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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE ACTINOMICETOS PARA PRODUCAO DE
ENZIMAS HIDROLITICAS E BIOCONTROLE IN VITRO DE Pantoea ananatis,
AGENTE CAUSAL DA MANCHA-BRANCA DO MILHO

RESUMO - A mancha-branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis, ¢ uma
doenca economicamente importante em todas as regides produtoras do Brasil. Nas ultimas
décadas, a severidade de doencas foliares nesta cultura se intensificou, ¢ o uso de
agroquimicos ¢ a principal medida de controle da doenga. Entretanto, o uso destes produtos na
agricultura apresenta algumas limita¢des quanto a eficiéncia, custos econdomicos e ambientais.
Assim, a busca de alternativas, como controle bioldgico, torna-se de grande interesse dentro
dos preceitos de praticas agricolas sustentaveis. Actinomicetos sdo fontes de diversos
metabolitos bioativos com atividade antagonista varios micro-organismos. O objetivo deste
trabalho foi selecionar isolados de actinomicetos com potencial para o biocontrole de P.
ananatis ¢ producdo de enzimas hidroliticas depositados na Cole¢do de Micro-organismos
Multifuncionais e Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo. Apoés testes de pureza das
culturas, a atividade antagonista dos isolados de actinomicetos contra a bactéria foi realizada
utilizando a técnica de sobrecamada na presenga e auséncia de luz UV e confirmada pela
formacdo de halos de inibicdao. Os isolados com atividade antagonista foram cultivados em
meio liquido e os extratos de cultura foram utilizados para obter o perfil de antibidtico
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotdmetro de massas.
Os isolados de actinomicetos foram caracterizados morfologicamente com base no padrao de
coloragao do micélio aéreo e vegetativo bem como pela morfologia da cadeia de esporos.
Além disso, a caracterizagdo molecular foi realizada por meio do sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA. A producdo de enzimas hidroliticas amilase, celulase e lipase foi estimada
em meio solido especifico pela determinagdo do indice enzimadtico (IE). Os resultados
mostraram alta variabilidade morfologica e molecular entre os isolados de actinomicetos. A
analise molecular revelou a presenca de trés géneros: Streptomyces (82,6%), Amycolatopsis
(10,1%) e Kitasatospora (7,3%) entre os isolados testados. O IE variou de 0 a 6,56 revelando
o alto potencial biotecnologico de alguns isolados. Os isolados AMgJ 45 (S. curacoi) e LD 6
(S. hygroscopicus) apresentaram os maiores valores de amilase, enquanto que os isolados
AR] 48 (S. chiangmaiensis) e ARLJ 53 (S. cyslabdanicus) para celulase e LD 6 (S.
hygroscopicus) para lipase. Em relagdao a atividade antagdnica, os isolados A 470 (S.
pseudovenezuelae) A 432 (S. novaecaesareae) € KACP 35 (S. laculatispora) foram os mais
eficientes para inibir o crescimento de P. ananatis. A analise do perfil antibidtico indicou
fortemente a produ¢do de neomicina que pode estar associada a atividade antagonista do
isolado A470 o que foi confirmado pela inibi¢do do crescimento da bactéria utilizando o teste
de difusdo de disco com este antibidtico. Os resultados apresentados neste estudo mostraram
alta variabilidade bioquimica e genética entre os actinomicetos com alto potencial de
uso em processos industriais e a identificacdo de estirpes que podem ser utilizadas no
biocontrole de P. ananatis.

“Palavras-chave”: actinobactéria; caracterizacdo morfologica e molecular; atividade
antagonista; doenga foliar; controle bioldgico



BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF ACTINOMICETES FOR PRODUCTION
OF HYDROLYTIC ENZYMES AND BIOCONTROL IN VITRO OF Pantoea
ananatis, CAUSAL AGENT OF MAIZE WHITE SPOT DISEASE

