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ANALISE COMPARATIVA DE INFECCOES CAUSADAS POR
ISOLADOS VIRAIS EM LAGARTAS Chrysodeixis includens
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"Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 2Centro Universitario de Brasilia.
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Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta falsa-
medideira, ¢ uma praga que pode causar grandes prejuizos econdmicos as diversas culturas
como, soja, algoddo, feijao, tomate, batata, amendoim, girassol e hortalicas. O uso de agentes
biologicos, como os inseticidas a base de baculovirus, um grupo de virus patogénico a insetos,
tem sido utilizado com sucesso no controle de lepidopteros-praga na agricultura brasileira. A
multiplicagdo massal desses virus ¢ feita no inseto alvo, sendo que o processo de producgdo deve
partir da selecdo de isolados virais com elevada viruléncia e resultar em um produto com alta
eficacia no combate a praga no campo. Neste contexto, esse trabalho visa selecionar isolados
virais obtidos a partir de larvas Chrysodeixis includens infectadas, com caracteristicas pesticidas
altamente favoraveis para uso em controle biologico. Estudos em andamento foram entdo
concluidos e comparados quanto a atividade biologica de isolados de Chrysodeixis includens
nucleopolyhedrovirus - ChinNPV (total de 11 isolados virais) em larvas de C. includens. Dentre
esses isolados, quatro provenientes de larvas coletadas em plantagdes de soja e algoddo no Mato
Grosso foram avaliados em ensaios de infeccdo realizados em laboratério. Larvas de terceiro
instar foram alimentadas com dieta artificial contendo diferentes concentracdes virais (1x10%
4x10%, 1,6x10° OBs=poliedros/mL de dieta). Os resultados foram analisados e comparados com
base na taxa de mortalidade (%), concentracdo letal (CLsy), tempo de morte (TM). O isolado
ChinNPV-MT.B (de Mato Grosso) apresentou menores CLs, (5305,101 OBs/mL) e TM (6 dias
pOs-infeccio) e causou 100% de mortalidade de larvas na concentracdo de 1,6x10° OBs/mL de
dieta. Esses resultados foram similares aos obtidos de um isolado do estado do Parand, que
apresentou alta patogenicidade em larvas C. includens. O isolado ChinNPV-MT.B foi selecionado
como um possivel ingrediente ativo para desenvolvimento e formulagdo de um prototipo
inseticida biologico para controle da praga C. includens e comparado em estudos de diversidade
genética, em andamento. As analises filogenéticas baseadas em maxima parcimdnia sugeriram
que esse isolado juntamente com os outros trés isolados MT estdo mais distantes
filogeneticamente dos sete isolados comparados, porém dentre os isolados de origem mato-
grossense, o mais distante foi o isolado ChinNPV-MT.D. Essas analises terdo continuidade em
estudos mais detalhados sobre a variabilidade genética entre populagdes de isolados virais.

Palavras-chave: baculovirus; infectividade; Chrysodeixis includens.
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BIOPROSPECCAO DE BACTERIAS ENDOFjTICAS E
RIZOSFERICAS ASSOCIADAS A PLANTAS DO GENERO Paspalum
DE REGIAO LITORANEA
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Baccili Zanotto Vigna®; Alessandra Pereira Favero?; Paulo Teixeira Lacava'
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O género Paspalum pertence a familia Poaceae. Espécies nativas de gramineas com elevado valor
nutritivo € extremamente desejavel e particularmente importante para as pastagens naturais do
Brasil, pois constituem principal fonte alimentar de rebanhos. Microrganismos endofiticos e
rizosféricos podem viver em simbiose com plantas beneficiando seu crescimento através da
producdo de acido 3-indolacético (AIA), solubilizacdo de fosfato (SF) e fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN). Este estudo teve por objetivo isolar, caracterizar e identificar microrganismos
endofiticos e rizosféricos de trés plantas (AF 47, AF 49 e AF 53) do género Paspalum coletadas na
regido litordanea do Parana (Matinhos/PR), visando identificar o potencial desses
microrganismos na promo¢ado de crescimento vegetal. O teste in vitro de FBN foi realizado
utilizando um meio de cultura semi-solido livre de nitrogénio. O teste de SF foi realizado em
meio agar nutriente + fosfato insoluvel e para o teste de producao de AIA foi utilizado o meio
Caldo Triptona de Soja 10% + L-triptofano. Na identificagdo molecular foi utilizado o gene 16s
rDNA e as sequéncias editadas foram comparadas no software Classifier. Um total de 92 isolados
(36 de AF 47, 33 de AF 49 e 23 de AF 53) foram avaliados, sendo 28 de folhas, 42 de raiz e 22 de
rizosfera. Foram encontrados 22 isolados com resultados positivos para FBN, SF e AIA. Os dois
géneros de bactérias identificados foram Enterobacter (2) e Pantoea (20). Todos foram restritos
endofiticos. Os dois géneros foram encontrados em planta AF 47 e AF 49, e um (Pantoea) em AF
53. O género Pantoea foi encontrado em folha (AF 47 e AF 49) e raiz (AF 53). O género
Enterobacter foi encontrado em folha (AF 49) e raiz (AF 47). Quanto a diversidade de bactérias
promotoras de crescimento vegetal, neste estudo se restringiu a dois géneros, ndo foi encontrada
nenhuma bactéria rizosférica com capacidade para promogdo de crescimento vegetal. Logo, de
92 isolados avaliados, 22 foram promissores para a promog¢ao de crescimento vegetal.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosfato; fixacao bioldgica de nitrogénio; acido indolacético.

