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RESUMO

Os microrganismos sdo conhecidos pela alta capacidade de produzir compostos bioativos que apresentam
uma ampla gama de aplicacBes. Além dos produtos naturais com potencial biotecnolégico produzidos, muitos
microrganismos tem sido utilizados no desenvolvimento de bioinsumos agricolas aplicados no controle de doencgas
e promog&o de crescimento de plantas. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo isolar, selecionar e
caracterizar espécies de Bacillus e Streptomyces de sedimentos dos Rios Madeira e Purus com potencial para o
controle de fitopatdgenos. Foram triados 145 isolados quanto a formacédo de halos de inibicdo contra os fungos
fitopatogénicos: Colletotrichum siamense, Fusarium decemcellulare e Moniliophthora perniciosa. Com base nos
resultados da antibiose, foram selecionados 38 isolados para andlise da inibi¢do do crescimento micelial (PIC) que
variou de 0 a 90% para pelo menos um dos trés fitopatdgenos. A identificacdo molecular com base na regido 16S,
caracterizou os isolados com atividade antifingica em dois géneros: Bacillus e Streptomyces. De cada género,
foram selecionados trés isolados para caracterizacdo morfoldgica e testes de atividade contra outros patégenos. Do
género Streptomyces foram selecionados os isolados APUR 32.5, MPUR 40.3, MPUR 46.7, cuja anélise
filogenética multilocus baseada nos genes gyrB, trpB e regido 16S indicou-0s como possiveis novas espécies. Os
trés isolados de Streptomyces foram testados contra outros sete diferentes fitopatdgenos (Corynespora cassiicola,
Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum sp., Pseudocercospora fijiensis, Neopestalotiopsis formicarum,
Pseudopestalotiopsis gilvanii e Rizoctonia sp.) indicando que o melhor desempenho foi contra C. guaranicola,
com valores de PIC variando de 73 a 84%. J& os trés isolados de Bacillus selecionados (MPUR 33.1, MPUR 35.2
e MPUR 44.1), quando testados contra varios fitopatdgenos, apresentaram melhor atividade contra M. perniciosa
com valores variando de 80 a 88%. A Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) de extratos dos isolados de
Streptomyces demonstrou inibicdo de 100% contra M. perniciosa. A agéo bactericida foi demostrada pelo extrato
do isolado MPUR 40.3 contra B. cereus na concentracao de 50 ppm. Além da atividade antimicrobiana, os isolados

de Streptomyces também se mostraram produtores de amilase, celulase, lipase ou protease.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, bioproduto, fitopatégeno.
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ABSTRACT

Microorganisms are known for their high capacity to produce bioactive compounds that have a wide range
of applications. In addition to the natural products with biotechnological potential produced, many microorganisms
have been used in the development of agricultural bio-inputs applied in disease control and plant growth
promotion. In this context, the present work aimed to isolate, select and characterize Bacillus and Streptomyces
species from sediments of the Madeira and Purus Rivers with potential for the control of phytopathogens. 145
isolates were screened for the formation of inhibition halos against phytopathogenic fungi: Colletotrichum
siamense, Fusarium decemcellulare and Moniliophthora perniciosa. Based on the results of antibiosis, 38 isolates
were selected for analysis of mycelial growth inhibition (PIC), which ranged from 0 to 90% for at least one of the
three phytopathogens. Molecular identification based on the 16S region characterized the isolates with antifungal
activity in two genera: Bacillus and Streptomyces. From each genus, three isolates were selected for morphological
characterization and activity tests against other pathogens. From the genus Streptomyces, isolates APUR 32.5,
MPUR 40.3, MPUR 46.7 were selected, whose multilocus phylogenetic analysis based on gyrB, trpB and 16S
region genes indicated them as possible new species. The three Streptomyces isolates were tested against seven
other different phytopathogens (Corynespora cassiicola, Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum sp.,
Pseudocercospora fijiensis, Neopestalotiopsis formicarum, Pseudopestalotiopsis gilvanii and Rizoctonia sp.)
indicating that the best performance was against C. guaranicola, with PIC values ranging from 73 to 84%. The
three selected Bacillus isolates (MPUR 33.1, MPUR 35.2 and MPUR 44.1), when tested against several
phytopathogens, showed better activity against M. perniciosa, with values ranging from 80 to 88%. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of extracts from Streptomyces isolates showed 100% inhibition against M.
perniciosa. The bactericidal action was demonstrated by the extract of the isolate MPUR 40.3 against B. cereus at
a concentration of 50 ppm. In addition to their antimicrobial activity, Streptomyces isolates were also shown to

produce amylase, cellulase, lipase or protease.

Keywords: Antimicrobial activity, bioproduct, phytopathogen.
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Introducéao

Amaz0nia possui extensao territorial de aproximadamente 5 milhdes de Km? de floresta
tropical, sendo a maior regido natural da América do Sul (IBGE, 2019), ocupando quase 50%
do territdrio brasileiro, abrangendo os estados do Amazonas, Acre, Amapa, Roraima, Parg,
Rondonia e perpassando pelos estados de Mato Grosso, Tocantins e Maranhdo. Inclui também
0s paises que fazem fronteiras com a regido norte de Brasil (Val, 2019). Nela ainda € encontrada
a maior bacia hidrografica do mundo (Junk et al. 2015, Wittmann et al. 2017), percorrendo
cerca de 6.992 km? de agua doce até a foz no oceano atlantico, sendo esta, a maior fonte de
agua doce do planeta (Casas 2019, Val 2019).

Neste ecossistema sdo encontrados aproximadamente 30 mil espécies de plantas
(EMBRAPA, 2018), sendo 400 espécies aquaticas s6 em area de varzea (Val 2019) e de acordo
com Wittmann et al. (2017), 1/3 de todas as arvores do mundo sdo encontradas na regido
amazonica. Quando se trata da fauna, os dados sdo impressionantes, com mais de 3.000 espécies
de peixes (Sylvain et al. 2019, Val 2019), 1.300 espécies de aves (EMBRAPA 2018), 350 de
répteis, 163 anfibios (Sylvain et al. 2019) e segundo o Instituto Sociedade, Populacdo e
Natureza (2020) 2,5 milhdes de artropodes.

Estudos de Marden e colaboradores (2020) enfatizam que de todos 0s seres vivos
existentes, apenas 15% foram descritos até hoje. No que se refere ao nimero de espécies
existentes na Terra, os dados ainda permanecem muito incertos. Por exemplo, procariotos,
foram estimados em 10° de procariotos no planeta (Louca et al. 2019), contudo Lennon e Locey
(2020) refutam tal informacdo estimando que existem 102 ou mais procariotos. De todas as
espécies descritas, cerca de 70-90% sdo bactérias (Larsen et al. 2017) e a maior diversidade
desse grupo é concentrada em regides tropicais e subtropicais, onde a AmazOnia esta inserida.
Apesar da alta diversidade de bactérias, cientistas acreditam que sdo poucos o0s estudos
realizados na Amazonia (Wittmann et al. 2017, Casas 2019, Val 2019), principalmente quando
se trata da biodiversidade de dgua doce de ambientes tropicais (Wittmann et al. 2017) incluindo
a microbiota.

Os microrganismos sdo conhecidos pela capacidade de produzir metabdlitos
secundarios em grande escala, capazes de inibir ou até matar os agentes causais de diversas
doengas em animais e vegetais (Lo Grasso et al. 2016, Ranjani et al. 2016, Thampi e Bhai
2017, Lawson 2018, Salwan e Sharma 2020). Estes, podem ser encontrados em praticamente
todos os lugares, desde os mais inospitos até os mais comuns, possuindo desta forma
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caracteristicas importantes para o ciclo bioldgico (Lo Grasso et al. 2016, Ranjani et al. 2016,
Lawson 2018).

Entre os microrganismos produtores de metabolitos secundarios, destacam-se as
actinobactérias, maior grupo dentro do dominio Bactéria. Pertencentes ao grupo de bactérias
Gram-positivas com alto contedtdo C+G (citosina e guanina), sdo reconhecidas por
apresentarem em sua maioria, caracteristicas filamentosas e produtoras de esporos (Lo Grasso
et al. 2016, Ranjani et al. 2016, Law et al. 2018, Salwan e Sharma 2020). Essas bactérias
também desempenham papéis importantes na decomposic¢éo de materiais organicos, tais como
celulose e quitina, desempenhando desta forma, um papel vital na rotatividade de matéria
organica e ciclo de carbono, reabastecendo o fornecimento de nutrientes no solo, sendo
importante na formacédo de himus (Lewin et al. 2016, Ranjani et al. 2016, Wink et al. 2017).

As actinobactérias ganharam destaque na década de 40, quando Selman Waksman
direcionou seus estudos para este grupo de bactérias inspirado na descoberta da penicilina por
Alexander Fleming em 1928. Waksman ap06s diversas tentativas conseguiu isolar a
estreptomicina de Streptomyces griseus, sendo este o primeiro antibiético efetivo no tratamento
contra Mycobacterium tuberculosis, agente causal da tuberculose (Wenzel 2020). Atualmente
as actinobactérias sdo o0s principais microrganismos com potencial para producdo de
antibidticos e de outros compostos terapeuticamente Uteis (Barka et al. 2016, Ranjani et al.
2016, Wink et al. 2017, Law et al. 2020). Devido a grande quantidade da producédo de
compostos quimicos desses microrganismos, 0s mesmos sao chamados de biofabricas de novas
enzimas (Vaijayanthi et al. 2016). Os metabolitos secundarios produzidos por actinobactérias
incluem antibacterianos, antifingicos, antioxidantes, anticancer, anti-algal, anti-helmintico,
antimalarico, anti-inflamatério e imunossupressores (Barka et al. 2016, Lawson 2018, Law et
al. 2020). Além dos metabdlitos secundarios a producdo de enzimas desempenham um
importante papel na ciclagem de matéria organica no ecossistema do solo e tem aplicagdes
biotecnologicas (Barka et al. 2016, Ranjani et al. 2016, Law et al. 2018, Lawson 2018, Salwan
e Sharma 2020)

Assim como Actinobactéria, o filo Firmicutes também abriga bactérias gram-positivas,
como é o caso dos Bacillus, que formam col6nias com formato irregulares e esbranquicadas
quando crescida em meio de cultura. Sua célula, como o préprio nome sugere, tem formato de
bastonetes (Kuebutornye et al. 2019). Podem ser encontradas em ambientes distintos e
dependendo do subgrupo que estiver inserido, podem também apresentar risco a satde animal
e de plantas, todavia, ha diversos grupos conhecidos como produtores de uma grande variedade
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de antimicrobianos (Shafi et al. 2017, Kuebutornye et al. 2019), que de acordo com Fira et al.
(2018), este grupo possui cerca de 5 a 8% do genoma completo voltado a producdo de
metabolitos secundarios.

Um dos pontos positivos das espécies de Bacillus é a capacidade de replicacéo rapida,
assim como a resisténcia a condigdes ambientais distintas e capacidade de controle de
fitopatdgenos em grandes culturas agricolas, tal fato se da, devido sua capacidade de produzir
enddsporos resistentes e antibioticos capazes de inibir ou até extinguir fitopatdgenos (Shafi et
al. 2017, Zhao et al. 2018). Além de producdo de antibioticos, os Bacillus podem produzir
compostos volateis capazes de promover o crescimento de plantas e ativar mecanismos de
resisténcia sistémica induzida (ISR) (Shafi et al. 2017).

Esses microrganismos sao considerados fontes promissoras de novos bioativos que
compdem uma ampla gama de atividade biologica, podendo ser utilizados para o
desenvolvimento de solugbes aplicadas a agricultura, meio ambiente e setores como as
inddstrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias.

Considerando que o aumento da utilizacdo de produtos quimicos na agricultura tomou
proporcOes avassaladoras e 0 uso indiscriminado vem causando diversos problemas tanto para
salde de agricultores, como para 0 meio ambiente, alternativas sustentaveis precisam ser
discutidas e assim, ganhar espacos nas préaticas agricolas. E deste modo, bactérias do género
Streptomyces e Bacillus sdo alternativas favoraveis para utilizacdo de biocontrole em grandes e
pequenas culturas agricolas.

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial para a producéao
de bioativo com base em Streptomyces e Bacillus isolados de diferentes rios da regido
amazonica, visando selecionar e identificando bactérias que possam ser aplicadas ao controle

de patdgenos de interesse agronémico, ecoldgico/ambiental e farmacéutico.
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1. Referencial tedrico
1.1 Amazdnia

A Amazbnia abrange uma area de aproximadamente 4,2 milhdes de quilémetros
quadrados de floresta tropical, dentro do territdrio brasileiro (Costa e Alves 2018), equivalendo
a 1/3 das reservas de florestas tropicais umidas, abrigando o maior estoque de fauna e flora do
mundo. Dentro deste bioma, localiza-se a maior bacia hidrografica, cobrindo aproximadamente
6.000.000 km?, produzindo cerca de 16% da descarga de dgua doce (Oberdorff et al. 2019) e
uma extensa quantidade de minerais (Costa e Alves 2018). De acordo com Pacheco et al. (2012)
e Nobre (2014), as aguas doces de todo planeta corresponde a 3%, sendo que 1/5 dessa dgua €

resultante da descarga do rio Solimdes/Amazonas no oceano Atlantico.

Segundo Junk (1989), as &guas e as terras possuem uma relacdo de circularidade na
Amazobnia. Essas aguas sdo responsaveis pelos transportes de sedimentos provenientes de
processos de erosdo, formando e transformando as paisagens por todo trajeto do rio. Nobre
(2014) ainda acrescenta que o regime fluvial altera quimica e fisicamente as rochas,
transportando particulas em suspensdo e sais minerais para o fundo dos rios, lagos, igarapés e
oceanos. Baseado nisto, o valor das &guas ndo estd somente nas paisagens exuberantes
cobicados mundialmente, mas sim na manutencdo da vida de diversas espécies vegetais,
animais, contribuindo também para obtencdo de solos férteis, rico em nutrientes. Além disso,
0S materiais e organismos componentes dos solos dependem do movimento e das propriedades
das aguas amazodnicas conduzidas nos pulsos de inundacdo, ou seja, toda biodiversidade esta
relacionada direta ou indiretamente com a agua e Seus processos.