ABSTRACT - The maize white spot disease, caused by the bacteria Pantoea ananatis, is an
economically important disease in all producing regions of Brazil. In the last decades, the
severity of foliar diseases in this crop has intensified, and the use of agrochemicals is the
major measure of the disease control. However, the use of these products in agriculture has
many limitations like the efficiency, and economic and environmental costs. Thus, the search
for alternatives, such as biological control, becomes of great interest within the precepts of
sustainable agricultural practices. Actinomycetes are sources of various bioactive metabolites
with antagonist activity against various microorganisms. The objective of this work was to
select actinomycetes isolates with potential for biocontrol of P. ananatis and production of
hydrolytic enzymes deposited in the Collection of Multifunctional and Phytopathogenic
Microorganisms of Embrapa Milho e Sorgo. After culture purity testing, the antagonist
activity of the actinomycetes isolates against the bacterium was performed using the overlay
technique in the presence and absence of UV light and confirmed by the formation of
inhibiting halos. The selected isolates with antagonist activity were grown in liquid medium
and the extracts of cultures were used to obtain the antibiotic profile using high-performance
liquid chromatography coupled to a mass spectrophotometer. Isolates of actinomycetes were
characterized morphologically based on the color of the aerial and vegetative mycelium as
well as by spore chain morphology. In addition, the molecular characterization was performed
by partial sequencing of the 16S rRNA gene. The production of hydrolytic enzymes amylase,
cellulase and lipase was estimated in specific solid medium by determining the enzymatic
index (EI). The results showed high morphological and molecular variability among the
isolates. Molecular analysis revealed the presence of three genera: Streptomyces (82.6%),
Amycolatopsis (10.1%) and Kitasatospora (7.3%). The EI varied from 0 to 6.56 revealing the
high biotechnological potential of some isolates. The isolates AMSJ 45 (S. curacoi) and LD 6
(S. hygroscopicus) showed the highest values for amylase; while the isolates ARLJ 48 (S.
chiangmaiensis) and ARLJ 53 (S. cyslabdanicus) for cellulase, and LD 6 (S. hygroscopicus)
for lipase. In relation to the antagonistic activity, the isolates A 470 (S. pseudovenezuelae), A
432 (S. novaecaesareae), and KACP 35 (S. laculatispora) were the highest efficient for
inhibiting the growth of P. ananatis. The antibiotic profile analysis strongly indicated that the
production of neomycin is responsible for the antagonistic activity of the isolate A470, which
was confirmed by the inhibition of the bacterium growth using the disk diffusion test with this
antibiotic. The results of the present study showed high biochemical and genetic variability
among the actinomycetes with high potential uses in industrial processes and the
identification of strains that may be used in the biocontrol of P. ananatis.

“Keywords”: actinobactéria; morphological and molecular characterization; antagonistic
activity; foliar disease; biological control
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1. INTRODUCAO

Dentre os cereais mais cultivados no mundo, o milho (Zea mays L.) destaca-se pela
utilizacdo diversificada, principalmente na alimentagdo humana e animal, além da
importancia econdmica e social. O Brasil tem se consolidado como o terceiro maior produtor
mundial, depois dos Estados Unidos e da China (FAO, 2016). Entretanto, a cultura do milho
esta sujeita a ocorréncia de varias doencas que podem afetar a produgdo, a qualidade e o valor
nutritivo dos graos.

No Brasil, a mancha-branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis, é considerada como
uma das principais doengas foliares da cultura do milho e tem se destacado pelo significativo
aumento na incidéncia e severidade nas regides produtoras, podendo reduzir a produgdo de
graos em cerca de 60% em cultivares suscetiveis (Costa et al., 2011). O cultivo de hibridos
resistentes ¢ o uso de agrotoxicos sdo as medidas sugeridas para controlar a doenca,
entretanto, o uso destes produtos na agricultura apresenta algumas limitagoes.

A quebra de resisténcia dos fitopatégeno as moléculas utilizadas e os elevados custos
dos defensivos agricolas tém promovido amplo debate sobre alternativas de controle das
doencas foliares, visando desenvolver programas de manejo de maneira sustentavel. O
controle bioldgico por meio do uso de micro-organismos como agentes naturais constitui
alternativa viavel, promissora e ecologicamente correta para controle de doengas de plantas
(Brito et al., 2013). A prospecc¢ao de micro-organismos com potencial para uso no biocontrole
de doengas de plantas tem se tornado um dos principais alvos da pesquisa agricola nas tltimas
décadas (Filho et al., 2009). Diversos estudos tém identificado micro-organismos antagonistas
eficientes para o controle bioldgico (Lanna Filho et al., 2010; Verdolin et al., 2013). Os
actinomicetos t€ém desempenhado papel importante em razdo da elevada capacidade em
produzir substancias antimicrobianas capazes de controlar importantes fitopatégenos em
diferentes culturas (Siqueira, 1988; Moura & Romeiro, 1999; Filho et al., 2009; Sahilah et al.,
2010).

