 3,0uL do DNA extraido. A reacédo da PCR foi
realizada em um termociclador Axygen, com a amplificacdo nas seguintes
condicdes: desnaturacao inicial a 94°C por 2min, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento a 50°C por 1min, extenséo a
72°C por 1Tmin e extenséao 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 o sequenciamento no Centro de
Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-tronco, Instituto de Biociéncias,
USP. As sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas foram comparadas
as sequéncias de bactérias de cultura-tipo depositadas nas bases de dados
do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o programa BLASTN
(ALTSCHUL et al., 1997).

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; GENNILOUD, 2005), (Tabela 1).
As reacoes da PCR foram preparadas para um volume final de 25uL contendo:
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2,5 uL de DMSO 10% (dimetilsulféxido); 11,5 uL de agua ultrapura (Milli-Q);
2,5 uL de Buffer; 1,2 5uL de MgCl, 1,0 yL de dNTP; 1,0 L de cada primer;
0,25 uL de Taq polimerase (Neotaq); 4,0 uL do DNA extraido. As reacdes da
PCR foram realizadas em um termociclador Axygen nas seguintes condicdes:
para o 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 extensao final por 10 min a 72°C.
Desnaturacdo 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 amplificacédo (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 5 LL/4UU (PARSLEY et al.,
2011; SACIDO; GENNILOUD, 2005). 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.

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

NRPS AS3F GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 700
A7R SASGTCVCCSGTSCGTA
PKS-I  5LL GGRTCNCCIARYTGIGTICCIGTICCTGIGC 750

4UU MGIGARGCIYTICARATGGAYCCICARCARMG
Fontes: Sacido e Genniloud (2005); Parsley et al. (2011).

Resultados e Discussao

Os 84 isolados antagonistas selecionados na etapa preliminar do teste
qualitativo de dupla camada foram afiliados a familia Bacillaceae (86 %),
Sthaphylococcaceae (6%), Paenibacillaceae (1%) e Moraxellaceae (1%). Para
os 31 isolados antagonistas a 7. paradoxa com maior atividade observou-se
que estes eram predominantemente afiliados a familia Bacillaceae, com excecao
do isolado DT-192, que foi afiliado a familia Sthaphylococcaceae (Tabela 2).

Ao se levar em consideracdo o critério de selecdo do estudo no que se refere

a atividade antago6nica dos isolados, os resultados obtidos foram similares aos
de Todorova e Kozhuharova (2010) que ao utilizarem um solo sob cultivo (terra
preta) sem pré-tratamento de desinfestacao, observaram uma predominancia de
Bacillus spp. entre os antagonistas com um percentual de 81,8% do total.
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Embora a familia Bacillaceae seja amplamente distribuida nos solos, em geral
a sua dominancia nao é encontrada em estudos de isolamentos. Alguns
fatores podem ser atribuidos a essa predominancia, a exemplo da formacao
de enddsporos que pode ter favorecido o isolamento destes micro-organismos
em detrimento de outros durante a etapa de utilizacdo dos pré-tratamentos
de desinfestacdo do solo, no qual se utilizou cloramina-T e fenol. Estudos tém
demonstrado uma correlacao significativa entre a supressividade do solo e a
predominancia de populacdes antagonistas especificas (ALVARADO et al.,
2007; POSTMA et al., 2008). Segundo Weller et al. (2002), Bacillus spp.
predominam entre os 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
(DT-137), 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 fitopatdégenos.
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Tabela 2. Afiliacdo taxondmica dos isolados antagonistas provenientes de solos

supressivos obtida por andlises comparativas de sequéncias do gene RNAr
16S.

DT-3 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-5 Bacillus subtilis 99% Bacilaceae
DT-8 Paenibacillus polymyxa 98% Paenibacillaceae
DT-9 Bacillus pseudomycoides 98% Bacillaceae
DT-12 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-40 Bacillus subtilis 99% Bacillaceae
DT-76 Bacillus cereus 99% Bacillaceae
DT-98 Bacillus tequilenses 99% Bacillaceae
DT-106 Bacillus cereus 99% Bacillaceae
DT-110 Bacillus subtilis 99% Bacillaceae
DT-115 Bacillus subtilis 99% Bacillaceae
DT-120 Bacillus cereus 98% Bacillaceae
DT-136 Bacillus subtilis 98% Bacillaceae
DT-137 Lysinibacillus boronitolerans 97% Bacillaceae
DT-202 Bacillus subtilis 98% Bacillaceae
DT-214  Bacillus subtilis 98% Bacillaceae

*Similaridade com sequéncias do banco de dados do NCBI.

Ao analisar a relacdo entre presenca dos genes NRPS, PKS ou do hibrido
NRPS-PKS nos isolados com efeito inibitério sobre o crescimento relativo do
fitopatégeno Thielaviopsis parodoxa foi possivel observar que a presenca

dos genes PKS ou do hibrido NRPS-PKS ndo apresentou efeito significativo
sobre o crescimento de nenhum dos trés patégenos (Tabela 3). O gene NRPS
apresentou efeito significativo (p <0,05) em relacdo a inibicao do crescimento
do Thielaviopsis paradoxa, demonstrando a associacdo deste gene a atividade
antagonica frente ao fitopatégeno (Tabela 3). Segundo Hamdache et al.
(2013) a sintese de antibidticos por Bacillus spp. estad intimamente associada
a via da sintetase peptideo ndo-ribossomal.
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Conclusoes

Bactérias obtidas de solos supressivos a fusariose coletados em Pernambuco,
que apresentam potencial antagonista ao fungo fitopatogénico Thielaviopsis
paradoxa, pertencem predominantemente a familia Bacillaceae.

A via biossintética do PKS bem como o efeito aditivo NRPS-PKS néao
apresentou efeito significativo em relacdo a inibicdo do crescimento relativo
do Thielaviopsis paradoxa. Somente a presenca do gene NRPS se associou ao
efeito inibitério do crescimento relativo do Thielaviopsis paradoxa.
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