Os fatores ligados a temperatura, intensidade de chuvas e escoamento das aguas
superficiais influenciam significativamente na desagregacdo dos solos e na cobertura vegetal,
contribuindo com as taxas de erosdo. A litologia e o relevo determinam as condicOes de
escoamento das aguas da bacia, assim como 0s processos de erosdo, de transporte e de
sedimentagdo sdo sensiveis as mudancas climéticas globais (Julien, 1995; Aalto et al., 2003;
Filizola e Guyot, 2011), contribuindo de forma indireta com a dinamica de transferéncias de
matéria da superficie terrestre para aquatica.

A teoria da dindmica do pulso de inundagdo de Junk (1989) que analisa a complexidade
dos ecossistemas aquaticos amazoOnicos e a conexdo entre os sistemas aquaticos e a floresta
(Junk, 1989), juntamente com a teoria do Rio Continuo de Vannote (1980) que mostra a

integracdo entre as caracteristicas biolégicas dos sistemas aquéaticos e o ambiente fisico
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geomorfoldgico justificam os processos erosivos que ocorrem nas bacias de drenagem, 0s
processos de deposicdo sedimentar e a troca de nutrientes de organismos entre a planicie de
inundacao e 0s rios.

Na Amazonia é nitida a relacdo intima entre floresta e agua, cujas propriedades quimicas
e fisicas sdo fatores determinantes da composi¢do e riqueza de espécies bioldgicas, havendo
diferengas significativas de densidade e diversidade entre as areas alagadas por rios de agua
branca, preta ou clara (Fonseca, 2011). O canal principal de um rio é formado por tributarios
com diferencas quimicas, fisicas e biologicas, visto que cada um desses tributarios drenam as
areas com suas particularidades geoldgicas e bioldgicas. Os tributarios quando se juntam,
formam redes que expressam a totalidade dos compartimentos de drenagem, com isso, O rio
deve ser visto como parte de uma rede de drenagem (Calijuri e Bubel, 2006; Ferreira e Miranda,
2016). A relacdo entre tipos florestais e bacias hidrogréficas leva a indicacdo de que a divisdo
floristica da hileia amazdnica é associada aos rios, solos e topografia. Essas relagdes associadas
as caracteristicas dos climas definem os tipos de 4gua da regido amazonica, sendo elas: brancas,
pretas e claras (Souza et al. 2012).

Os rios de aguas brancas tém suas nascentes principalmente nos Andes, como € o caso
dos rios: Amazonas, Purus, Madeira e Jurud, sendo eles, ricos em sedimentos suspensos, com
pH proximo ao neutro, variando de 6 a 7. Ja os rios de aguas pretas nascem nos escudos das
Guianas e do Brasil Central ou nos sedimentos do terciario da bacia Amaz6nica, como o rio
Negro, onde suas aguas sdo de coloracdo escura, porém sdo mais transparentes que as aguas
brancas, possuindo baixas quantidades de sedimentos suspensos e nutrientes, com pH variando
de 3 a5. Por sua vez, os rios de aguas claras drenam areas dos escudos das Guianas e do Brasil
Central, como os rios Tapajos e Xingu, sendo estes, transparentes em varias tonalidades de
verde, com pouco material em suspensao, com pH variando de 4 a 7 (Cunha et al. 2008; Ferreira
e Miranda, 2016).

Nestas regides a biodiversidade encontrada esta diretamente ligada aos ecossistemas
fluviais complexos e dindmicos. De acordo com Barlow e colacoradores (2018), mais de 3/4 de
todas as espécies de animais e vegetais do planeta, encontram-se nas regides tropicais,
Wittmann et al. (2017) em seus estudos, apontam que do total de 2.453 espécies de arvores
realizadas em um levantamento floristico dos cinco biomas brasileiros, a Amazonia sozinha
respondeu por quase metade das espécies, tal fato esta relacionado com os diferentes habitats
nela existentes, tais como as florestas de varzea, igap6s e campinaranas. Em 2016, o

pesquisador Mario Cohn-Haft liderou uma expedicdo em diversas serras amazonicas entre 0S
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estados Amazonas e Roraima e a Venezuela, resultando na descricdo de mais de 80 novas
espécies entre animais e plantas (INPA, 2017). Ja para ictiofauna, Val (2019) enfatiza que
existem cerca de trés mil espécies de peixes ja conhecidos nos rios amazonicos, porém ainda
acredita-se que novas espécies possam ser descobertas. A exemplo deste, Carvalho e Reis
(2020) descreveram recentemente uma nova espécie de Acanthobunocephalus, peixe da familia
Aspredinidae encontrado no baixo rio Purus, na bacia Amazonica.

Baseado no que foi exposto, percebe-se que a Amazdnia ndo ¢ apenas a floresta tropical
mais diversificada do mundo, mas também é a regido da América tropical que mais contribuiu
e contribui para a diversidade do planeta (Antonelli et al. 2018). Pesquisadores acreditam que
muitos estudos ainda podem ser explorados visando a resolucdo de diversas problematicas
ambientais muitas vezes causadas pelo proprio homem (Val 2019). No entanto, atualmente a
Amazonia vem sendo alvo de muitas preocupacdes, devido ao desmatamento e suas
implicagGes no regime hidroldgico, acarretando danos ao meio ambiente e sendo alvo de
interesses exploratérios, por conta de seus recursos hidricos (Ferreira e Miranda, 2016). Além
do exposto, existe também a problematica relacionada as mudancas climaticas, resultante de
diversos desequilibrios ecologicos causadas principalmente por aces antrdpicas, as quais vém
afetando a biota aquética, pois as aguas ficam mais quentes, mais acidas e com menos oxigénio,
afetando diretamente toda biota daquela regido (Val, 2019).

Outra preocupacdo alarmante € o uso indiscriminado de antibidticos (Nakashima 2018)
e/ou liberacdo e produtos quimicos, utilizados na agricultura, que oferecem riscos tanto ao meio
ambiente como ao homem. Em virtude disso, existem esforcos na busca de novos compostos
bioativos, principalmente advindos dos microrganismos, pois 0S mesmos vém ganhando
destaque por conta do alto potencial das moléculas bioativas sintetizadas (Barka et al. 2016a,
Meij et al. 2017, Nakashima 2018). Contudo, Doherty et al. (2017) destacam que, apesar do
bioma amazdnico possuir uma grande biodiversidade, existem poucos estudos nesta regiao,
principalmente voltados aos padrdes de diversidade e potencial biotecnoldgico de origem
microbiana em rios tropicais. Wittmann et al. (2017) também enfatizam que os estudos sobre a
biodiversidade terrestres e marinhas estdo aumentando, porém, as aguas doces dos rios tropicais
vem sendo negligenciadas, logo, estudos sobre a microbiota dos rios amazonicos podem
resultar nas descobertas de novos microrganismos com potencial biotecnologico, capazes de
sintetizar novas moléculas no controle de pragas e doencas de culturas agricolas importantes
para o pais. Considerando a diversidade de microrganismos com potencial biotecnolégico, as
actinobactérias se destacam pela sua capacidade de produzir metabolitos bioativos aplicados na
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agricultura, medicina, veterinaria e demais campos da biotecnologia (Meij et al. 2017, Wink et
al. 2017).

1.2 Actinobactéria

O grupo das actinobactérias, anteriormente denominada de actinomicetos, sdo bactérias
ubiquas, majoritariamente gram-positivas e saproéfitas que apresentam DNA genémico com alto
teor de C+G (Grasso et al. 2016, Ranjani et al. 2016, Law et al. 2020). A respiracdo desses
microrganismos pode ser aerdbia, anaerdbia e/ou facultativa (Lewin et al., 2016). Podem ser
heterotréficos e quimioautroficos, contudo, grande parte é quimioheterotréfico, ou seja, usam
diversas fontes nutricionais, incluindo polissacarideos complexos (Barka et al. 2016).

Por apresentar caracteristicas filamentosas, por muito tempo esse grupo foi classificado
como fungo, porém, apesar das semelhancas, as actinobactérias possuem células procarioticas,
ou seja, 0 material genético e os ribossomos encontram-se dispersos no citoplasma (Li et al.
2016) e a parede celular é composta principalmente por uma camada de peptideoglicano (PG)
com espessura de 20 a 80 nm. Esse PG bacteriano nada mais € que um polimero composto por
N-acetilglucosamina e acido N-acetilmuramico (NAM) associados por ligagdes glicosidicas 3
(1 — 4), além de PG a parede celular desses microrganismos ainda contém arabinogalactano,
lipomanano e lipoarabinomanano (Wang and Jiang 2016, Gomes et al. 2018).

As variacdes na sequéncia de aminoacidos das cadeias de peptideo, proporcionam
informacdes importantes para sua classificagdo, como por exemplo, na composicao da parede
celular de alguns grupos de actinobactérias ha &cido micélico como no caso do Mycobacterium;
acido lipoteicéico que tem a funcdo de homeostasia como nos casos dos Firmicutes, Agromyces
e Thermibifiba; j& nos casos dos Propionibacterium, Corynebacterium, Catellatospora,
Actinoplanes e Kribbella, a parede celular é formada por &cidos teicurénicos e polissacarideos
heteropoliméricos. As Streptomyces possuem tanto acido lipoteicoico como acidos teicurénicos
e polissacarideos heteropoliméricos na composicao de sua parede, assim como uma cadeia de
aminoéacido conectada a NAM (Wang and Jiang 2016, Wink et al. 2017).

Recentemente a classificacdo taxondmica do filo Actinobacteria, é realizada usando a
filogenia das sequéncias do gene do rRNA 16S e € apoiada pela filogenia das sequéncias dos
genomas disponiveis. Com base na filogenia refinada das sequéncias do gene do rRNA 168,
este grupo é classificado atualmente em 425 géneros com nomes validos publicados, estes estao
inseridos em 6 (seis) classes, 46 ordens e 79 familias, incluindo 16 novas ordens e 10 novas
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familias (Salam et al. 2020). O género Streptomyces possui cerca 972 espécies validadas e 55
subespécies segundo o LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature)
(https://lpsn.dsmz.de/). Por apresentar um grupo extenso, as morfologias celulares se
diferenciam significativamente (Figura 1), como é o caso do género Micrococcus que possuli
forma de cocos, como o proprio nome sugere. Ha também o Mycobacterium com formato de
bastonetes; o Micromonospora com hifas ramificadas contendo esporos; o Nocardia com
micélios que se fragmentam em cocos e bastonetes: e o Streptomyces com hifas aéreas
ramificadas de 0,5 a 2 um (Li et al. 2016b, Ranjani et al. 2016a).

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura demonstrando a caracteristicas de diferentes actinobactérias. a.
Micrococcus luteus; b. Mycobacterium tuberculosis; c¢. Micromonospora schwarzwaldensis; d. Nocardia
asteroides; e. Streptomyces mangro- visoli. Fonte: Li et al. 2016.

Rosemberg et al. (2014), enfatizou que na maioria dos casos as actinobactérias
apresentam diferentes morfologias durante o ciclo de vida e tal alteracdo muitas vezes esta
relacionada principalmente com as condigdes dos meios de cultura, como por exemplo, a
Acidothermaceae que cresce como filamentos delgados quando a fonte de carbono é glicose ou
celobiose, mas quando a fonte de carbono é celulose ou xilana esses micélios crescem em
formato de bastBes curtos. Ranjani et al. (2016) destaca que o crescimento e as caracteristicas
morfologicas das actinobactérias dependem de fatores nutricionais, quimicos e ambientais, ou
seja, dependo das fontes de carbono, temperatura e pH utilizados, essas bactérias podem
apresentar caracteristicas morfoldgicas distintas, contudo, geralmente elas possuem aparéncia
compacta, aspecto coriaceo, formato cdnico, muitas vezes possui micélios vegetativos e é
coberto por micélios aéreos.

Os micélios vegetativos possuem uma estrutura delgada, as vezes transparente e em
alguns casos podem ficar escuros. J& os micélios aéreos possuem filamentos mais grossos e

com brilho, apresenta ainda uma bainha fibrosa, composto por elementos fibrilares e bastonetes
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curtos. Visualmente as hifas aéreas apresentam aspecto algodoado/aveludado e muitas vezes
com pigmentacdo. Contudo, essas estruturas vao variar de acordo com as espécies e com as
condicdes que forem expostas, incluindo as condi¢des nutricionais e fatores ambientais, como
ja mencionados acima (Barka et al. 2016).

O crescimento se d& através das ramificacfes das hifas e a reprodugdo pode acontecer
de duas maneiras: a partir da formacdo de esporos, dos tipos esporangiGsporos ou
conidiosporos; e por fragmentacdo dos filamentos bacilares e cocoides, como é o0 caso da
Nocardia. Li et al. (2016) salientam que as cadeias de esporos podem ser divididas de acordo
com o tamanho e nimero de esporos, sendo eles: diporoso, com dois esporos; oligoporoso, com
esporos moderados; e poli-esporos, com muitos esporos. Os esporos também sdo estruturas

fundamentais para classificacdo desses microrganismos (Figura 2) (Barka et al. 2016).
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Figura 2. Esporos dos diferentes géneros de actinobactérias. Fonte: Barka et al. 2016

Para exemplificar o ciclo de vida das bactérias filamentosas, Lo Grasso et al. (2016)
exemplificam utilizando a Streptomyces coelicolor como modelo. Trata-se de uma bactéria
multicelular, visto que, apos a germinacdo dos esporos, o crescimento leva a formacao de uma
rede ramificada de hifas que penetram o substrato pela extensdo das pontas e o crescimento
subsequente se d& com a formac&o de hifas aéreas filamentosas que sofrem diferenciagdo em
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cadeias de esporos, podendo ser observado na Figura 3. A producdo de antibiotico e de outros
metabdlitos secundarios acontece durante formacao das hifas aéreas. (Barka et al. 2016).
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Figura 3. Ciclo de vida de actinobactérias filamentosas. Fonte: Barka et al. 2016

Como ja mencionado, as actinobactérias sdo consideradas ubiquas por serem
encontradas em praticamente todos os ambientes (solo, agua, microbiota animal e vegetal),
desde o mais simples até os mais inospitos, porém, com mais recorréncia nos solos. Elas
compreendendo 30% da populacéo total de microrganismos nos solos, sendo responsaveis pela
decomposicdo de matéria orgéanica, liberando carbono e nitrogénio naturalmente, sendo estes,
elementos essenciais para o crescimento das plantas. Sdo classificadas em termofilicas,
acidofilicas, halofilicas, endofiticas, simbiénticas e endossinbionticas (Jiang et al. 2016,
Lawson 2018). Podem conviver simbioticamente com plantas e animais, contudo, existem
linhagens que podem trazer danos a satde dos mesmos (Jayashantha 2015), como por exemplo,
0 género Mycobacterium, responsavel por diversas patologias humanas, como a tuberculose e
hanseniase, adquiridas pelas Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae,
respectivamente. Ha ainda a Mycobacterium ulcerans, agente causal da Glcera de Uruli, doenca
que atinge os tecidos epiteliais, causando ulceragdes, como o proprio nome ja diz (Gagneux
2018). Os primeiros estudos realizados com Actinobactéria foi por conta da Actinomyces bovis
causadora da actinomicose em bovinos, doenca desconhecida até 1874 (Waskam 1959, Dhillon
etal. 2020). Vale ressaltar que o grupo das actinobactérias, apesar de parecer simples, € formado
por um extenso e complexo grupo de bactérias com presenca e auséncia de micélios, cada uma

com suas particularidades e ciclo de vida distinta, contudo, as bactérias filamentosas ganharam
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destaque mundialmente por conta da sua sintese metabdlica de compostos bioativos com
grande aplicacdo nas &reas da medicina humana, veterinaria, agricultura, biotecnologia e meio
ambiente (Law et al. 2020).