A proposta deste trabalho consistiu em efetuar a prospec¢do de isolados de
actinomicetos pertencentes a Cole¢do de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatégenos
da Embrapa Milho e Sorgo (CCMF-MS) quanto a atividade antagonista contra Pantoea

ananatis e producdo de enzimas hidroliticas.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma monocotiledonea pertencente a familia Poaceae, com
ciclo fenoldgico variando de 90 a 205 dias, dependendo do genétipo e do clima. E uma planta
exigente em agua, podendo ser cultivada em regides onde as precipitagdes variam de 250-
5.000 mm anuais sendo a temperatura ideal para o seu desenvolvimento compreendida entre
24 ¢ 30 °C (EMBRAPA, 2006). Além disso, ¢ uma planta C4, bastante eficiente na conversao
de CO,, apresentando altas taxas de fotossintese liquida, mesmo em elevados niveis de luz
(Fancelli & Dourado Neto, 2004), ndo tolerando luz difusa tipica de tempo nublado ou
chuvoso ou provocada pelo aumento da densidade de plantas (Miranda et al., 2007).

Natural das Américas, provavelmente do México, América Central ou Sudoeste dos
Estados Unidos, o milho foi introduzido na Europa apds o descobrimento da América onde
passou a ser cultivado em jardins até tornar-se conhecido em razdo do seu valor alimenticio
(Fancelli & Dourado Neto, 2004). Com a expansao para outras partes do mundo, este cereal
passou a ser cultivado em escala comercial e consumido em todos os continentes (Abimilho,
2015).

A ampla distribui¢do mundial da cultura do milho ¢ fundamentada por varios fatores,
tais como: composi¢do e valor nutritivo; alta producao por unidade de trabalho e unidade de
area; periodo extenso de colheita; pequenas perdas de graos causadas por passaros e chuvas;
fonte de nutricdo de facil transporte e acondicionamento ao armazenamento (Romano, 2005).

De acordo com Borges et al. (2014), a utilizagdo do milho ¢ diversificada, podendo ser
tanto na alimentacdo humana quanto na alimenta¢do animal, além de servir como fonte de
matéria-prima indispensavel para agroindustria. Além disso, esta cultura também apresenta
relevante importancia social e econdmica, principalmente na geragdo de empregos no setor
primario (Fancelli & Dourado Neto, 2004).

A previsdo para o total da area cultivada com milho no Brasil na safra 2016/2017
devera ficar entre 15,9 ¢ 16,1 milhdes de hectares, mantendo-se similar a area cultivada na
safra 2015/2016 (15,9 milhdes de ha). A produtividade estimada ¢ de 5.169 kg/ha, com
aumento de 20% em relagdo a safra atual, sendo a producgdo brasileira esperada entre 82,3 e

83,8 milhdes de toneladas, com elevacdo variando de 19% a 20,4% em relagdo a safra
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vigente, quando foram colhidas 66,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2016). Neste cendrio
observa-se um aumento da estimativa de producdo do milho em relagdo a safra corrente, a
qual apresentou significativo decréscimo em fungdo do espago cedido para o plantio da soja,
com valor mais atrativo de comercializagdo (CONAB, 2015). Segundo as estimativas, o Mato
Grosso seré o estado que mais produzira milho no Brasil nesse mesmo periodo, atingindo uma
producao de até 21,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2016).

Desde a década de 1970, a produtividade média de graos de milho elevou-se em cinco
vezes (CONAB, 2016). Contudo, estudos de proje¢do de demanda comprovam a necessidade
do Brasil de elevar sua produgdo em mais de 19 milhdes de toneladas afim de garantir o
suprimento do mercado interno e obter excedente de mais 12 milhdes de toneladas para
exportacdo até a safra 2019/2020 (MAPA, 2016).

Em decorréncia da exposi¢do da cultura do milho aos diversos estresses bidticos e
abioticos, tem sido dificil atingir o maximo potencial genético para a produtividade de graos,
independentemente do sistema produtivo adotado (Brito et al., 2013). Por ser uma cultura de
ampla abrangéncia geografica, encontra-se submetida as mais variadas condig¢des
edafoclimaticas, estando sujeita ao ataque de elevado numero de patdégenos que muitas das
vezes promovem perdas significativas a cultura (Pozar et al., 2009).

No Brasil, as enfermidades que acometem a cultura do milho tém provocado queda de
produtividade e da qualidade das sementes gerando perdas econdmicas consideraveis (Brito et
al., 2008). Alguns fatores tém colaborado para o acréscimo das doengas no campo, dentre os
quais se destacam o aumento de indculo proporcionado pela pratica do plantio direto sobre
restos culturais, pela sucessdo de cultivos, pela manutencdo inadequada da umidade
proveniente da irrigacdo realizada por pivo central, pela expansdo da area cultivada e pelo
plantio de hibridos e variedades suscetiveis as doencas em regides que apresentam grande
risco de epidemias (Pinto et al., 1997; Manerba et al., 2013).