130
Revista RG News V4 (3) 2018 - Sociedade Brasileira de Recursos Genéticos


https://www2.ufscar.br/
https://www.embrapa.br/pecuaria-sudeste

V CBRG

Congresso Brasileiro de Recursos Genéticos
De 6 a 9 de novembro | Fortaleza-Ceara

CULTIVO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS DE FORMIGAS — FUNGOS ZUMBIS NO
MACICO DE BATURITE
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Algumas espécies de fungos possuem a capacidade de infectar formigas, alterando o
comportamento desses insetos, de forma a ser vantajoso para dispersao de seus esporos e a
conclusido do seu ciclo de vida. Essas mudancas incluem desde a introducdo de convulsdes,
movimentos circulares e/ou escalada atipica de vegetagdo. Devido ao comportamento incomum
desses insetos, eles sdo geralmente chamados de “zumbis”. Atualmente, ndo existem muitos
trabalhos sobre a relagdo fungo-formiga e como ocorre a manipulagdo do sistema nervoso do
hospedeiro, sendo necessarios estudos para o entendimento dessa interagdo. Dessa forma, este
projeto teve por objetivo o cultivo, isolamento e identificacdo de fungos entomopatogénicos de
formigas do Maci¢co de Baturité, Pacoti — CE. Para tanto, foram utilizadas 12 amostras de
formigas “zumbis” com aspectos morfologicos diferentes. O isolamento e cultivo dos fungos
foram realizados em placas contendo meio agar batata a 30 °C até 5 dias. Apods seu crescimento,
foi realizada a extracdo do DNA gendmico através do método CTAB, a amplificacdo da zona
ITS (espago intragénico especifico) por meio de PCR utilizando os iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e
posterior sequenciamento. Como resultado foi possivel realizar o cultivo de 12 amostras de
fungos com caracteristicas morfologicas diferentes e sendo possivel realizar a extracdo do DNA e
amplificacio do ITS para 11 amostras e identificagdo molecular de 8 amostras. O
sequenciamento revelou trés fungos pertencentes ao género Mucor e os outros fungos foram
identificados como Trichoderma sp., Amblyseius sp., Fusarium sp., Cyphellophora sp. e Coprinellus sp.
Sendo necessario a utilizagdo de outros genes para a identificacdo a nivel de espécie ou dos
fungos que ndo foram identificados. Os resultados obtidos compreendem um passo inicial para
compreensao de fungos patogénicos de formigas no estado do Ceara e apresentam importancia
ecologica para a compreensao da evolugao adaptativa desses fungos.