1.3 Aplicacao biotecnologica de Actinobactérias

A era dos antibioticos comecou em 1928, quando Alexander Fleming isolou um fungo
produtor de penicilina, inicialmente classificado como P. chrysogenum, que foi posteriormente
reconhecido como Penicillium rubens (Houbraken et al. 2011). A penicilina é um importante
antibiotico utilizado até hoje, salvando e aumentando a expectativa de vida de muitas pessoas.
Selman Waksman na década de 40 inspirou-se nos estudos de Fleming e isolou a actinomicina
de Actinomyces antibioticus, sendo este, um dos primeiros antibidticos capazes de inibir o
agente causal da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis. Em 1943, Waksman isolou a
estreptomicina da cepa Streptomyces griseus, antibidtico importante também para o tratamento
de tuberculose. Waksman identificou mais de 20 substancias naturais capaz de inibir o
crescimento de patogenos, incluindo a estreptomicina e a neomicina, 0 mesmo ainda propds o
termo ‘“‘antibiotico” utilizado até hoje para caracterizar a classe de inibidores do crescimento
bacteriano (Kresge et al. 2005).

Antibiéticos sdo compostos quimicos que inibem seletivamente o crescimento
bacteriano sem prejudicar os organismos eucariéticos. Esses compostos podem agir diretamente
tanto nas estruturas como nas func¢des bacterianas, como por exemplo, na biossintese da parede
celular, replicagdo de DNA e sintese proteica (Figura 4), impedindo o desenvolvimento
bacteriano (Lo Grasso et al. 2016). Wohlleben et al. (2016) afirmam que 90% de todos 0s
antibidticos utilizados em todo o mundo sdo derivados de microrganismos, 0s outros 10% sdo
oriundos de organismos superiores, como plantas e animais. Desses produtores de antibioticos
microbianos, 80% séo de Streptomyces somados com actinobactéria raras e 20% séo oriundos
de fungos (Lo Grasso et al. 2016).
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Figura 4. Esquema demonstrando a a¢éo dos antibidticos na célula procari6tica. Fonte: Lo Grasso et al. 2016.

O periodo de 1940 a 1970 € conhecido como a Era de ouro dos antibidticos, onde houve
uma exploséo na descoberta desses produtos, porém com poucos recursos para organizar tais
descobertas, resultando em muitos produtos no qual poucos foram explorados e desenvolvidos
como drogas, sendo utilizados até os dias de hoje (Johnston et al. 2016). Pode-se perceber tal
fato, mediante ao ocorrido durante a pandemia do COVID - 19 onde a vulnerabilidade global
do homem a doencas infecciosas, levou a 6bito milhdes de pessoas e a incerteza do controle
infeccioso (Brussow 2020). A resisténcia microbiana estd diretamente ligada ao uso
indiscriminado de antibi6ticos (Berdy 2005, Barka et al. 2016, Udaondo e Matilla 2020) e este
aumento ndo se limita apenas aos patdgenos de animais, onde o homem esta inserido, mas
também atinge patdgenos de plantas economicamente importantes, afetando ndo s6 a economia
do pais, mas a qualidade de vida das pessoas (Udaondo e Matilla 2020).

Ao que tudo indica a Era de ouro dos antibioticos esta de volta, isto gragas aos recursos
tecnologicos desenvolvidos nos ultimos anos, e um exemplo potente € a utilizacdo do
sequenciamento de nova geracdo (NGS) para a obtencéo de genomas completos e a mineragao
de genomas como ferramenta para prospeccao de vias biossintéticas voltadas a producdo de
metabolitos secundarios em microrganismos com potencial antimicrobiano. Estudos genémicos
indicam que 0s microrganismos possuem numerosas vias ou clusters de genes biossintéticos
(BGC) silenciados, também conhecidos como BGCs cripticos, que podem ser desbloqueados
via engenharia genética propiciando inclusive a descoberta de novas moléculas (Barka et al.
2016, Meij et al. 2017).

Wang et al. (2020) demonstrou em seus estudos a quantidade de compostos
antimicrobianos isolados de actinobactérias marinhas nos Gltimos 40 anos, chegando a 313
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novos metabolitos bioativos (Figura 5). De acordo com 0S mesmos, paises europeus e norte
americano s&0 0s que mais investem em pesquisas neste ramo, seguidos da Asia oriental, e 0s
ambientes mais explorados sdo de sedimentos marinhos (69.6%), seguidos de esponjas (8.6%),
de animais (8.3%), de mangue (4.2%), de algas (2.6%), de plantas (0.6%), e de outros recursos
(6.1%).

Numbers of compounds

Figura 5. Levantamento de compostos antimicrobianos identificados de actinobactérias. Fonte: Wang et al. 2020.

Na agricultura as actinobactérias desempenham papel importante para degradacdo de
matéria organica, protecdo contra fitopatdgenos (Bhatti et al. 2017) e podem também degradar
polimeros complexos de restos de plantas e animais mortos (Lewin et al. 2016), resultando na
sintese de enzimas extracelulares como lignase, protease, lipase, celulase, xilanase, quitinase,
pectinase, queratinase, amilase, dentre outras, sendo estas, enzimas importantes tanto para
producdo agricola, como para a industria (Subramaniam et al. 2016). Uma das principais
caracteristicas desses microrganismos no solo é o equilibrio bioldgico que os mesmos oferecem,
pois h& espécies importantes para fixagao de nitrogénio, e a degradacdo de hidrocarbonetos em
solos poluidos (Bhatti et al. 2017). A relacdo simbiotica entre actinobactérias e plantas pode
aumentar e/ou desbloquear a producdo de antibidticos que em ambientes laboratoriais néo
conseguem ser expressos (Meij et al. 2017).

O Brasil atualmente é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo, sendo que nos
ultimos trés anos (2018 — 2020), considerando a faixa de risco da ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), foram liberados mais de 300 produtos inseridos na categoria 1, 2 e 3

classificados como perigosos ao meio ambiente. Quando comparado com as classes de risco do
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IBAMA, 740 produtos foram considerados perigosos (MAPA, 2020). Esses agrotdxicos,
também conhecidos como agroquimicos sao utilizados na pecuaria, em setores de pastagem e
também na agricultura, com intuito de combater pragas e doencas que atacam pequenas e
grandes culturas agricolas (Carneiro et al. 2015). Os dados mencionados séo preocupantes, visto
que a resisténcia microbiana so tende a aumentar, agravando ainda mais uma das maiores
problematicas sanitéarias que enfrentamos atualmente. Além disso, 0 aumento desses produtos
gera diversos impactos ambientais, como o desequilibrio de populagdes importantes, por conta
das contaminac@es geradas por estes produtos (Botelho et al. 2020).

Para diminuir o uso de agrotoxicos ndo s6 no Brasil, mas no mundo, os bioprodutos
apresentam-se como alternativa para uma producdo ambientalmente sustentavel. Diversos
estudos ja comprovaram a eficacia de microrganismos, principalmente actinobactérias, como
bioprodutos substitutos aos quimicos utilizados para tratamento de pragas e doencas (Thampi
e Bhai 2017, Bubici 2018, Wonglom et al. 2019, Gao et al. 2020, Ling et al. 2020, Sudiana et
al. 2020).

Desta forma, considerando a biodiversidade amazonica e o potencial biotecnoldgico de
microrganismos, principalmente actinobactérias, este trabalho teve como propdsito isolar e
caracterizar actinobactérias de sedimentos dos rios Madeira e Purus para aplicacdo agricola,

visando impactos econdmicos e sociais para 0 pais.

1.4 Bacillus

O género Bacillus foi descrito pela primeira vez em 1872 por Cohn. Trata-se de bactérias
Gram-positivas, com baixo teor de guanina e citosina (GC), formadora de enddsporos,
guimiotaticas com formato de bastonete e ndo possuem capsula (Fritze 2004, Dunlap et al.
2015, Ehling-Schulz et al. 2019, Kuebutornye et al. 2019, Liu et al. 2019, Son et al. 2019). Sua
locomocdo geralmente acontece por meio de flagelos peritoneais e sua respiragdo pode ser
aerdbia ou anaerodbia facultativa. Seus esporos podem ser cilindricos, ovais, arredondados ou
em forma de rim (Kuebutornye et al. 2019). Macro morfologicamente forma col6nias com
aspecto que varia de viscoso a cremoso, esbranquicado com bordas circulares ou arredondadas
(Mandic-Mulec et al. 2015).

Bacillus s&o microrganismos que vivem em diferentes habitats, sendo considerados
seres ubiquos. Sua capacidade de formar enddsporos fornece alta resisténcia ao calor, seca,
radiacdo e produtos quimicos, permitindo desta forma, sua sobrevivéncia em diversas condigdes

por um periodo de tempo mais longo (Mandic-Mulec et al. 2015). Estudos recentes vem
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mostrando a capacidade de resisténcia deste grupo, principalmente aqueles isolados de
ambientes indspitos, como sistemas quentes e salinos, seja sélido ou liquido, podendo desta
forma, ser classificados como termofilicos e halofilicos (Dunlap et al. 2015, Mandic-Mulec et
al. 2015, Verma et al. 2018). Ha também espécies que podem ser classificados como
psicrofilicos, acidofilicos e alcalificos (Liu et al. 2019), estes isolados de ambientes extremos
séo destacados pela produgédo de uma ampla gama de enzimas extracelulares comercialmente
valiosas, principalmente as consideradas termoestaveis, (Mandic-Mulec et al. 2015, Kaspar et
al. 2019, Saxena et al. 2019, Valenzuela-Ruiz et al. 2020) como amilase, celulase, lipase,
protease, fosfatase, carboxilase, dentre outras (Verma et al. 2018) .

Atualmente o referido género compreende mais de 406 espécies reconhecidas e descritas
até o momento desta escrita (www.bacterio.net/genus/bacillus). Suas principais vantagens
sobre as actinobactérias € a capacidade de replicacdo rapida, mas assim como os Streptomyces
possuem resisténcia a condi¢Ges ambientais peculiares e uma extensa capacidade como
controlador bioldgico, no qual 5 a 8% do seu genoma total é dedicado a biossintese de
metabolitos secundarios (Fira et al. 2018).

As moléculas bioativas mais importantes deste grupo sdo os policetideos (PKS),
peptideos ndo ribossomais (NRPs), lipopeptideos, bacteriocinas e sider6foros, ou seja, podem
ser explorados nas industrias farmacoldgicas e agricolas. A FDA (Food and Drug
Administratyion) ja declarou que a espécie Bacillus subtilis € um organismo GRAS (Generally
Recognized As Safe), considerado seguro para uso em industrias de processo de alimentos (Shafi
etal. 2017, Fira et al. 2018, Saxena et al. 2019). Abaixo, segue detalhes sobre algumas de suas

aplicagdes comercialmente exploradas.

1.5 Aplicacéo biotecnolodgica de Bacillus

Bacillus spp., assim como as actinobactérias, sdo conhecidas pela capacidade de
sintetizar uma ampla variedade de antibidticos e enzimas, principalmente as hidroliticas, sendo
desta forma, cobicado pelas industrias farmacéuticas, agricolas, alimenticias, cosméticas, téxtil
e demais. Todavia, de acordo com Saxena et al. (2019) foram realizados poucos estudos
voltados para a industria da agrobiotecnologia com Bacillus, visto que 0s mesmos possuem
diversas funcbes ecoldgicas no ecossistema do solo, incluindo a ciclagem de nutrientes até a
capacidade de tolerancia ao estresse das plantas. Os mesmos ainda enfatizam que o Bacillus
spp., em sua maioria, possui habilidades benéficas que ajudam o desenvolvimento das plantas
direta e indiretamente, por meio da aquisi¢éo de nutrientes, promogéo de crescimento por meio
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da producdo de horménios vegetais, producdo de antibidticos contra fitopatdgenos e outros
estressores abioticos.

A producdo de enzimas liticas por Bacillus spp., como quitinases, glucanases, lipases e
proteases, sdo fundamentais para degradacdo de componentes da parede celular dos fungos
como quitina, B-glucano e proteinas. Bacillus subtilis, B. thuringiensis, B. licheniformis, B.
pumilus, B. velezensis sdo conhecidos pela alta produgdo de quitinases, sendo desta forma,
fortes candidatos ao controle de doencas causadas por fungos (Berini et al. 2018). A producéo
de quitinases também ¢é uma forte indicadora de bioinseticida (Rishad et al. 2017, Subbanna et
al. 2019).

Os Bacillus spp. também sdo conhecidos como fontes principais de proteases
comercialmente exploradas. Tal fato se da por conta da sua rapida reproducédo, ocupacdo de
pouco espaco, poder de manipulacdo genética e baixo custo beneficio, tornando-as adequada
para aplicacdo biotecnoldgica (Ali et al. 2016, Razzaq et al. 2019).

A producdo de metabolitos secundarios oriundos de Bacillus spp. € muito explorados na
industrias farmacéuticas e agricolas, tendo em vista, a elevada resisténcia de pragas e doencas
(Fira et al. 2018, Borriss et al. 2019, Saxena et al. 2019). As biomoléculas mais importantes
deste género sdo os policetideos, peptideos ndo ribossomais (NRPs), bacteriocinas e sideréforos
(Fira et al. 2018).