Dentre as diversas doengas de plantas que causam prejuizos expressivos no Brasil,
destaca-se a mancha-branca, doenga foliar existente em praticamente todas as regides
produtoras de milho, ocorrendo principalmente em cultivos tardios (Fantin, 1994; Fernandes
& Oliveira, 1997; Cota et al., 2010; Costa et al., 2012) tanto na safra de verdo como na
safrinha (Rolim et al., 2007). A alta incidéncia e a severidade desta doenga t€ém contribuido na
redugdo significativa da produg¢do de milho no pais desde os anos 1990 (Fernandes &

Oliveira, 1997; Lana et al., 2012).



2.2. Mancha-branca do milho

Inicialmente, a doenga mancha-branca do milho foi descrita como mancha-foliar de
Phaoeosphaeria, e seu agente causal foi descrito como sendo o fungo Phaeosphaeria maydis
(Rane et al., 1966), forma imperfeita de Phyllosticta sp. Entretanto, em fun¢do da auséncia do
fungo em determinadas lesdes foliares em areas com elevada incidéncia da doenca e
dificuldade de se reproduzir os sintomas com inocula¢ao do suposto fitopatogeno em plantas
de milho sob condigdes controladas, o agente etiologico da doenca passou a ser questionado
(Paccola-Meirelles et al., 2001; Cervelatti et al., 2002; Amaral et al., 2004; Carson, 2005;
Carli, 2008; Manerba et al., 2013).

Estudando lesdes jovens em folhas de milho, Paccola-Meirelles et al. (2001) isolaram
com frequéncia uma bactéria gram-negativa de colora¢do amarelo-brilhante, identificada
como Pantoea ananatis (sinonimia Erwinia ananas), sendo admitida, desde entdo, como o
provavel agente etiologico causador da mancha-branca por ser o unico patdégeno submetido
com sucesso aos postulados de Kock. Posteriormente, Bomfeti et al. (2008) também
confirmaram a presenca de células bacterianas de P. ananatis no interior de lesdes provocadas
pela doenca. No estudo realizado por Gongalves et al. (2013), ficou definitivamente
demonstrado que a bactéria P. ananatis é o agente causal da mancha-branca do milho e que os
fungos descritos anteriormente como agentes etiologicos da doenga sdo espécies saprofitas
que se instalam tardiamente nos tecidos mortos, apds a infecgdo bacteriana. Dados similares
tém sido relatados para amostras de folhas coletados de plantas cultivadas sob diferentes
condigdes edafoclimaticas (Silva et al., 2009; Costa et al., 2012; Pedro et al., 2012; Lanza et
al., 2013; Manerba et al., 2013).

A incidéncia e a severidade da mancha-branca sdo influenciadas pelas condig¢des
climaticas (Rolim et al., 2007), sendo favorecida pela alta umidade relativa, acima de 60%,
temperaturas noturnas em torno de 14 °C e elevada precipitagdo (Casela et al., 2006). De
forma geral, a semeadura tardia em monocultivo, a presenca de restos culturais, e,
principalmente, o uso de irrigacdo em excesso sdo fatores que modulam a incidéncia de
doencas do milho, principalmente aquelas causadas por bactérias (Fernandes & Oliveira,
1997). A disseminacdao da P. ananatis ocorre por respingos de chuva ou irrigacdo e pelo
vento, podendo o indculo primario ter origem nos restos culturais ou sementes (Walcott et al.,

2002; Pereira et al., 2005; Sauer et al., 2015).



Os sintomas da mancha-branca do milho caracterizam-se, no inicio, por lesdes aquosas
e verde-claras (anasarcas) que evoluem para acinzentadas a necrdticas, de coloragao palha,
apresentando-se em numero variavel e em formas circulares a elipticas (Pinto & Fernandes,
1995; Fernandes & Oliveira, 1997; Pinto, 2004). O progresso da enfermidade sob condigdes
favoraveis pode ocasionar a senescéncia e seca prematura das folhas, diminuindo
drasticamente o ciclo e a produtividade, sendo varidvel a quantidade e o tamanho das lesdes
entre as variedades (Fernandes & Oliveira, 1997; Paccola-Meirelles et al., 2001; Malagi et al.,
2011).

Normalmente, as lesdes da mancha-branca sdo encontradas dispersas no limbo foliar,
mas iniciam-se na ponta da folha, avancando para a base, podendo coalescer (Costa et al.,
2010, 2011). Em geral, os sintomas aparecem, primeiramente, nas folhas inferiores,
progredindo rapidamente para o apice da planta e tornando-se mais expressivos apos o
pendoamento (Fernandes & Oliveira, 1997; Pegoraro et al., 2001).