Palavras-chave: extracao de DNA; Mucor; identificacao molecular
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IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE Trichoderma ISOLADAS DE
SOLOS CULTIVADOS COM ALHO E CEBOLA E A DESCRICAO
DE DUAS NOVAS ESPECIES
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Linhagens de Trichoderma foram isoladas a partir de amostras de solo coletadas em areas de
cultivo de alho e cebola. A identificagdo molecular de 54 linhagens foi feita utilizando uma
combinagio de sequéncias de ITS, TEF, CAL, ACT e RPB2. A caracterizagdo morfologica foi
feita através do cultivo em meios BDA (batata dextrose agar), meio CMD (cornmeal dextrose
agar) e SNA (synthetic low nutriente agar) nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35°C e
fotoperiodo de 12 horas. Caracteristicas como fidlides e conidios foram observadas usando um
microscopio Nikon com magnitude de 60x. As medidas das estruturas foram feitas utilizando o
software NIS FElements. A variabilidade genética, das linhagens, foi analisada por AFLP
(amplified fragment length polymorphism). Amostras das linhagens crescidas em meio BDA
foram coletadas e analisadas por MALDI-TOF, utilizando o espectrdmetro (MicroFlex LRF —
Bruker Daltonics), os dados foram exportados para o Software Biotyper (3.0 Bruker Daltonics
GmbH) para analise. Os resultados das analises moleculares mostraram a ocorréncia 10 espécies
de Trichoderma sendo 02 linhagens da espécie T. asperellum, 13 de T. asperelloides, 03 de T.
afroharzianum, 02 de T. hamatum, 05 de T. lentiforme, 04 de T. koningiopsis, 08 de T. longibrachiatum,
02 de T. erinaceum, uma nova espécie, proxima a espécie 7. tomentosum, representada por 12
linhagens e outra nova espécie proxima as espécies 7. rifaii e T. afarasin representada por 03
linhagens. As novas espécies pertencem a Sessdao Pachybasium, clado harzianum. Uma das novas
espécies ocorre em quatro dos oito locais de coleta das amostras e a outra nova espécie ocorre em
duas regides. As fidlides e esporos das linhagens foram medidas quanto ao comprimento e
largura e o crescimento de colonias avaliado em diferentes meios de cultivo. As analises de
MALDI-TOF permitiram observar agrupamentos semelhantes aos obtidos pelas analises de
sequéncias. A analise de AFLP, que permite avaliar a diferenca entre linhagens de uma mesma
espécie mostrou variabilidade entre as linhagens das espécies analisadas, demonstrando
variabilidade de linhagens coletadas de uma mesma regido e de diferentes regides, com
agrupamentos iguais aos obtidos pelas analises de sequéncias e por MALDI-TOF.

Palavras-chave: Trichoderma; diversidade de espécies; nova espécie.
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ISOLAMENTO E PERFIL DE RESISTENCIA DE CEPAS DE
Pseudomonas aeruginosa E Aeromonas hydrophila
PRESENTES EM FRANGOS ABATIDOS NO RJ
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O consumo de carne de aves vem aumentando nos ultimos anos, e a sua qualidade depende do
manejo para a sua produgdo. Seu consumo estd relacionado a surtos de doencas transmitidas por
alimentos, em varios paises. A presenca de Pseudomonas sp. e Aeromonas sp. em carcagas de
frangos recém abatidos, foi pesquisada em abatedouros da Regido Serrana do RJ. Foram
coletadas, ao acaso, 50 amostras bioldgicas utilizando-se swabs contendo meio de transporte, em
pontos da linha de abate. O material bioldgico coletado foi examinado na Area de Bacteriologia
do CEPGM/PESAGRO-RIO, para isolamento de microrganismos, caracterizacdo e
determinagdo do perfil de resisténcia a antibioticos. As bactérias em estudo foram isoladas de 9
amostras, sendo que Pseudomonas sp. ocorreu em 5 amostras (10%), coletadas no inicio da
evisceragdo (2); chiller do inicio da rosca (1); e chiller do final da rosca (2). Pelo comportamento
bioquimico, as cepas foram classificadas como P, aeruginosa. A pesquisa de Aeromonas hydrophila
foi positiva em 4 amostras (8%): nos swabs de chiller de miudos (2); e nos swabs do inicio de
evisceracdo (2). As cepas de Pseudomonas sp. e Aeromonas sp. isoladas foram testadas quanto a
resisténcia a antimicrobianos, seguindo-se a CLSI. As cepas de P. aeruginosa foram 100%
resistentes para Ampicilina, e 80% para Cefalotina, Cloranfenicol, Tetraciclina, e Acido
Nalidixico. A Amicacina foi sensivel para 100% das amostras; Gentamicina e Ciprofloxacina
para 80%. As cepas de A. hydrophila foram 100% sensiveis a Cefotaxima; Amicacina e
Ceftazidima, e 80% ao Sulfametox-trimetoprim, Cloranfenicol e Ciprofloxacina. A maior
resisténcia foi para Ampicilina (80%), seguida da Tetraciclina e do Acido Nalidixico (60%). P
aeruginosa tem grande tolerdncia a condi¢Oes fisicas e ambientais adversas, sendo um patogeno
oportunista em alimentos. Ja A. hydrophila é capaz de sobreviver e se multiplicar em alimentos
mantidos sob refrigeracdo, algumas cepas produzem toxinas, sendo um sério risco a Saude
Publica, principalmente para idosos, criangas e pacientes imunodeprimidos. O isolamento de
Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas sp. nas carcagas de frango nos abatedouros estudados, sugere
deficiéncia nas condigdes higiénicas de criagdo e de abate. As bactérias encontram-se a -80°C, na
“Cole¢ao de Microrganismos Patogénicos para Animais de Produg¢ado”, do CEPGM.