De acordo com Fan et al. (2018), 10% do genoma da espécie B. velezensis FZB42 é
composta por genes envolvidos na sintese ribossdmica e ndo ribossémica de biomoléculas com
atividade antimicrobiana. Além da acdo antibiotica, esta cepa quando colocada sob condicdes
bidticas e abidticas produz compostos volateis (VOC).

Bacillus cereus e B. anthracis, apesar da producdo de metabdlitos secundarios, sendo
fontes promissoras de biocontrole, estdo na lista de microrganismos patogénicos a humanos,
excluindo assim, seu uso como controle bioldgico (Borriss et al. 2019).

Bacillus spp. também s&o conhecidos por induzir a resisténcia sistémica contra diversos
agentes patogénicos nas plantas (Pieterse et al. 2014), ou seja, 0s microrganismo podem
estimular mecanismos de defesa contra fungos, bactérias, nematoides, insetos ou qualquer
outro organismo que prejudique a satde da planta. Isso acontece devido a ativagdo do sistema
de defesa da planta. Logo, quando esse sistema € ativado os genes de defesa sdo expressos,
liberando substancias capazes de afastar o agente causal. Vale ressaltar, que este mecanismo

nada tem a ver com substancias antimicrobianas ou inseticidas, mas sim em induzir a
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sensibilidade da planta através de mecanismos de defesa fisica ou quimica como resposta ao
ataque do agente em potencial (Kohl et al. 2019, Saxena et al. 2019).

Bacillus megaterium, B. subtilis, B. velezensis, B. cereus, B. aryabhattai dentre outros,
sdo bactérias conhecidas como PGPR (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas)
(Fan et al. 2018), estas sdo microrganismos benéficos a saude e ao crescimento das plantas
(Bashan et al. 2014). As rizobactérias além de promover o desenvolvimento vegetal, também
sdo agentes de biocontrole (Goswami et al. 2016, Saxena et al. 2019).

Além das industrias agricolas, os Bacillus spp. vém ganhando destaque na aquicultura
como probidtico (Kuebutornye et al. 2019). Zaineldin et al. (2018) ao adicionar B. subtilis na
racdo de Pagrus major, peixe conhecido como dourada no Japdo, constatou que o animal
apresentou melhoria no desempenho de crescimento, aumentou a resposta imunolégica e o
microrganismo regulou a atividade das enzimas digestorias. Yi et al. (2018) ao investigar o
potencial probidtico de B. velezensis JW constatou que além da atividade antimicrobiana contra
bactéria patogénicas de peixes como Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactiae e Vibrio parahaemolyticus, também induziu
respostas imune nos peixes das espécies Carassius auratus, conhecido como peixe japonés. No
genoma desta cepa, foram identificados quatro bacteriocinas, trés policetideos e cinco NRP. Os
resultados comprovaram que a referida cepa possui potencial como probidtico na aquicultura.

Baseado neste contexto, Dilnashin et al. (2020) acreditam que alternativas sustentaveis
¢ a Unica valvula de escape capaz de diminuir a utilizacdo de produtos quimicos prejudiciais a
salde do meio ambiente. Contudo, Saxena et al. (2019) chamam a aten¢do para a importancia
de estudos voltados para a produtividade da cultura em campo, ou seja, torna-se necessario a
utilizacdo desses testes in vivo. Kuebutornye et al. (2019) enfatizam também a importancia de
Bacillus spp. na aquicultura sustentavel como alternativa a melhoria da dieta alimentar, resposta
ao estrese, resposta imunoldgica e resisténcia a doencas, dentre outros fatores que viabilizam a

qualidade de vida na aquicultura.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:
o Selecionar Streptomyces spp. e Bacillus spp. isolados de sedimentos dos rios
Madeira e Purus e avaliar o potencial bioativo para aplicagéo biotecnoldgica de interesse

agricola.

2.2 Objetivos especificos:

o Isolar Streptomyces spp. e Bacillus spp. das calhas dos rios Madeira e Purus;
o Realizar a identificacdo morfologica e molecular dos isolados;
o Selecionar e avaliar Streptomyces spp. e Bacillus spp. com atividade contra

fitopatdgenos;
o Selecionar e avaliar Steptomyces spp. e Bacillus spp. para producao de enzimas

extracelulares de interesse industrial.
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3. Metodologia

3.1 Coleta e isolamento

As coletas foram realizadas nos meses de setembro a dezembro de 2018, nos leitos dos
rios Madeira (07°30°35.2” S 063°01°08.0”” W) e Purus (08°44°24.9” S 067°24°07.8” W), ambos
localizados & margem direita do rio Amazonas, no estado do Amazonas, Brasil. Esta coleta foi
realizada com apoio do INMETRO, utilizando a Unidade Basica Fluvial de Fiscalizacdo e
Pesquisa (UBFFP).

A cada 50 km foram coletadas cinco amostras simples do sedimento de cada rio e
misturadas, formando uma amostra composta (Figura 5). Os sedimentos foram coletados com
auxilio de uma draga do tipo petit ponar. As amostras foram armazenadas em tubos Falcon de
50 mL esterilizados, e posteriormente, foram enviadas sob refrigeracdo para o laboratério de
Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental, localizada na rodovia AM 010, km 29,
estrada Manaus-Itacoatiara-Amazonas, onde o isolamento, identificacdo, testes

antimicrobianos e atividade enzimatica foram realizados.

&
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Figura 6. Pontos de coletas realizadas nos rios Madeira e Purus.

O isolamento foi realizado por meio da técnica de diluicdo seriada, até atingir a

concentracéo de 1073, Apods a diluigdo, cada ponto foi inoculado em placas de Petri contendo
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meio de cultura AIA e ISP2 contendo acido nalidixico (5ug/mL) e ciclohexamida (5pg/mL)
para eliminacdo das bactérias Gram-negativas e dos fungos (Tabela 1), em seguida foram
incubadas a 28° C durante 7 a 15 dias (Jose e Jha 2017, Mohamed et al. 2017).

A selecdo de actinobactérias foi realizada com base no aspecto das coldnias, como
presenca de micelios ou aspecto coridceo, enquanto os Bacillus spp. foram selecionados pelo
aspecto cremoso e esbranquicado das colénias, seguidos pela técnica de coloragdo de Gram. A
técnica de esgotamento por estria foi utilizada para obtencdo das culturas puras. Apds a
purificacdo, os isolados foram preservados em glicerol 15% e armazenadas a -80° C (Jose e Jha
2017).

3.2 Triagem de bactérias produtoras de compostos antifangicos

Os testes de antibiose foram realizados com 145 isolados inicialmente contra trés
fitopatogenos: Colletotrichum siamense (Coll 2 N), Fusarium decemcellulare (Fdc 307) e
Monilliophthora perniciosa.

Testes preliminares foram feitos em placas de Petri (145x15 mm) contendo meio de
cultura BDA, sobre o qual foi espalhada uma solucéo de esporos 10° de C. siamense (Coll 2 N)
e F. decemcellulare (Fdc 307) e em seguida, foram inoculados até 13 isolados por placa das
bactérias a serem testadas, o co-cultivo foi incubados a 28° C por 7 dias. Devido a dificil
esporulacdo da M. perniciosa, foram dispersos discos contendo micélios por entre os isolados

bacterianos e seguiu-se 0 mesmo tempo e temperatura de incubagdo dos demais patdgenos.

3.2.1 Andlise da inibicao do crescimento micelial (PIC)

A percentagem do crescimento micelial foi realizado com 38 isolados que apresentaram
antibiose com base na analise realizada no item anterior. Os testes quantitativos foram
realizados com C. siamense (Coll 2 N), F. decemcellulare (Fdc 307) e M. perniciosa pelo
método de pareamento de cultura dupla (Thampi e Bhai 2017), onde um disco de micélio de
0,8 cm de cada fitopatogeno foi colocado no centro da placa e nas laterais, com distanciamento
de 2 cm das bordas, foram feitas estrias simples com os isolados selecionados, em seguida
foram incubados a 28° C e avaliados no 5°, 10° e 15° dia. Os testes foram realizados em
triplicatas e a avaliacdo foi efetuada por meio das medi¢cdes do didmetro das colonias,
mensurados com paquimetro, definindo desta forma, uma média para cada colénia. Para o

controle negativo, utilizou-se somente o fitopatdgeno em meio BDA. A percentagem de
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inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi calculada de acordo com a férmula abaixo (Thampi
e Bhai 2017).

didmetro médio do controle — diametro médio do tratamento
PIC = — — x 100
didmetro médio do controle

3.2.2 Analise da amplitude inibitoria contra diferentes fitopatdgenos

Os trés isolados com melhor PIC foram selecionados para analise do percentual de
inibicdo contra sete fitopatdgenos distintos: Corinespora cassiicola, C. guaranicola,
Colletotrichum  sp.,  Pseudocercospora  fijiensis,  Neopestalotiopsis  formicarum,
Pseudopestalotiopsis gilvanii e Rizoctonia sp., utilizando a mesma metodologia citada acima.

3.3 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados que obtiveram maior percentual de inibicao
conta os fitopatdgenos analisados, foram realizada visualmente, verificando a presenca ou
auséncia de micélios aéreos, coloracdo da col6nia e do substrato (Jose e Jha 2017); e coloragédo
de Gram, quando necessario.

As caracteristicas fenotipicas foram avaliadas em diferentes meios de culturas (Tabela
1) nas temperaturas 25, 30 e 35° C com pH neutro.

De acordo com Mohamed et al. (2017) a pigmentacdo do micélio aéreo e a estrutura
dos espordéforos sdo caracteristicas fundamentais na classificacdo de actinobactéria. Com isto,
foram avaliados o crescimento da colbnia, das hifas aéreas, micélios vegetativos e pigmentos
solGveis em diferentes meios de cultura (Tabela 1) durante o periodo de 10 dias conforme os
métodos do International Streptomyces Project (Shirling e Gottlieb 1966). O crescimento da
colénia foi classificado conforme 0 modo de crescimento em: bom (++) quando o crescimento
vegetativo e micelial ocorreu ao longo de toda a estria; morderado (+) quando o houve
crescimento vegetativo e micelial com menor intensidade; e baixo (-) quando houve somente

crescimento vegetativo.
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Tabela 1. Composi¢do dos meios de cultura utilizados.

Meio de cultura Composicéo
ISP1 5g triptona; 3g extrato de levedura; 20g agar; 1L de agua destilada
1SP2 49 extrato de levedura; 10g extrato de malte; 4g dextrose; 20g agar; 1L de agua
destilada

ISP3 20g aveia; 18g agar; 1L de agua destilada

LB 10g peptona; 5¢g extrato de levedura; 5g NaCl; 20g &gar; 1L de &gua destilada
ACA 10g amido; 0,3g caseina; 2g KNOs; 2g NaCl; 2g K;HPO4; 0,059 MgSO4; 1,029

CaCOs; 0,01g FeSOy4; 159 agar; 1L de agua destilada

SYEP 0,25g extrato de levedura; 0,59 K;HPOy4; 189 agar; 1 L de agua destilada

V8 200 mL de suco V8; 4,5g CaCOs. 18g 4gar; 800 mL de agua destilada
BDA 200g de batata, 20g dextrose, 15g agar, 1L de agua destilada

1g KH2PO4; 1g KNO3; 0,59 MgSOy4; 0,59 KCI; 0,2g glicose; 0,29 sacarose; 209 agar;
SNA ) -
1L de 4gua destilada
AA 179 agar; 1L de agua destilada

2g caseinato de sddio; 0,1g L-asparagina; 4g propionato de sodio; 0,59 fosfato
AlA dipotéssico; 0,19 de sulfato de magnésio; 0,001g de sulfato ferroso; 15g agar; 5mL de
glicerol; 1L de agua destilada

3.3.1 Microscopia eletronica de varredura

O microcultivo foi realizado na Embrapa Amazdnia Ocidental, e a visualizacdo e
captura das amostras foram realizadas no Centro Multiusuario para Analise de Fendmenos
Biomédicos (CMABI0) da Universidade do Estado do Amazonas.

Este procedimento foi realizado de acordo com Li et al. (2016), com algumas
adaptacOes. A técnica de cdmara Umida em placa de Petri foi utilizada para o microcultivo dos
isolados, no qual um disco de meio ISP2 foi colocado sobre uma lamina suspensa com canudos
em placa de Petri forrada com papel toalha, em seguida os discos foram inoculados com os
isolados a serem analisados e sob cada disco colocou-se uma laminula, o papel toalha do fundo
da placa foi umedecido com &gua destilada. As placas foram incubadas a 28°C, durante 7 dias
(fase exponencial de actinobactérias). Em seguida as laminulas foram retiradas cuidadosamente
e tratadas com solucdo de Bouin durante 30 minutos, para fixacdo das amostras. Posteriormente
as células foram desidratadas com alcool 50%, 70%, 90%, 95% e 100%, respectivamente,
deixando-as descansar por 15 minutos de uma solucdo para outra. A Gltima lavagem com alcool

100%, repetiu-se por 2x. Apo0s todas as lavagens, utilizou-se acetona 100% para secar as
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amostras e em seguida as mesmas foram metalizadas com ouro durante 5 minutos,

posteriormente foram visualizadas em microscopio eletrénico de varredura (JSM-IT500HR).

3.3.2 Tolerancia a temperatura e pH

A tolerancia dos isolados selecionados foram testados nas seguintes temperaturas: 25,
30, 35, 40, 45 e 50° C. O crescimento dos isolados de Streptomyces foi observado em pH 6, 7,
8 em meio de cultura ISP2 durante 7 dias. Os isolados de Bacillus foram expostos a pH neutro,

em meio LB durante 24 horas.

3.4 Caracterizacdo molecular

Apo6s a triagem para a producdo de compostos antifungicos, 38 isolados que
apresentaram antibiose contra C. siamense (Coll 2 N), F. decemcellulare (Fdc 307) ou M.
perniciosa foram identificados com base no sequenciamento da regido 16 S. Destes, 10 nao
foram identificados devido aos seguintes fatores: cinco apresentaram problemas no crescimento
para obtencdo de DNA (AMAD 9.1, MPUR 27.5, MPUR 36.2, MPUR 40.4 e MPUR 51.6) e
cinco n&o cresceram novamente em meio de cultura.