Patdgenos que afetam a cultura do milho constituem um dos principais entraves aos
ganhos na produtividade (Juliatti et al., 2014). As cultivares suscetiveis a mancha-branca
podem chegar a apresentar redug¢do de cerca de 60% na produtividade por causa da reducao
no tamanho e peso do grao causado pela doenca (Fernandes & Oliveira, 1997; Pinto et al.,
1997; Brito et al., 2011). Segundo Costa et al. (2011), as principais medidas sugeridas para o
manejo da enfermidade sdo o uso de hibridos resistentes € o controle quimico.

De acordo com Pereira et al. (2005), os fungicidas dos grupos quimicos das
estrobilurinas e ditiocarbatos demonstraram controle eficiente para a mancha-branca
favorecendo uma elevacdo na produtividade de graos e redugdo no progresso da doenga. O
controle de muitos patdgenos ¢ realizado por meio de aplicacdes sistematicas de fungicidas e
bactericidas, cujo uso indiscriminado acarreta uma série de problemas, como a contaminagao
do ambiente, dos alimentos e dos agricultores e consumidores, selecdo de populagdes
resistentes de patdgenos e diminui¢do de populagdes de organismos benéficos ou ndo alvos
(Bettiol, 1991; Nordlund, 1996; Silva et al., 2004).

A utilizagao de plantas resistentes a doengas tem sido a estratégia mais eficiente e
econdmica (Schuelter et al., 2003; Lana et al., 2012, 2016) para evitar ou diminuir as perdas
de produtividade, além de colaborar na preservagdo ambiental, uma vez que o uso de
defensivos agricolas muitas vezes torna-se desnecessario (Costa et al., 2003). Anualmente

grande numero de novos gendtipos tem sido produzido nos programas de melhoramento de
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milho, tornando-se imprescindivel a avaliacdo do comportamento desses materiais em relacao
a resisténcia a doengas (Pinho et al., 2001; Brito et al., 2011).

As perdas provocadas pelas doengas foliares tém promovido amplo debate sobre
estratégias de manejo que auxiliem o desenvolvimento de programas que visam o controle de
patologias de maneira sustentavel, principalmente no que diz respeito a redu¢do do uso de
controles quimicos (Brito et al., 2013). Como alternativa ecoldgica, o biocontrole de
fitopatdgenos tem se destacado como uma forma promissora e viavel, por meio da utilizagado
de micro-organismos como agentes naturais para a protecdo de plantas cultivadas (Melo &

Valarini, 1995).

2.3. Biocontrole

Segundo Michereff (2001), no cenario do controle bioldgico, doenga ¢ o fruto de uma
relag@o entre hospedeiro, organismos patogénicos e o ambiente, bem como 0s organismos nao
patogénicos residentes no sitio da infec¢ao e que apresentam potencial para limitar a atividade
do patogeno ou aumentar a resisténcia do hospedeiro. Deste modo, os componentes do
biocontrole sdo a planta hospedeira, o patdgeno e seus antagonistas, todos interagindo num
sistema bioldgico sob a influéncia do ambiente. O biocontrole tem como defini¢do cléssica o
controle de um micro-organismo através de outro micro-organismo (Baker & Cook, 1974;
Bettiol, 1991). J4 Michereff (2001) define controle biologico como a diminui¢ao da densidade
de in6culo ou das atividades determinantes da doenga, através de um ou mais organismos.

Na agricultura sustentdvel recomenda-se a utilizacdo de estratégias alternativas para
minimizar os efeitos negativos das doencas no desenvolvimento das plantas através do
controle biologico. A utilizagdo de micro-organismos com potencial antagonista pode ser um
mecanismo inibitorio do desenvolvimento de fitopatdgenos sem causar degradagcdo ambiental
(Alves et al., 2013), mantendo o equilibrio do agroecossistema e¢ diminuindo os danos
causados pelo patogeno (Grigoletti Junior et al., 2000).

Segundo Melo & Azevedo (1998), varias estratégias, direta ou indireta, t€ém sido
utilizadas na obtencdo do controle biologico, tal como o uso de micro-organismos do solo
com potencial antagonico sobre patégenos de plantas. A introdu¢do de antagonistas do solo
em oOrgdos de propagacdo vegetativa, parte aérea das plantas e sementes sdo exemplos da

estratégia direta (Alves et al., 2013).