Palavras-chave: DTAs; toxinas; aves.
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POSICIONAMENTO FILOGENETICO DE UM ISOLADO DE
FUNGO DO GENERO Morchella COLETADO EM GUARAPUAVA,
PARANA, BRASIL
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Os fungos do género Morchella (Pezizales, Ascomycota) sdo conhecidos pelo seu valor
gastronOmico. Para o género, atualmente estdo descritas 43 espécies distribuidas em dois Clados,
o Clado Elata com 26 espécies e o Clado Esculenta com16 espécies, além de uma linhagem basal
representada por Morchella rufobrunnea. Morchella apresenta elevado grau de endemismo no
Hemisfério Norte. No Hemisfério Sul algumas espécies deste género foram descritas como
ocorrentes na Patagdnia Argentina e Chilena, em Ruanda na Africa e na Australia. No Brasil, até
momento foi registrado somente uma ocorréncia de Morchella esculenta Pers. ex St. Amans, em
Santa Maria, no Rio Grande do Sul. Em maio de 2017, em Guarapuava, PR, foi encontrado um
conjunto de corpos de frutificacdo de um fungo diferente dos observados na regido. Este
apresentava estipe de aproximadamente 2 cm e um pileo de aproximadamente 5 cm, no formato
cOnico com sulcos que lembravam um cérebro. Os corpos de frutificagdo foram coletados e
congelados. Uma busca na internet utilizando a descricdo morfoldgica do corpo de frutificagdo
permitiu identificar o isolado como pertencente ao género Morchella. A identificagdo morfologica
das espécies dentro deste género é controversa. Assim, o objetivo deste trabalho foi confirmar o
isolado coletado como pertencente ao género Morchella e determinar O posicionamento
filogenético dentre os Clados Elata ou Esculenta. Para as analises moleculares 0o DNA do micélio
foi extraido e amplificado via PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando trés marcadores
nucleares (ITS, RPB2 e EF-1a) descritos como mais informativos para o género. Os produtos da
amplificacdo de cada marcador foram sequenciados, e alinhados com 21 sequéncias retiradas do
GenBank, 10 de cada Clado, Elata e Esculenta e 1 da espécie Verpa sp. utilizada como grupo
externo. O isolado Brasileiro se posicionou no Clado Esculenta com alta confiabilidade (0,81). A
comparagdo das sequéncias obtidas contra sequéncias depositadas no GenBank evidenciou que
cada sequéncia apresentou homologia com uma espécie diferente, impossibilitando a
identificacao da espécie aqui estudada. A analise filogenética utilizando sequéncias de todas as
espécies do Clado Esculenta esta em andamento e podera auxiliar na identificagdo molecular da
espécie em estudo ou das espécies mais proximas a esta. Os resultados aqui obtidos contribuirdao
para o melhor entendimento da distribuicdo geografica do género Morchella e enriquece a
diversidade de fungos no Brasil.