Para trés isolados com maior potencial de inibi¢cdo (APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR
46.7) foi realizada a analise multigénica, utilizando além do 16S, o sequenciamento parcial dos
genes da gyrase B (gyrB) e triptofano sintase subunidade beta (trpB) (Guo et al. 2008, Rong e
Huang 2012, Ayed et al. 2018, Law et al. 2018).

3.4.1 Extracéo de DNA
Os isolados selecionados foram cultivados em tubos Falcon de 15 mL contendo 10 mL
de ISP2 liquido e agitados a 180 rpm a 28° C durante trés a sete dias, dependendo do
crescimento de cada isolado (Jose e Jha 2017). Para extracdo do DNA total utilizou-se o
detergente catibnico CTAB 2% (Doyle e Doyle 1987). Ap0s o crescimento as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, essas células foram repassadas para
eppendorfs (2 mL) e adicionado silica, 700uL de CTAB 2% e agitadas no TissueLyser durante
20 minutos para gque a parede celular se rompesse. Os tubos foram entéo incubados em banho-
maria a 65° C por 30 minutos e agitados delicadamente a cada 10 minutos para homogeneizar
a suspensdo. Apoés a incubacdo, em capela de exaustdo, foram adicionados 600uL de CIA
(cloroformio e alcool isoamilico 1:24) e agitados delicadamente até ficar homogéneo. Foram
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e retirados cuidadosamente, separando a sobrenadante
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para um novo tubo. E seguida foram adicionados 400 pL de isopropanol (-20°C) e misturados
gentilmente para precipitar o DNA, posteriormente foram centrifugados a 4000 rpm por 10
minutos para formar o pellet. Cuidadosamente a sobrenadante foi descartada e o pellet foi
lavado 2x com 1 mL de etanol 70% por 5 minutos e depois lavado novamente 1x com 1 mL de
etanol 95% por 2 minutos e aguardou-se a evaporacao do etanol. O pellet foi ressuspendido em
100puL de tampédo TE + RNAse e incubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos. O DNA

foi quantificado no nanodrop e a integridade do material foi observada em gel de agarose 0,8%.

3.4.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Os genes foram amplificados utilizando os primers descritos na tabela 2.

Tabela 2. Lista de primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento.

Regiéo Primers Funcao
Actino-HF (3> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 5°) Amplificacdo
16S Actino-AR (5> AGGAGGTGATCCAGCCGCAC 37) _
Actinom 235F (3° CCGTACTCCCCAGGCGGG 5%) Sequenciamento
Actinom 878R (5° CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 3°)
gyrBPF Amplificacdo

(5’GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCACGCGGGCGGCAAGTTCGGC 3°)
gyrB  gyrBPR (3’GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGGCGTCCGCCAT 5’)
gyrBF (5> GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCA 3°) Sequenciamento
gyrBR (3’ CGCTCCTTGTCCTCGGCCTC 5)
TrpBPR (3’ TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCAGGC Amplificacdo
57)
TrpBPF
(5’GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATCAACA3Y)
TrpBF (5 GGCTCACACAAGATCAACAA 3°) Sequenciamento
TrpBR (3° TCGATGGCCGGGATGATGCC 5°)

trpB

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo 17,25 pL de agua ultra
pura autoclavada; 2,5 uL de tampédo 1X; 1 pL de dNTPs 10 mM; 1 uL de MgSO4 50 mM; 1 pL
de cada primer 5 uM; 1 pL de DNA na concentragdo de 50 ng/uL; e 0,25 pL de enzima Taq
DNA Polimerase 5U/u (EasyTagq® DNA Polimerase, Transgen Biotech). Os pardmetros
utilizados na amplificacdo estéo na tabela 3. Os fragmentos de PCR foram separados por meio
de eletroforese utilizando gel de agarose de 1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados

em transiluminador.

Tabela 3. Condicdes da Reacdo em Cadeia de Polimerase.
16 S gyrB trpB
Desnaturacdo inicial 94° C — 3 min 96° C — 5 min 96° C —5 min
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Ciclo de amplificacéo 40X 35X 35X

Desnaturacao 94° C — 20s 96° C — 1 min 96° C — 1 min

Anelamento 65° C — 30s 63° C —1 min 63° C -1 min
Extensdo 72° C—1min 72° C -2 min 72° C -2 min

Alongamento 72°C -0 72°C -0 72°C- 0

3.4.3 Reacao de sequenciamento

As reacgdes de PCR foram tratadas com 0,5 pL de Exo-Sap e incubadas a 37° C/15 min
e 80° C/15 min para ativacao e desativacdo das enzimas e em seguida sequenciados usando o
kit BrillnantDye v3.1. As reagOes foram analisadas em sequenciador 3500 GeneticAnalyzer
(Thermo Fisher).

As sequéncias obtidas foram comparadas com acessos depositados no Genbank
(Nacional Center for Biotechnology Information-NCBI) e DDBJ (DNA Data Bank Japan) com
0o auxilio da ferramenta BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi e
http://blast.ddbj.nig.ac.jp).

A inferéncia filogenética a partir da regido 16S foi realizada com base em dataset
construido a partir de sequencias acuradas depositadas no Genbank. A identificacdo
filogenética dos isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 foi realizada a partir da analise
multilocus das sequéncias 16S, gyrB e trpB. Para garantir a acuréacia da analise foram utilizados
somente sequencias das linhagens mais relacionadas encontrados nos bancos de dados que
apresentavam identificacdo molecular precisa (Maciejewska et al. 2015, Ayed et al. 2018, Law
et al. 2020). Os alinhamentos dos genes foram realizados utilizando o software CLUSTAL-W
e quando necessario, ajustadas manualmente e as arvores construidas com base no método
Neighbor Joining (NJ) com bootstrap de 1000 repeti¢es e a matriz de distancia foi gerada
usando o modelo de dois parametros de Kimura utilizando o Programa MEGA 7 (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis).

3.5 Atividade enzimatica extracelular

A producdo de amilase, celulase, lipase e protease foi avaliada com base no indice
enzimatico (IE). Para tanto os isolados foram inoculados em placas contendo meios de cultura
seletivos (Tabela 4), apds a inoculacdo, foram incubadas durante 7 dias em temperaturas
distintas: 25, 30 e 35 °C, com trés pH diferentes: 4, 7, 10. O protocolo para a revelagéo do halo

de degradacéo esta descrito na tabela 5.
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Tabela 4. Composicdo dos meios de cultura utilizados para atividade enzimatica.
Meio de cultura Composicéo

5g Peptone; 5g NaCl; 5g extrato de carne; 10g dextrose; 2g de amido; 20g de Agar; 1L

Amilase . X
de agua destilada
Celulase 1g KH,PO4; 0,59 MgS0..7H,0; 0,59 NaCl; 0,01g FeS04.7H,0; 0.01g MnSO4.H,0;
0.3g NHsNOs3; 10 Carboximetilcelulose; 129 agar; 1L de dgua destilada
Lipase 10g peptona; 5g de NaCl; 0,1g CaCl,.2H,0; 20g Agar; 10 mL Tween 20; 1L de agua
p destilada
p 2g leite em p6 desnatado; 5g peptona; 3g extrato de levedura; 15g agar; 1L de agua
rotease destilada

Os bioensaios foram realizados em triplicata e a avaliacéo foi realizada a partir do indice

diametro médio do halo de degradacgio

Enzimatico, onde IE = (Sadeghian et al. 2016).

diamentro médio do crescimento da colonia

Tabela 5. Revelagdo dos halos dos ensaios enzimaticos.

At'.v |d,aQe Revelagdo do halo Referéncias

enzimatica
. 10 ml de solugdo de Lugol 0.3% (v/v) durante 5 min. Em  Hankin e Anagnostakis,
Amilase . ~ -
seguida, halos serdo formados em torno do isolado. 1975
10 mL de Vermelho Congo (0.1% v/v) por 15 minutos e
Celulase substituir o referido reagente por 10 mL de NaCl 1 M por mais 15 Ariffin et al., 2006
min. Em seguida, halos serdo formados em torno da bactéria.
Lipase Halos serdo formados por grl_stals esbranquicados em Sierra, 1957
torno da bactéria.
Protease Halos serdo formados em torno do microrganismo. Hankin e Anagnostakis,

1975

3.6 Extracdo de Metabdlitos

A obtencdo de metabolitos foi realizada para os isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e
MPUR 46.7. Foram usados 3L de meio ISP2 em aliquotas de 200 mL, divididos em erlenmeyers
de 250 mL incubados durante 10 dias a 28° C em agitagéo orbital de 150 rpm.

A extracéo foi realizada com acetato de etila (EtOAc) 1:1 (v:v). Em funil de decantagéo
fez-se a separacdo da fase orgénica da aquosa, em seguida a fase organica foi separada para
frascos limpos e a fase aquosa foi submetida a mais 3 lavagens com a mesma proporgao de 1:1
com acetato de etila.

A fase organica foi seca no rotaevaporador, no laboratério de Quimica Aplicada a
Tecnologia da UEA (Universidade do Estado do Amazonas) e 0s extratos brutos foram
submetidos a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para separacdo dos

compostos, assim como para testes de verificacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (MIC)
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dos extratos contra os fitopatdégenos utilizados nos itens 3.2.1 e 3.2.2 deste trabalho, utilizando
a técnica de micro diluicdo em placa.

3.7 Perfil quimico dos extratos brutos

Os perfis cromatogréficos das fracdes obtidas da parti¢do liquido-liquido (PLL) dos
extratos dos isolados (Figura 6) foram realizadas e analisadas por CCD (cromatografia em

camada delgada) e comparadas no laboratério do Centro de Biotecnologia da Amazoénia (CBA).

APUR 32.5 MPUR 40.3

Fragao 1 Fracao 2 Fracao o

Figura 7. Extrato dos isolados APUR 32.5; MPUR 40.3 e MPUR 46.7

Aliquotas de cada fracdo foram aplicadas manualmente em cromatofolhas de silica gel
60 F254 (Merck Co.). Apds a secagem, as placas de CCD foram colocadas em cuba previamente
saturada com o eluente da fase movel. Os sistemas eluentes testados foram misturas polares de
solventes organicos nas seguintes propor¢oes: acetato de etila/metanol (1:1; 7:3; 8:2; 9:1;
8,5:1,5), cloroférmio/acetato de etila (1:1; 8:2; 7:3; 9:1) e acetato de etila/hexano (1:1, 8:2 e
9,5:0,5). A cuba foi fechada para saturacdo da placa de CCD e a elui¢do do solvente feita até 7
cm a partir da aplicacdo da amostra na placa. Apoés eluicdo as placas foram secas e reveladas
sob os comprimentos de onda 254 e 366 nm, utilizando o aparelho Luz Ultravioleta (UV)
CAMAG REPROSTAR 3. As placas foram fotografadas utilizando o sistema Wincats e seus

distancia percorrida pela amostra (da)

fatores de retencdo foram calculados (Rf), onde Rf = distancia percorrida pelo solvente (ds)

3.8 Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Os extratos foram diluidos em DMSO 4%, e submetidos a diluigdo seriada nas seguintes
concentragdes: 500, 250, 100, 50, 10, 5 ppm. Foram adicionados 50 pL do extrato nos primeiros
pocos com adicdo 50pL da solugdo de esporos 10° dos fitopatdgenos: C. siamense, F.
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decemcellulare, C. guaranicola, Colletotrichum sp., Neopestalotiopsis formicarum,
Pseudopestalotiopsis gilvanii e Rizoctonia sp. Para os fungos: Corinespora cassiicola,
Pseudocercospora fijiensis e M. perniciosa foram usados fragmentos de hifas. Apos incubacéo
por sete dias a 28° C as dilui¢cdes foram analisadas e a concentragdes que visualmente ndo havia
crescimento, foram passadas para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e inoculadas
novamente por mais sete dias na mesma temperatura. O valor do MIC foi definido como a
concentracdo mais baixa de inibicdo total do crescimento do fitopatogeno (Ling et al. 2020).
Além dos fitopatdgenos, os extratos também foram testados contra os patdgenos Candida

albicans, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

3.9 Andlise estatistica
Os dados obtidos dos testes de antagonismo e enzimaticos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) utilizando o software SAS (Statistical Analysis System). O nivel de

significancia foi determinado em p <0.05 e 0.01 e utilizou-se Duncan para comparar as médias.
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4. Resultados e discussao

4.1 Coleta e Isolamento

Foram isoladas 220 bactérias utilizando os meios de cultura AIA (61) e ISP2 (159
cepas). Estes isolados foram obtidos de 51 pontos de coleta, sendo 14 do rio Madeira e 37 do
rio Purus. Dessas, 60 s&o do rio madeira e 160 do rio Purus (Figura 8).

Os rios Madeira e Purus localizados a margem direita do rio Amazonas e Sao
caracterizados pela riqueza de sedimentos suspensos, tanto dissolvidos, como sélidos, sendo

consequentemente, duas bacias hidricas (Wittmann et al. 2017).

[solamento de bactérias

140
118
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20
60 41 42
40
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Rio Madeira Rio Purus
mATA wISP2

Figura 8. Numero de bactérias isoladas em meio de cultura AIA e ISP2 dos rios Madeira e Purus.

4.2 Caracteristica morfoldgica

Os isolados de actinobactérias foram classificados de acordo com o Projeto
Internacional de Streptomyces (Ranjani et al. 2016) considerando as estruturas das colénias,
presenca e coloracdo de micélios aéreos e vegetativos, e pigmentacdo soluvel no substrato
(Figura 9). Os Bacillus spp. selecionados foram confirmados a partir da técnica de coloracdo de
Gram, observando a coloracgdo da parede estruturas em forma de bastonete.

A ordem dos Actinomycetales possui um extenso grupo de microrganismos com muitas
particularidades e diversidades morfologicas, porém, a maioria das bactérias sdo filamentosas
e possuem aperéncia coriacea com superficie conica, muitas vezes revestida por micélios
aéreos, que lembram as estruturas miceliais dos fungos. O que diferencia os actinomycetos dos
fungos séo as estruturas celulares, ndo contendo quitina e celulose, sendo estas caracteristicas
especificas dos grupos fangicos, o diamentro dos esporos, sendo estes inferiores aos dos fungos,
e a reproducgédo por meio de fragmentos e/ou oidia que sdo similares quanto ao tamanho e
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formato esférico e de hastes, caracteristicos de bactérias (Barka et al. 2016, Lo Grasso et al.
2016, Wang and Jiang 2016a, Lawson 2018)

Figura 9. Diversidade morfoldgica de bactérias flamentosas isoladas dos rios Madeira e Purus. (A) MPUR 30.6,
(B) MPUR 16.1, (C) MPUR 21.2, (D) MPUR 31.3, (E) MPUR 16.2, (F) APUR 35.7, (G) APUR 22.1, (H) MPUR
27.4, (1) MPUR 28.3, (J) APUR 32.5, (L) AMAD 5.1, (M) MPUR 26.1, (N) MPUR 42.4, (O) APUR 20.1, (P)
MPUR 40.3, (Q) MPUR 46.7, (R) MPUR 30.2, (S) MPUR 28.3.