Diferente do controle quimico, o biocontrole ndo expressa seu efeito rapidamente,
podendo este estar abaixo do necessario tornando imprescindivel o uso de algum método de
controle auxiliar, consolidando a pratica de manejo integrado. O pleno sucesso do controle
bioldgico ¢ impedido, muitas vezes, pela falta de compreensdo sobre a ecologia do micro-
organismo patégeno e antagonista (Grigoletti Junior et al., 2000) e os mecanismos de agao
que mediam essas interagdes (Lanna Filho et al., 2010).

A selecdo de antagonistas pelo teste in vitro permite que populagdes de micro-
organismos sejam avaliadas rapidamente para se implantar um programa de controle
biologico (Mariano, 1993). Essa estratégia apresenta-se como uma importante ferramenta no
entendimento do comportamento e mecanismos de acdo dos biocontroladores sobre os
patogenos alvos (Silva et al., 2008). Contudo, os testes in vitro precisam ser validados in vivo,
primeiramente em condi¢des controladas em casa de vegetacdo e, posteriormente, nas
condi¢des de campo (Bettiol, 1991).

O termo “antagonista” refere-se a capacidade de agentes bioldgicos em intervir sobre
os processos vitais dos fitopatégenos (Michereff, 2001). Os micro-organismos antagonistas
podem apresentar um ou mais mecanismos de a¢ao sobre os patdgenos, o que constitui outro
fator importante para que haja resultados positivos no emprego do controle biologico (Bettiol,
1991). Os mecanismos de controle bioldgico t€ém como base a relacdo antagonica entre micro-
organismos tais como: competicdo, parasitismo, predacdo, amensalismo, inducdo de
resisténcia, prote¢do cruzada e sintese de metabolitos que inibem o desenvolvimento de outro
organismo (Saito et al., 2009). A sele¢do mais efetiva de micro-organismos antagénicos deve
ser realizada com o isolamento no ambiente onde posteriormente estes organismos serao
utilizados, sendo aqueles originarios do filoplano os mais adequados. Contudo, antagonistas
isolados em outros habitats também podem ser utilizados com éxito. No primeiro caso, 0s
micro-organismos ndo patogénicos sdo denominados antagonistas residentes ou que ocorrem
naturalmente, e no segundo, como antagonistas exdgenos na cadeia alimentar (Bettiol, 1991).

De acordo com Filho et al. (2009), a investigacdo por micro-organismos benéficos,
agentes de biocontrole, como alternativa para elevar a produtividade e melhorar o estado
fitossanitario das plantas, tem ganhado destaque na pesquisa agricola nas ultimas décadas.
Além disso, o uso do controle bioldgico objetiva a produ¢do mais sustentavel de alimentos,
sem aplicagdo de agrotéxicos, contribuindo com a reducao dos custos (Silva et al., 2013). De

acordo com Souza (1993), o emprego de metabolitos bioativos na agricultura tem despertado
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o interesse de ambientalistas por serem também, ao contrdrio dos insumos sintéticos,
substancias biodegradaveis.

Estudos tém demonstrado alguns micro-organismos como potenciais agentes
antagonistas de biocontrole, destacando-se a bactéria Bacillus subtilis (Lanna Filho et al.,
2010), diferentes espécies do género Pseudomonas com destaque para Pseudomonas cepacia
(Robbs, 1991), espécies de fungos como Trichoderma sp. (Maciel et al., 2012) e
actinomicetos do género Streptomyces (Siqueira, 1988). Muitos micro-organismos que
colonizam a rizosfera proporcionam defesas externas as plantas contra injurias causadas por
fitopatdgenos, com destaque para as bactérias, que constituem o maior grupo de ocorréncia no
solo (Verdolin et al., 2013).

Entre as bactérias, os actinomicetos t€ém se destacado pela elevada capacidade em
produzir importantes substancias capazes de controlar micro-organismos fitopatogénicos
(Siqueira, 1988), demonstrando o seu grande potencial antagonico (Filho et al., 2009). Na
agricultura, os actinomicetos do género Streptomyces, tem controlado em nivel satisfatorio
inimeras doengas segundo os autores Moura e Romeiro, 1999; Coombs et al., 2004; Oliveira,

2004; Sahilah et al., 2010; Van Der Sand, 2014; Shiomi et al., 2015.

2.4. Actinomicetos

Actinomicetos sao bactérias gram-positivas com alto conteudo de guanina/citosina em
seu genoma e pertencentes ao filo Actinobacteria (Stach et al., 2003; Nithya et al., 2012;
Tortora et al., 2012; Van Der Sand et al., 2014). Sao aerobicos, filamentosos, parcialmente
acido-resistentes e possuem alta diversidade morfologica (McNeil & Brown, 1994; Claessen
et al, 2006; Euanorasetr et al., 2010) com crescimento bastante lento (Aghamirian & Ghiasian,
2009). Os actinomicetos produzem micélio aéreo e vegetativo, e esporos para dispersao,
reproducao e sobrevivéncia em condi¢des adversas (Holt et al., 1994; Batista, 2010).