Palavras-chave: Ascomycota; esculenta; Elata.
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POTENCIAL DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL DE
BACTERIAS ENDOFITICAS E RIZOSFERICAS ASSOCIADAS A
Paspalum atratum e P. notatum
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O género Paspalum pertence a familia Poaceae. O Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum da
Embrapa Pecuaria Sudeste possui cerca de 450 acessos de 50 espécies. Dentre os acessos
conservados, dois foram selecionados para este estudo: Paspalum atratum BGP 308 (potencial
como forrageiro) e P. notatum BGP 26 (potencial como gramado). Até o momento, a diversidade
microbiologica tanto endofitica quanto rizosférica para esses dois acessos eram desconhecidas,
bem como o potencial destes microrganismos para a promog¢do de crescimento vegetal. Este
estudo teve por objetivo o isolamento, identificagdo e caracterizagdo da comunidade bacteriana
endofitica e rizosférica de P. atratum e P. notatum pela analise in vitro, visando identificar o
potencial desses microrganismos na promoc¢ao de crescimento vegetal por fixacao bioldgica de
nitrogénio (FBN), solubilizagado de fosfato (SF) e produgdo de acido 3-indolacético (ATA). O teste
in vitro de FBN foi realizado utilizando um meio de cultura semi-solido livre de nitrogénio. O
teste de SF foi realizado em meio agar nutriente + fosfato insoluvel e para o teste da producao de
AIA foi utilizado o meio Caldo Triptona de Soja 10% + L-triptofano. Na identificacdo molecular
foi utilizado o gene 16s rDNA e as sequéncias editadas foram comparadas no software Classifier.
De um total de 260 isolados (124 de BGP 26 e 136 de BGP 308), 215 foram avaliados (49 de
folhas, 62 de raiz e 104 de rizosfera). Foram encontrados 54 isolados com resultados positivos
para FBN, SF e AIA. Os sete géneros encontrados foram Bacillus (4), Enterobacter (22),
Microbacterium (1), Micrococcus (1), Pantoea (10), Pseudomonas (15) e Rhizobium (1). Destes, quatro
(Micrococcus, Pantoea, Microbacterium e Rhizobium) foram restritos como endofiticos e trés (Bacillus,
Enterobacter e Pseudomonas) apareceram em ambos (endofiticos e rizosféricos). Quanto a
diversidade entre acessos, um género (Rhizobium) de bactérias foi restrito ao BGP 26, dois
(Microbacterium e Micrococcus) restritos ao BGP 308 e quatro (Bacillus, Enterobacter, Pantoea e
Pseudomonas) foram encontrados nas duas espécies. Estes resultados mostram que BGP 308
possui maior diversidade quanto a bactérias promotoras de crescimento vegetal em relagdo a
BGP 26, assim como as endofiticas apresentam maior diversidade em relacdo as rizosféricas.
Logo, de 215 isolados avaliados, 54 foram promissores para a promog¢do de crescimento vegetal.

Palavras-chave: solubilizagdo de fosfato; fixagdo bioldgica de nitrogénio; acido indolacético.
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PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR BACTERIAS DO GENERO
BURKHOLDERIA ISOLADAS DA CULTURA DE ARROZ
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As bactérias do género Burkholderia caracterizam-se por serem fenotipicamente e ecologicamente
diversificadas. As estirpes desse género se destacam em sua capacidade de produgdo de
sider6foros, acido indol acético e solubilizacdo de fosfato. Os sideroforos sao moléculas
sequestradoras de ferro, secretadas por microrganismos quando submetido a condi¢des de
caréncia de ferro em solugdo. O presente estudo tem como objetivo avaliar a capacidade de
producdo de sideréforos de bactérias do género Burkholderia isoladas da cultura de arroz. A
sintese de sideroforos foi avaliada por meio da andlise qualitativa utilizando o corante
Cromoasurol S (CAS) que possui coloragdo intensa e capacidade de complexagdo com o Fe. As
estirpes bacterianas foram cultivadas em meio JMV, com auséncia de ferro em sua composi¢cao,
durante um periodo de 24 horas. O ensaio foi realizado em placas de Petri contendo meio de
cultura JMV na auséncia de suplementagcao férrica e com 10% de solugdo CAS apos a
solidificagdo foi inoculado 10 pL da cultura microbiana em trés pontos diferentes da placa
seguido da incubac¢do das placas a 30°C por 24 horas. A producdo foi avaliada pela formagao de
halo rosa ao redor da cultura bacteriana, visto que quando o sideréforo sequestra o ferro, o
corante ¢é liberado fazendo com que o meio de cultivo mude de colora¢do ao redor da coldnia
bacteriana. Posteriormente, foi realizado a quantificagdo de tal composto no meio de cultivo
JMV na auséncia de ferro, por meio da mistura de 0,5 mL de sobrenadante e 0,5 mL de solugdo
de CAS. Apo6s 1 h de reagdo realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro, no
comprimento de onda de 630 nm. Em seguida, a presenca de sider6foros com estrutura do tipo
hidroxamato foi confirmada pelo teste de CSAKY (1948). A analise qualitativa das 76 bactérias
testadas mostrou que 41 estirpes apresentaram mudanca de colora¢do do meio de cultivo e foram
classificadas como alta ou muito alta produtoras de sideréforos. Ja a dosagem de siderdforos
mostrou que 24 estirpes apresentaram producdo de siderdforos acima de 50% em relagdo as
demais, dentre elas foi observado que 14 isolados produziram sideréforos na faixa de 70,7 a
90,0%. Além disso, verificou-se a presenca de siderdéforos com estrutura do tipo hidroxamato em
35 estirpes. Os resultados evidenciaram a capacidade de algumas das bactérias do género
Burkholderia isoladas da cultura de arroz produzirem expressiva quantidade de sider6foros, sendo
um aspecto importante para a exploragdo biotecnologica no controle bioldgico de fitopatogenos
na cultura.
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