Durante o isolamento, verificou-se que o mesmo isolado apresentava caracteristicas
distintas quando colocado em condi¢6es diferentes, mudando a coloracdo dos micélios e/ou dos
substratos. Tal comportamento pode ser explicado por conta da alta variabilidade génica que o
grupo dessas bactérias possui. Com isso, dependendo das condi¢bes que os isolados foram
expostos como: meio de cultura, como fonte de carbono, pH e temperatura, 0s aspectos

morfoldgicos e fisioldgicos poderdo variar.

4.3 Selecdo de bactérias produtoras de antifungico

Dos 220 isolados preservados 75 apresentaram dificuldades na reativagdo e os 145
restantes foram testados quanto a antibiose contra trés fungos fitopatogénicos, sendo eles: C.
siamense (Coll 2 N), F. decemcellulare (Fdc 307) e M. perniciosa. Com base critério
mencionado foram selecionados 38 isolados que apresentaram atividade antag6nica para pelo
menos um dos trés fitopatdgenos. Este conjunto de isolados selecionados foram entdo
submetidos a analise quantitativa da percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) e
os resultados obtidos indicam que a inibi¢do variou de 0 a 90% (Tabela 6).

Dentre os 38 isolados testados, 16 obtiveram PIC superior a 52 % variando até 87%

contra C. siamense. Contra F. decemcellulare, 22 isolados mostraram inibi¢cdo do crescimento
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micelial acima de 50% chegando a 80%. O antagonismo contra M. Perniciosa foi o mais
promissor, pois dos 38 testados 27 apresentaram PIC superior a 50%, alcan¢ando até 90% como
pode ser observado na Tabela 6.

Quando comparados entre si, 13 isolados obtiveram PIC superior a 50% para 0s trés
isolados, com valores de 87% para C. siamense do isolado MPUR 46.7; 80% para F.
decemcellulare dos isolados MPUR 27.5 e MPUR 46.7; 90% para M. perniciosa do isolado
MPUR 51.6.

Tabela 6. Avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial (PIC) de Colletotrichum siamense, Fusarium
decemcellulare e Monilliophthora perniciosa por bactérias isoladas dos rios Madeira e Purus.

N° Isolado Ponto de coleta Rio C. siamense (%) F. decemcellulare (%) M. perniciosa (%0)
1 AMAD 7.1 7 Madeira 0 0 33
2 AMAD 9.1 9 Madeira 67 53 75
3 APUR 16.4 16 Purus 24 47 44
4 APUR 20.1 20 Purus 46 71 70
5 APUR 22.1 22 Purus 0 61 64
6 APUR 26.2 26 Purus 0 43 0
7 APUR 32.5 32 Purus 65 63 79
8 APUR 36.3 36 Purus 55 61 69
9 APUR 37.1 37 Purus 83 67 81
10 MMAD 11.6 11 Madeira 0 0 31
11 MMAD 14.1 14 Madeira 0 0 52
12 MPUR 15.1 15 Purus 71 61 69
13 MPUR 16.1 16 Purus 61 62 88
14 MPUR 16.7 16 Purus 0 0 66
15 MPUR17.4 17 Purus 0 33 34
16 MPUR175 17 Purus 0 0 0
17  MPUR 18.8 18 Purus 22 64 64
18 MPUR 26.1 26 Purus 45 59 53
19 MPUR27.1 27 Purus 0 42 60
20 MPUR 275 27 Purus 67 80 83
21  MPUR 28.3 28 Purus 30 32 51
22 MPUR 28.6 28 Purus 29 50 51
23  MPUR 30.4 30 Purus 30 14 27
24 MPUR 33.1 33 Purus 72 56 83
25 MPUR 35.2 35 Purus 73 63 81
26 MPUR 36.2 36 Purus 77 62 82
27  MPUR 37.2 37 Purus 0 0 24
28 MPUR39.1 39 Purus 63 15 30
29 MPUR 39.2 39 Purus 62 35 73
30 MPUR 39.4 39 Purus 0 0 25
31 MPUR 40.3 40 Purus 79 69 87
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32  MPUR 40.4 40 Purus 52 66 61

33 MPUR 40.7 40 Purus 4 59 51
34  MPUR 425 42 Purus 0 0 30
35 MPURA44.1 44 Purus 0 51 89
36 MPUR 46.7 46 Purus 87 80 89
37 MPURS50.1 50 Purus 9 62 57
38 MPURS51.6 51 Purus 86 72 90

Ao avaliar os resultados da inibicdo in vitro aqui obtidos, deve-se levar em consideracao
que os testes foram realizados em condi¢6es de cultivo favoraveis aos fitopatdgenos (Figural0).
Isto indica que a eficiéncia na inibicdo do crescimento dos fitopatdgenos pode ser
potencializada por: i) estabelecimento das condic¢des de cultivo que favoregam a producdo de
metabolitos secundarios (Barka et al. 2016, Grasso et al. 2016, Li et al. 2016, Wink et al. 2017);
il) inducdo de vias voltadas a producdo de metabolitos que estdo normalmente silenciadas em
condicGes de laboratorio e que se induzidas poderdo potencializar a atividade antimicrobiana
(Abdelmohsen et al. 2015, Wink et al. 2017).

A avaliacdo de inibicdo do crescimento in vitro € o primeiro passo para estabelecer
possiveis tratamentos de doencas de plantas por meio de biocontrole, como demonstra Thampi
e Bhai (2017) no biocontrole de Phytophthora capsici e Sclerotium rolfsii em pimenta do reino
(Piper nigrum L) utilizando isolados de Streptomyces. Os resultados in vitro corresponderam a
PIC de 91% (contra P. capsici) e 94% (contra S. rolfsii), e os teste in planta em condicdes de
campo reduziram a incidéncia da doenca em 80,87% (P. capsici e) até 98% (S. rolfsii), sendo
mais eficiente inclusive do que o fungicida. Ja Wonglom et al. (2019) relataram que o potencial
inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp. e Curvularia lunata foi de 75,6% e
69,5%, respectivamente, pelo Streptomyces angustmyceticus NR8-2, a partir dos testes in vitro.

Testes in planta, confirmaram a diminuicdo da severidade da doenca.
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Figura 10. Antagonismo de bactérias isoladas dos rios Madeira e Purus aos fitopatégenos: C. siamense, F.
decemcellulare e M. perniciosa.

Os isolados com melhor performance na inibicdo in vitro (Tabela 6) foram: AMAD 9.1
(PIC 75%), APUR 32.5 (PIC 79%), APUR 37.1 (PIC 83%), MPUR 16.1 (PIC 88%), MPUR
33.1 (PIC 83%), MPUR 35.2 (PIC 81%), MPUR 36.2 (PIC 82%), MPUR 39.2 (PIC 73%),
MPUR 40.3 (PIC 87%), MPUR 44.1 (PIC 89%), MPUR 46.7 (PIC 89%) e MPUR 51.6 (PIC
90%). Estes dados indicam que estas bactérias que apresentam atividade antiflngicas sdo
candidatas aos testes in planta que € o proximo passo para o desenvolvimento de agentes
alternativos de biocontrole. Visto que, os patdgenos C. siamense, F. decemcellulare e M.
perniciosa sdo fungos que afetam diretamente culturas importantes economicamente para a
regido norte do Brasil, as solugdes para o controle das doengas causadas por estes patdgenos
com base nas bactérias aqui analisados poderdo ser no futuro parte de tecnologias

ambientalmente sustentaveis.

4.3.1 Selecdo de Streptomyces e Bacillus contra diferentes patdégenos de importancia
agricola

Baseado em suas atividades antagonicas, os isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR
46.7, foram avaliados em relacdo a inibicdo de outros sete fitopatogenos distintos, sendo eles:
C. casiicola, C. guaranicola, Colletotrichum sp., Pseudocercospora fijiensis, Neopestalotiopsis

formicarum, Pseudopestalotiopsis gilvanii e Rizoctonia sp.
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O PIC variou de 14% a 89%, sendo a menor inibicdo realizada pelo isolado MPUR 46.7
contra Rizoctonia sp. e as maiores foram dos isolados MPUR 40.3 e APUR 32.5 contra C.
guaranicola (88%) e MPUR 40.3 e MPUR 46.7 contra M. perniciosa com 87 e 89%,

respectivamente. (Figura 11 e 12).
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Figura 11. indice de inibicdo de crescimento micelial (PIC) de fitopatgenos distintos por Streptomyces spp.
(APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7). Letras iguais significa que ndo houve diferenca significativa no PIC dos

trés isolados.

Os resultados aqui obtidos corroboram com a atividade antifingica observada em outros
estudos realizados com Streptomyces, como 0s realizados por Zhang et al. 2020, no qual a
Streptomyces badius gz-8 apresentou atividade antagonista ao fitopatdgeno Colletotrichum
gloeosporioides com taxa de inibicdo de 72.5%. Streptomyces YYS-7 isolada da rizosfera de
bananeira em area contaminada com Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal
de murcha, também apresentou atividade antifingica com indice de inibicdo do crescimento
micelial de 70% (Wei et al. 2020). Ja a Streptomyces albidoflevus OsiLf-2 inibiu o crescimento
micelial de diferentes linhagens de Pyricularia oryzae (Magnaporthe oryzae), agente causal do
brusone, importante doenca do arroz, onde pico de inibicdo variou de 74 a 83% (Gao et al.
2020).
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Figura 12. Antagonismo das bactérias APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 isoladas dos rios Madeira

e Purus aos fitopatogenos.
Os isolados de Bacillus selecionados (MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1) foram

avaliados quanto a atividade antagdnica contra os fitopatégenos P. gilvanii, Rizoctdnia sp.,
Colletrotrichum sp. e C. casiicola (Figura 13), além dos trés patogenos citados no item 4.2. O
PIC variou de 12 a 89% para pelo menos um dos fitopatogenos testados. Os trés isolados
obtiveram maior PIC contra o fungo M. perniciosa, com indice de crescimento micelial de 81%,
83% e 89% para os respectivos isolados MPUR 35.2, MPUR 33.1 e MPUR 44.1. O isolado

MPUR 44.1 ndo apresentou qualquer inibicdo contra C. siamense.
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Figura 13. indice de inibicdo de crescimento micelial (PIC) de fitopatogenos distintos por Bacillus spp.
(MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1). Letras iguais significa que ndo houve diferenca significativa no PIC dos

trés isolados.

Trabalhos realizados por Zohora et al. (2016) também mostraram a eficiéncia
antagbnica de Bacillus subtilis RB14 a Rhizoctonia solani, agente causal do tomateiro, com
reducdo de 80% da doenca. Nawaz et al. (2018) em seus estudos, observaram forte atividade
antagbnica em virtude da producao biosurfactantes liberado pela cepa Bacillus licheniformis
OE-04 a C. gossypii, agente causal de antracnose em cultura de algod&o. E importante salientar
que a atividade antagbnica pode acontecer em virtude de diversos fatores (Saxena et al. 2019),
no caso do Bacillus velezensis ZSY-1, o antagonismo aconteceu pela agdo dos compostos
volateis (VOC) liberados pela bactéria contra Alternaria solani, Botrytis cinerea, Valsa mali,
Monilinia fructicola, Fusarium oxysporum f. sp. capsicum e Colletotrichum lindemuthianum
com inibicdo de 81,1%, 93,8%, 83,2%, 80,9%, 76,7% e 70,6%, respectivamente (Gao et al.
2017).

Neste trabalho, os resultados obtidos corroboram com estudos realizados com
Streptomyces spp. e Bacillus spp. isolados de diversos ambientes, principalmente do solo. E os

indices de inibicdo in vitro foram similares ou superiores aos descritos na literatura com
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fitopatogenos distintos. Tal fato, ampara a necessidade dos testes in planta para verificar a
viabilidade desses microrganismos no controle de doencas durante a interagdo patdgeno
hospedeiro e desta forma contribuir para o futuro desenvolvimento de um
bioproduto/biofungicida que possa substituir os agrotdxicos de alto risco para populacéo e meio
ambiente.

Desde a década de 40 as actinobactérias se destacam pela capacidade de produzir
metabolitos bioativos. Atualmente os estudos com esse grupo ainda sdo abundantes e 0s
resultados continuam surpreendendo positivamente seja na medicina ou na agricultura (Atta
2015, Barka et al. 2016, Wang e Jiang 2016, Bubici 2018, Dede et al. 2020, Wang et al. 2020).
Da mesma forma, o género Bacillus apresentam espécies promissoras, principalmente para a

producdo de metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana (Fira et al. 2018).

4.4 ldentificacdo Molecular

Dos 38 isolados selecionados para a producdo de antifingicos, 33 foram analisados
com base na sequéncia da regido 16S, sendo 28 identificados com sucesso. Destes, 15 sdo
do género Bacillus e 12 sdo do género Streptomyces. Os isolados do género Bacillus
pertencem a diferentes grupos: sendo quatro B. cereus, quatro B. megaterium e sete B.
subtilis (Figura 14).

A taxonomia das espécie do género Bacillus é realizada por meio de anélises
morfoldgicas, bioquimicas, filogenémicas e genémicas (Bazinet 2017, Liu et al. 2019,
Dunlap 2020, Rao et al. 2020). O género foi proposto por Cohn (1872) e atualmente
compreende 406 espécies validas segundo o LPSN (List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature) (https://lpsn.dsmz.de/). Membros dos grupos B. subtilis e B.
cereus sdo determinados baseado no genoma completo (Bazinet 2017, Liu et al. 2017,
Dunlap 2019, Carroll e Wiedmann 2020).
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Figura 14. Arvore filogenética obtida pelo método Neighbor-joining a partir das sequéncias do gene 16S
dos isolados e espécies intimamente relacionadas dentro do género Bacillus, disponivel nos bancos de dados
GenBank, EzBiocloud e DDJ (os nimeros de acesso estdo disponiveis entre parénteses). Os nimeros em cada um
dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base em analises de bootstrap de 1000

repeticdes.