Capazes de se adaptar aos mais variados ambientes, 0s actinomicetos vivem em
diferentes nichos ecologicos, podendo ser encontrados na agua, produtos alimenticios,
nddulos de raizes das plantas, estrume, restos vegetais em decomposi¢do, composto, poeira,
lodo ativado e, no solo que € o seu habitat mais comum (McCarthy & Williams, 1992; Benizri
et al., 2001; Silva et al., 2003; Filho et al., 2009; Gurung et al., 2009; Ogunmwonyi et al.,
2010, Bizuye et al., 2013; Van Der Sand et al., 2014).



Os actinomicetos correspondem a 30% da microbiota do solo, sendo estes organismos
adaptados a se desenvolver sobre substratos solidos (Kennedy, 1999), preferencialmente em
solos de pH neutro a alcalino, embora muitos crescam em solos acidos (Aragjo, 1998). A
colonizacdo do substrato ¢ feita pela penetragdo das hifas e secrecdo de inumeras enzimas
(McCarthy & Williams, 1992).

Alguns géneros de actinomicetos sdo facultativos ou anaerdbios obrigatdrios e
apresentam grande diversidade metabdlica podendo ser autotroficos, heterotroficos,
quimiotroficos e fototréficos (Kennedy, 1999). De acordo com Tortora et al. (2012), a
morfologia dos actinomicetos em superficie assemelha-se a dos fungos filamentosos, porém,
estes micro-organismos sao procariontes e seus filamentos possuem um didmetro menor.
Estes micro-organismos exibem elevado grau de diversidade morfo-fisiologica e atividade
bioquimica com produc¢do de inimeros metabdlitos bioativos (Taddei et al., 2006; Suneetha et
al., 2011; Barka et al., 2016). Tradicionalmente, os testes morfologicos tais como padrdo de
crescimento e tipos de micélios sdo as caracteristicas mais utilizadas para definir Ordem,
Género e espécies nesse grupo de micro-organismos, € testes bioquimicos empregando
atividade enzimatica sao empregados para identificagdo de novos compostos bioativos (Barka
et al., 2016). Recentemente, dados moleculares baseados no sequenciamento do gene
ribosomal 16S tem assumido papel de destaque na sistemdtica de actinomicetos,
possibilitando a redefinicdo de grupos e revelando novas espécies (Ventura et al., 2007;
Sagova-Mareckova et al. 2015).

De acordo com Aratjo (1998), os actinomicetos sdo reconhecidos como os principais
produtores de varios metabolitos secundarios, principalmente os antibidticos por causa do seu
amplo espectro de agdo em relagdo a célula alvo, com atividade contra micro-organismos ¢ até
células tumorais. Maheshwari et al. (2010) relatam que o género Streptomyces produz uma
ampla diversidade de compostos bioativos incluindo moléculas com atividade antibacteriana,
antifungica, antiviral, inseticida, herbicida, entre outras. Segundo Filho et al. (2009) os
actinomicetos tém se tornado organismos de interesse no controle bioldgico em razao dos
diversos compostos produzidos e excretados, sobretudo antibidticos, com contribui¢dao de 2/3
da produgdo total das substancias ja conhecidas (Challis & Hopwood, 2003).

Diversos metabolitos, com atividade biologica antibacteriana, pertencentes a diferentes
classes como kanamicina (S. kanamyceticus), anfotericina B (S. nodosus), cloranfenicol (S.

venezuelae), tricomicina (S. hachijoensis), tetraciclina (S. rimosus), streptomicina (S. griseus),
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eritromicina (S. erythreus), neomicina (S. fradiae), vancomicina (S. orientalis), rifampicina
(Amycolatopsis  meditteranei), gentamicina  (Micromonospora  sp.), abissomicina
(Verrucosispora sp.) t€m sido isolados neste grupo de procariotos (Maheshwari, et al., 2010;
Geetanjali & Jain, 2016).

Também se destacam pela capacidade em sintetizar vitaminas, substancias inibidoras
de atividade enzimatica (Taguchi et al., 1993; Pereira, 2000), enzimas (Flores et al., 1997,
Van Der Sand et al., 2014) e outros compostos biologicamente ativos (Pereira, 2000, Nithya
et al., 2012). Entre os diversos géneros de actinomicetos, destacam-se entre os principais
sintetizadores de biomoléculas comercialmente importantes, Streptomyces, Amycolatopsis,
Saccharopolyspora, Micromonospora e Actinoplanes (Solanki et al., 2008; Chaudhary et al.,
2013).