Devido aos depdsitos de sequéncias identificadas incorretamente em bancos de dados
publicos, a identificacdo desse grupo precisa de cautela, para desta forma, ndo “contribuir” com
mais um dado equivocado (Rao et al. 2020). A reclassificacdo das informacdes ja depositadas
tem sido revistas frequentemente, numa tentativa de tornar os dados taxonémicos de Bacillus
mais confiaveis, como é o caso de Rao et al. (2019) que reclassificou a espécie Bacillus
aryabhattai DSM 21047T como sindnimo Bacillus megaterium DSM 32T, ap0s avaliar a
morfologia, bioquimica e 0 genoma, foram encontradas mais semelhangas do que divergéncias.
Che et al. (2019), Liu et al. (2019), Dunlap (2020), Mullins et al. (2020) também realizaram
trabalhos voltados pra reclassificacdo de espécies de Bacillus para corrigir as identificacdes
erroneas dos bancos de dados.

Neste trabalho a anélise filogenética dos isolados com base na regido 16S foi realizada
com dados acurados e atualizados para evitar erros de identificacdo. Contudo, é importante
salientar que para espécies do grupo B. subtilis e B. cereus a identificacdo é realizada com 350
e 2205 genes respectivamente (Dunlap 2019), o que pressupde a obtencdo do genoma completo
que além da taxonomia, permitem explorar principalmente o potencial biotecnoldgico
relacionado a producdo de metabdlitos secundario de interesse agronémico, podendo contribuir
para o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel.

No tocante, as 12 bactérias do filo Actinobacteria, todas sdo pertencentes ao género
Streptomyces, que assim como a identificacdo taxonomica de Bacillus, infelizmente s&o
encontradas muitas inconsistencias e erros nos bancos de dados, principalmente quando se trata
de identificacdo a nivel de espécie (Labeda et al. 2017).

Neste trabalho para evitar erros, apenas sequéncias baseadas em trabalhos revisados
foram utilizadas. A filogenia baseada em 16S indicou que seis isolados (APUR 32.5, MPUR
40.3, MPUR 18.8, MPUR 26.1, APUR 16.4 e APUR 26.2) estdo proximamente relacionados a
S. rochei; o isolado MPUR 28.6 a S. chromofuscus; o isolado MPUR 16.7 a Streptomyces sp.
219137; o isolado APUR 36.3 a S. griseorubens e o isolado MPUR 46.7 a Streptomyces sp. F1-
27 e Streptomyces sp. K61 . Embora a regido 16S seja muito conservada, dois isolados (APUR
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22.1 e MPUR 16.1) ndo se agruparam com as espécies de referécia utilizadas neste trabalho,
indicando que estes isolados podem pertencer a espécies ainda nao registradas ou que o dataset
utilizado néo apresentava as espécies tipos mais relacionadas com estes isolados. A regido 16S
devido a alta conservacdo apresenta baixa resolucdo filogenética quando se trata de espécies
proximamente relacionadas. Entretanto, por ser utilizadas para identificar bactérias por
pesquisadores de todo 0 mundo, e por constituir um grande banco de dados, a regido perminte
a identificacdo pelo menos do género e uma inferéncia da linhagem mesmo que sem resolugédo
espécies-especifica, além das informacdes ecoldgicas e da distruicdo territorial em termos
globais com base na identidada das sequéncias (Ling et al. 2020). Como ja mencionado, quando
se refere a espécies intimamente relacionadas, a regido 16S ndo consegue discriminar-las,
colocando-as como mesma espécie, mesmo sendo distintas (Barka et al. 2016).

A identificacdo com precisdo, requer a combinacdo de analises morfoldgicas,
bioquimicas e filogenéticas baseadas em uma andlise multilocus (MLST). No caso de
Streptomyces para identificacdo, tem-se utilizados outros genes além do 16S, como atpD (ATP
syntase F1, beta subunit), gyrB (DNA gyrase B subunit), recA (RNA polymerase beta subunit),
rpoB (recombinase A) e trpB (tryptophan synthetase, beta subunit) (Lo Grasso et al. 2016, Law
et al. 2018, Law et al. 2019, Zhang et al. 2020) conhecidos como genes constitutivos ou genes
de manutencéo (Barka et al. 2016, Law et al. 2018).
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Figura 15. Arvore filogenética obtida pelo método Neighbor-joining a partir das sequéncias da regifo
16S dos isolados e espécies intimamente relacionadas dentro do género Streptomyces disponivel nos bancos de
dados GenBank, EzBiocloud e DDJ (os nimeros de acesso estdo disponiveis entre parénteses) e confirmado com
Labeda et al. (2017). Os nimeros em cada um dos ramos sao as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos

com base em analises de bootstrap de 1000 repeticoes.

4.4.1 Caracterizacdo molecular dos isolados de Streptomyces

Os trés isolados de Streptomyces (APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7) selecionado
com base na avaliacdo in vitro da inibicdo de fitopatdgenos, foram submetidos a inferéncia
filogética baseada na analise concatenada de trés genes: 16S, gyrB e trpB (Figura 16). Para esta
analise utilizou-se dados do NCBI, DDBJ e EzBioCloud validados por meio trabalhos
cientificos e reclassificacdo do género Streptomyces (Labeda et al. 2017).

A inferéncia utilizando os algoritimos Neighbor Joining (NJ) e Maximum Likelihood
(ML) indicam que os isolados de Streptomyces APUR 32.5 e MPUR 46.7 podem ser duas
possiveis novas espécies. No qual, a Streptomyces APUR 32.5 esta mais relacionada com S.
rochei, e o isolado MPUR 46.7 esta proximamente relacionado a Streptomyces sp. F1-27 e
Streptomyces sp. K61 que embora tenham genoma completo estdo erroneamente identificadas
como S. griseoviridis. Ja o isolado MPUR 40.3 agrupou com a espécie Streptomyces
albogriseolus com base no NJ, com o algoritmo ML mostrou-se mais relacionado com S.
murinus. Para a confirmacdo sera necessaria a analise de outros barcodes, como as sequéncias

parciais dos genes atpD, rpoB e recA.
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Figura 16. Andlise filogenética dos isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 e taxons
relacionados baseada no método NJ (Neighbor Joining) a partir das sequencias parciais concatenada do 16S e

genes gyrB e trpB. Os nimeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com
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base em analises de bootstrap de 1500 repeticdes. Os asteriscos indicam a sugestdo de reclassificacdo de espécies

depositadas com nomes ndo correspondentes a espécie de referéncia.
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Figura 17. Analise filogenética dos isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 e taxons relacionados

com base no método da Maxima Verossimilhanca (ML) baseada na analise das sequéncias parciais concatenada

do 16S e genes gyrB e trpB. Os nimeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos
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agrupamentos com base em analises de bootstrap de 1500 repeticfes. Os asteriscos indicam a sugestdo de

reclassificacdo de espécies depositadas com nomes nédo correspondentes a espécie de referéncia.

4.4.2 Caracterizacdo morfoldgica e fenotipica dos isolados de Streptomyces spp.

A andlise dos isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 ¢ MPUR 46.7 quanto ao crescimento
micelial, coloracdo de hifas aéreas, coloracdo dos micélios vegetativos e producao de pigmentos
em onze meios de cultura distintos séo apresentados na Tabela 7.

O isolado APUR 32.5 apresentou melhor crescimento nos meios ISP1, ISP2, SYEP e
V8. Para o isolado MPUR 40.3, o melhor crescimento micelial foi observado em ISP1, ISP2,
ACA, SYEP e V8. Para o isolado MPUR 46.7, o melhor crescimento foi nos meios ISP2, ISP3
e V8. A melhor temperatura de crescimento foi 30° C entre 0 5° e 10° dia, apds esse periodo
notou-se a perda de coloracéo vibrante dos micélios, principalmente dos isolados APUR 32.5 ¢
MPUR 40.3. Vale enfatizar que a producdo de esporos e o crescimento de micélio aéreo estdo
relacionados com o meio de cultura, logo, o ISP2 foi 0 meio de cultura que apresentou melhor

desenvolvimento de esporos (Shirling e Gottlieb 1966).

Tabela 7. Caracterizagdo morfologica dos isolados de Streptomyces APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR

46.7.
Cepa APUR 32.5
Meio de Crescimento Coloracéo do Micélio Coloracéo do micélio Pigmento no
cultura micelial/vegetativo aéreo vegetativo substrato
ISP1 Bom (++) Branco Cinza -
1SP2 Bom (++4) Branco, marrom claro e Marrom )
marrom escuro
ISP3 Moderado (+) Marrom e branco Marrom -

LB Baixo (-) - Marrom -
ACA Bom (++) Marrom Marrom -
SYEP Bom (+4) Branco, mglr;?cr)n, amarelo Branco Preto

Marrom e marrom escuro -
V8 Bom (++) com pontos brancos nas -
extremidades
Marrom claro, marrom Marrom
BDA Moderado (+) escuro com pontos -
brancos
SNA Baixo (-) - - -

AA Baixo (-) - - -

AlA Moderado (-) Branco Branco -
Cepa MPUR 40.3

ISP1 Bom (++) Amarelo e lilas Branco Amarelo

1SP2 Bom (++) Marrom com pontos Marrom -

amarelos no centro
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ISP3 Bom (++) Marrom e com bordas Marrom -

brancas
LB Baixo (-) - Amarelo Amarelo
ACA Moderado (+) Branco Amarelo Amarelo
SYEP Bom (++) marrom, branco nas Marrom Amarelo

bordas com pontos
amarelo pelo meio

V8 Moderado (+) Marrom e branco com - Amarelo
pontos amarelos e brancos
BDA Baixo (-) Marrom escuro, marrom Amarelo Amarelo
claro e branco
SNA Bom (++) Marrom Marrom -

AA Baixo (-) - - -

AlA Baixo (-) - - -
Cepa MPUR 46.7

ISP1 Baixo (-) Branco Branco -

ISP2 Bom (++) Branco Branco -

ISP3 Bom (++) Branco Branco -

LB Moderado (+) Branco Branco -
ACA Bom (++) Branco Branco -
SYEP Moderado (+) Branco Branco -

V8 Moderado (+) Salmao/rosa e branco - -
BDA Moderado (+) Branco Branco -
SNA Baixo (-) Branco Branco -

AA Baixo (-) - - -
AlA Baixo (-) - -

(++) = crescimento vegetativo e micelial ao longo de toda a estria; (+) = crescimento vegetativo e micelial

com menor intensidade; (-) = somente crescimento vegetativo

A producéo de pigmentos foi observada no isolado MPUR 40.3 que secretou pigmento
amarelo em seis dos onze meios de cultura, ja o APUR 32.5 apresentou pigmento preto, quando
crescido em SYEP. A coloracdo dos micélios aéreos variou de acordo com a fonte de carbono,
como demonstrado na figura 18. A pigmentagdo pode ser um dos indicativos de compostos
antimicrobianos para o isolado APUR 32.5 e MPUR 40.3 (Law et al. 2018).

Figura 18. Caracteristicas morfologicas dos isolados APUR 32.2, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 de Streptomyces em

diferentes meios de cultura.
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Quanto as caracteristicas morfologicas, os micélios aéreos apresentaram longas cadeias
de esporos retos, e esses esporos apresentam caracteristicas cubicas enrugadas, tipicas do
género Streptomyces (Figura 19). Shirling e Gottlieb (1966) descreveram quatro formas
distintas de esporos, sendo elas: lisas, espinhosas, peludas e enrugadas. Os mesmos ainda
enfatizam que as culturas que sofrem autolise, propriedades higroscopicas ou desidratacdo

podem mudar sua morfologia.

Figura 19. Producdo de micélio aéreo em meio ISP2 e Microscopia Eletronica de Varredura de Streptomyces spp.
isolados do rio Purus. A e B- isolado APUR 32.5; B; C e D- isolado MPUR 40.3; E e F- isolado MPUR 46.7.
Escala de ampliacdo: B- 2um; D- 1pm; F- 5pm.

4.4.3 Avaliacéo da toleréncia a temperatura e pH dos isolados de Streptomyces

A tolerancia a temperaturas variando de 25 a 50° C e pH de 6 a 8 foi também avaliada
(Tabela 8). O isolado APUR 32.5 identificado como uma nova espécie de Streptomyces cresceu
bem a 35° C em pH 6, 7 e 8 e em 40°C em pH 6. O isolado Streptomyces sp. MPUR 40.3
apresentou crescimento vigoroso nas temperaturas: 25° C em pH 8; 30° C em pH 7 e 8; 35°C
em todos os pH testados. O isolado Streptomyces sp. MPUR 46.7 cresceu bem a 25 e 30° C em
pH 8.
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Tabela 8. Crescimento em diferentes temperaturas e pHs dos isolados de Streptomyces APUR 32.5,
MPUR 40.3 e MPUR 46.7.

°C pH APUR 32.5 MPUR 40.3 MPUR 46.7
6 ++ ++ +
25 7 ++ ++ +
8 ++ +++ +++
6 ++ ++ +
30 7 ++ +++ +
8 ++ +++ +++
6 +++ +++ +
35 7 +++ +++ +
8 +++ +++ +
6 +++ ++ -
40 7 ++ ++ -
8 ++ ++ -
6 + -
45 7 + + ;
8 + -
6 - - -
50 7 - - i
8 - - -

(+++) crescimento 6timo; (++) crescimento moderado; (+) crescimento baixo; (-) auséncia de

crescimento.

A tolerancia a temperatura e pH é um fator importante para verificar a viabilidade das
condi¢des de crescimento desses microrganismos, consequentemente fundamental para o
desenvolvimento de futuros bioinoculantes, considerando as condi¢fes ambientais de cada
regido. Jin e colaboradores (2019) ao analisarem o crescimento da Streptomyces inhibens sp.
nov. verificaram que a mesma conseguiu crescer nas temperaturas entre 15 a 37 °C com pH de
5a9. Ja os resultados de Yu et al. (2020) demonstraram que a Streptomyces triticiradicis sp.
nov cresceu na temperatura de 4 a 40 °C e pH de 5 a 10. Essa linhagem ainda apresentou
atividade antifingica e a analise do genoma demonstrou diversos potenciais BGCs
(Biosynthetic gene clusters) e um dos clusters com 63% de similaridade com o cluster
relacionado a biossintese do antiflingico natamicina. E importante salientar que a relacio
ecologica entre microrganismos de solo e plantas abrange diversas fungfes, como promocéo de
crescimento e protecdo da planta por meio da produgdo de antimicrobianos e inseticidas
naturais, estabelecendo uma simbiose entre ambos (Vurukonda et al. 2018). Entdo quanto mais
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soubermos sobre a capacidade de adaptagdo desses microrganismos, melhor e mais aproveitavel
sera a possibilidade de explorar os mesmos.

4.4.4 Concentracdo Minima Inibitério (MIC)

Com base em dez fitopatdgenos avaliados, apenas M. perniciosa foi sensivel ao extrato
até a menor dose testada de 10 ppm, com 100% de inibicéo, e os demais foram resistentes
(Tabela 09). A acdo fungicida foi confirmada por meio da observacéo de todas as concentracdes
testadas em placa de petri.

Observou-se ainda que o extrato do isolado MPUR 40.3 na concentragdo de 1000 e 500
ppm diminuiu o crescimento do C. guaranicola e P. fijiensis e o extrato do isolado MPUR 46.7
também diminuiu o crescimento micelial do fitopatdgeno P. fijiensis também na concentragédo
de 1000 e 500 ppm, quando comparados com o controle. Logo, os extratos demonstraram
possuir atividade fungistatica. O MIC por meio da técnica de difusdo em disco torna-se

necessaria para verificar a percentagem de inibicdo dos referidos resultados.

Tabela 9. Concentracdo Minima Inibitdria de extratos dos isolados APUR 32.5; MPUR 40.3 e MPUR
46.7 contra diferentes fitopatdégenos.

Concentracao dos extratos (ppm)
1000 500 250 100 50 10
Colletotrichum siamense - - - - - -

Isolados Fitopatogenos

F. decemcellulare - - - - _ _

M. perniciosa + + + + + +

N. fornicarum - - - - _ _

P. gilvanii - - - - - -
APUR 32.5

P. fijiensis - - - - - -

C. guaranicola - - - - - -

Coletotrichum sp. - - - - - -

C. casiicola - - - _ - _

Rizoctonia sp. - - - - - -

Colletotrichum siamense - - - - - _

F. decemcellulare - - - - - -

M. perniciosa + + + + + +

N. fornicarum - - - - _ _

MPUR 40.3 P. gilvanii - - _ _ _ i}
P. fijiensis - - - - - -

C. guaranicola - - - - - -
Coletotrichum sp. - - - - - -
C. casiicola - - - - - -
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Rizoctonia sp. - - - - - -
Colletotrichum siamense - - - - _ _

F. decemcellulare - - - - - _

M. perniciosa + + + + + +
N. fornicarum - - - - - _

P. gilvanii - - - - - -
MPUR 46.7

P. fijiensis - - - - - -
C. guaranicola - - - - - -
Coletotrichum sp. - - - - - -

C. casiicola - - - - _ -

Rizoctonia sp. - - - - - -

(+) com inibic&o; (-) sem inibicéo

Os extratos também foram testados contra os patdgenos humanos C. albicans, S. aureus
e B. cereus. Desses, apenas o extrato do isolado MPUR 40.3 apresentou atividade contra o
patdgeno B. cereus até a concentracdo de 50 ppm (Tabela 10). A acdo bactericida foi confirmada
em placa de petri.

Tabela 10. Susceptibilidade antimicrobiana de extratos de Streptomyces contra patégenos humanos.

Concentracao dos extratos (ppm)
1000 500 250 100 50 10
APUR 32.5 C. albicans - - - - - -
B. cereus - - - - - -

Isolados Fitopatogenos

S. aureus - - - - - -
MPUR 40.3 C. albicans - - - - - _
B. cereus + + + + + -

S. aureus - - - - - -
C. albicans - - - - - -
MPUR 46.7 B. cereus - - - - - -
S. aureus - - - - - -
(+) com inibicéo; (-) sem inibicdo

Contudo, quando os isolados foram testados diretamente contra os patdgenos, o isolado
APUR 32.5 apresentou halo de inibicdo de C. albicans e MPUR 40.3 inibiu os trés patdgenos

testados. Todavia, o isolado MPUR 46.7 ndo inibiu os trés patdgenos testados (Tabela 11).

Tabela 11. Analise qualitativa de sensibilidade antimicrobiana dos isolados APUR 32.5; MPUR 40.3 e
MPUR 46.7.

Patogeno
C. albicans B. cereus S. aureus

Isolados
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APUR 32.5 + - -
MPUR 40.3 + + +

MPUR 46.7 - - -
(+) halos >8 mm; (-) auséncia de halo

Considerando que os extratos foram obtidos a partir de AcoEt, sendo este um solvente
de media polaridade, o nimero de metabolitos ativos extraidos pode ser reduzido. Assim, para
ampliar o nimero de diferentes metabdlitos torna-se necessario testar diferentes solventes e
condicGes de cultivo. A obtencdo de maior numero de moléculas pode permitir a deteccdo de
novos antimicrobianos.

Com isto, considerando o alto potencial de metabdlitos secundarios de Streptomyces
spp., e a grande variabilidade de antibioticos descobertos até 0 momento (Manteca e Yagie
2018, Quinn et al. 2020), os resultados destes testes iniciais mostram a capacidade de
metabolitos bioativos contra patdgenos resistentes a medicamentos (Sengupta et al. 2015), visto
gue este € uma das maiores problematicas na area da salude e agricultura (Farraj et al. 2019).
Contudo, estudos com amplo espectro, com intuito de expressar a diversidade metabdlica

precisam ser realizados, como demonstrou Manteca e Yagie (2018) e Farraj et al. (2019).

4.4.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As trés fraces mostraram perfis cromatograficos semelhantes nos diferentes
comprimentos de onda analisados (254, 366 nm), sendo visualizadas varias bandas de Rfs
distintas nessas fracoes.

O melhor sistema utilizado para elui¢do da fracdo 1 e 2, foi AcoEt/MetOH 9:1, pois
observou-se uma melhor separacao dos constituintes. Na fracao 1 foi possivel visualizar apenas

uma banda com Rf: 0,14 no comprimento de onda 366. (Figura 20).
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Figura 20. Fracdo 1 / APUR 32.5: Acetato de etila/Metanol 9:1; UV 366

No perfil cromatografico da fracdo 2, foi possivel observar uma substancia de cor
amarela nos Rf: 0,53 na luz visivel, e um Rf semelhante foi possivel ser observado no
comprimento de onda 254 nm. Ja no 366 nm apresentou substancias nos Rfs 0,15, 0,30 e 0,53
(Figura 21).

53

Figura 21. Fragdo 2 / MPUR 40.3: Acetato/ Metanol 9:1- (A) Luz visivel; (B)UV 254 nm; (C)UV 366
nm.
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Na fracdo 4 observou-se trés substancias nos Rfs: 0,34, 0,61, 0,71 nos comprimentos de
onda 254 nm e 366 nm. O melhor sistema utilizado para eluicdo desta fracdo acetato de
etila/hexano 9,5:0,5.

Figura 22. Fracdo 4 / MPUR 46.7: Acetato/ Hexano 9,5:0,5 - 254 nm/366 nm

A cromatografia em camada delgada teve como intuito analisar o melhor solvente para
eluicdo dos compostos, e desta forma, dar continuidade a identificacdo dos metabdlitos
expressos por meio do HPLC. E importante salientar que a extragio apenas com acetato de etila
diminui a diversidade metabodlica que os microrganismos podem expressar, contudo, solventes
com polaridade distintas como: metanol, hexano, cloroférmio podem aumentar a extracdo
metabdlica e até permitir a identificacdo de novos compostos bioativos.

Este ensaio € o comego de um importante passo para identificacdo de moléculas
microbianas bioativas, visto que a necessidade por novos compostos para tratamentos contra
microrganismos patogénicos resistentes e multirresistentes aumenta a cada dia, seja na
agricultura, seja na area médica/farmacéutica (Bérdy 2005, Procdpio et al. 2012, Bubici 2018,
Manteca e Yagie 2018, Nakashima 2018, Palla et al. 2018, Mast e Stegmann 2019, Quinn et
al. 2020, Salwan et al. 2020, Wenzel 2020).

4.4.6 Atividade enzimética dos isolados de Streptomyces APUR 32.5, MPUR 40.3 e
MPUR 46.7

Os trés isolados apresentaram atividade hidrolitica para amilase, celulase e protease.
APUR 32.5 obteve os melhores IE=16+3,46 e 10+2,36 para amilase e lipase, respectivamente.
A maior producdo de amilase (IE=19+0,00) foi observada no isolado MPUR 40.3 que também

produz celulase IE 5,9+1,18 e lipase IE 5,8+0,7. JA MPUR 46.7 obteve IE= 7,7+0,19 para
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amilase e 7,8+0,29 para protease, e nenhuma atividade para lipase em qualquer condigéo
(Figura 18).

Os resultados aqui apresentados mostraram-se superiores aos testes preliminares
realizados por Shaik et al. (2017) e Singh et al. (2018) avaliados com IE<5. Os testes
quantitativos tornam-se necessarios para validar os resultados.

Espécies de bactérias e fungos podem produzir uma ampla diversidade de enzimas
hidroliticas, como: amilase, celulase, lipase, protease, quitinase, pectinase e xilanase, entre
outras (Valdés Ramirez and Calzadiaz 2016, Liu e Kokare 2017, Mukhtar et al. 2017,
Gunasinghe e Edirisinghe 2020). As enzimas tem aplicacdo em diversas &reas comerciais, Como
por exemplo, indUstrias alimenticias, téxtil, farmacéutica, agricola e demais (Mukhtar et al.
2017, Gunasinghe e Edirisinghe 2020).

A B
Streptomyces sp. APUR 32.5 Streptomyces sp. MPUR 40.3
18 20
16 18
814 g16
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Streptomyces sp. MPUR 46.7
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Figura 23. indice Enzimatico (IE) dos isolados de Streptomyces em temperaturas e pH distintos. A. Grafico
demonstrando os IE do Streptomyces sp. APUR 32.5. B. Grafico com os IE do Streptomyces sp. MPUR 40.3. C.
Gréfico com os IE do Streptomyces sp. MPUR 46.7. D. demonstracdo dos halos de degradacdo enzimaética. 1.
Amilase - Streptomyces sp. MPUR 40.3. 2. Celulase - Streptomyces sp. APUR 32.5. 3. Lipase - Streptomyces sp.
APUR 32.5. 4. Protease - Streptomyces sp. MPUR 46.7.

Em busca de um mundo mais sustentavel, com intuito de diminuir 0s insumos quimicos
consumidos em todo o mundo, hd uma crescente demanda por processos biotecnologicos,

utilizando microrganismos como principal recurso (Bhardwaj et al. 2017).
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As enzimas sdo produzidas usando plataformas ja definidas como E. coli e S. subtilis,
contudo, Sevillano et al. (2016) mostrou que S. lividans pode também ser hospedeiras eficientes
para producdo de enzimas ativas. Com isso, as actinobactérias, mais especificamente o género
Streptomyces, além da producéo de antibidticos, sdo consideradas fonte de inimeras enzimas
importantes para diversas industrias (Harir et al. 2018, Gonzaélez et al. 2020, Gunasinghe and
Edirisinghe 2020).

Observou-se neste experimento que os trés isolados de Streptomyces avaliados, séo bons
produtores de enzimas com alto potencial biotecnoldgico. E importante salientar que protease
e amilase sdo as enzimas mais comercializadas mundialmente, e com a utilizacdo das
tecnologias 6micas, a otimizacdo da producdo pode aumentar exponencialmente (Liu e Kokare
2017). Estes isolados obtidas do rio Purus, além da atividade antifingica mostraram-se também
ter potencial para a producdo de protease, amilase, celulase e lipase. Actinobactérias isoladas
de diferentes ambientes como solo, sedimentos de mangue e sedimentos marinhos ao redor do
mundo tambem tem revelado serem bons produtores de enzimas (Gunasinghe e Edirisinghe
2020; Swarna e Gnanadoss 2020; Gonzélez et al. 2020).
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Concluséao

Foram isoladas 220 bactérias de sedimentos dos rios Madeira e Purus. ESsses
microrganismos aqui analisados mostraram-se capazes de produzir antimicrobianos contra
patdgenos de importancia agricola e saide humana. A identificagdo molecular com base na
regido 16S, caracterizou os isolados que apresentaram potencial antifingico em dois géneros:
Bacillus e Streptomyces. Andlise concatenada com as sequéncias da regido 16S e dos genes
gyrB e trpB indicou que os isolados APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 podem ser novas
espécies. Os trés isolados identificados como Streptomyces spp. ainda apresentaram atividade
enzimatica para amilase, celulase, lipase e protease. Os isolados MPUR 33.1, MPUR 35.2 e
MPUR 44.1 identificados como Bacillus spp. também mostraram 6timo desempenho na

inibicdo do crescimento micelial dos fitopatogenos testados.

Perspectivas

E importante salientar que este, foi um estudo prévio sobre a potencialidade
antimicrobiana e enzimatica dos microrganismos mencionados acima. Logo, uma abordagem
mais profunda torna-se necessaria.

Os isolados Streptomyces APUR 32.5, MPUR 40.3 e MPUR 46.7 precisam ser
confirmados como potenciais novas espécies por meio da analise de outros genes como atpD,
repoB e recA ou mesmo 0 genoma completo, para uma prova inequivoca da descricéo.

A descoberta de novos microrganismos, pode ser a porta de entrada para descoberta de
novos metabolitos bioativos podendo ser usado na agricultura e medicina, considerando que a
resisténcia microbiana é umas das problematicas que sO6 aumenta com o0 tempo,
impossibilitando os tratamentos contra doencgas que levam muitas pessoas a obito.

O uso futuro dos isolados de Streptomyces analisados neste trabalho principalmente as
possiveis novas especies deve ser considerado, visto que este género constituem o maior grupo
bacteriano, capaz de sintetizar metabdlitos bioativos, seja antifingico ou antibacteriano, e até o
momento ha poucos relatos de espécies patogénicas a humanos ou animais, deste modo, sdo
fortes candidatos ao uso no controle biologico e na prospeccao de novas moléculas, podendo
desta forma, diminuir o uso de agrotoxicos que nos Ultimos anos aumenta absurdamente no

Brasil.
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