Diversas caracteristicas associadas aos actinomicetos podem esclarecer o potencial da
sua utilizagdo como agente de biocontrole, tais como a capacidade de colonizar a superficie da
planta, antibiose contra fitopatégeno e degradacao de fitotoxinas (Doumbou et al., 2001,
Euanorasetr et al., 2010; Kaur et al., 2014), parasitismo, indugdo de autolise e produgdo de
compostos toxicos ou inibidores volateis (Cardoso, 1978; Gava et al., 2002).

Embora existam poucos estudos disponiveis, o uso das actinomicetos no controle de
doengas bacterianas de plantas tem sido realizado desde o inicio do século XX, sendo os
resultados obtidos com o uso do género Streptomyces bastante satisfatorios (Moura &
Romeiro, 1999). Os representantes mais conhecidos deste grupo sdo S. griseus, S.
aureofaciens, S. rimosus ¢ S. avermetilis, que sintetizam os antibidticos estreptomicina,
clorotetraciclina, terramicina e a avermectina; respectivamente (Batista et al., 2010). Silva et
al. (1984) destaca os actinomicetos S. griseus, S. noursei, S. aureofaciens e S.
griseochromogenes pela produgdo dos fungicidas ciclohexamida, fungicidina, aureomicina e
blasticidina.

Os actinomicetos tém demonstrado elevado potencial para biocontrole de doencas de
plantas (Sahilah et al., 2010). Dentre os estudos realizados, destacam-se o controle da murcha
bacteriana em plantas de tomate causada pela bactéria gram-negativa Ralstonia solanacearum
(Moura & Romeiro, 1999; Sahilah et al., 2010), podriddo em frutos de videira pelo fungo
Botrytis cinerea (Oliveira, 2004), podridao de raiz e coroa em trigo (Coombs et al., 2004; Van
Der Sand, 2014) e mancha-foliar em milho causada pelo fungo Exserohilum turcicum (Shiomi

et al.,, 2015). O antibidtico geldanamicina, produzido no solo por S. hAygroscopicus var.
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geldanus, responde pelo controle do fungo Rhizoctonia solani, agente causal da podridao
radicular em diversas culturas (Rothrock & Gottlieb, 1984; Doumbou et al., 2001).

Além de produzir diversos antibidticos, os actinomicetos também produzem
enzimas hidroliticas como amilase, pectinase, celulase, lipase, protease, catalase e xilanase
(Ding et al., 2004, Selvam et al., 2011; Van Der Sand et al., 2014; Silva et al., 2015). As
enzimas constituem um dos grupos mais importante relacionados com a sintese de produtos
biologicos de necessidade humana (Pandey et al., 1999). De acordo com Godfrey & West
(1996), as enzimas sdo proteinas essenciais que catalisam rea¢des bioquimicas com grande
especificidade e atuam na promocao dessas reacdes, sem requerer condi¢des extremas de pH,
pressdo e temperatura. Apesar de ocorrerem em abundancia nas plantas e animais, as de
origem microbiana representam excelentes fontes em razdo da sua vasta diversidade
bioquimica e susceptibilidade & manipulacdo genética (Kirk et al., 2002).

Atualmente, as enzimas hidroliticas se destacam por causa do uso em diversos
processos industriais, sobretudo na area da biotecnologia, tais como na degradacdo de
substancias naturais, nas industrias téxtil, alimenticia, papel, detergentes e couro (Kirk et al.
2002; Oliveira et al., 2006). O amido, a celulose e o lipideo sdo substancias presentes na
matéria organica que podem ser decompostos por actinomicetos, gerando como subproduto
moléculas de facil assimilagdo por outros micro-organismos e vegetais (Moreira & Siqueira,
2006).

Os actinomicetos atuam na decomposi¢cdo da matéria organica por causa da producao
de enzimas extracelulares oriundas do metabolismo secundario (Moreira & Siqueira, 2002).
Estas enzimas tém sido empregadas em inimeros processos biotecnoldgicos, a exemplo da
sintese de compostos industriais, hidrolise de polimeros, biorremediagao de solos, dentre
outros (Rodrigues, 2006). Em razao da sua alta plasticidade, estes micro-organismos
constituem um bom alvo para a producdo desses compostos de interesse ndo apenas para o
setor agricola, mas também para as industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e de papel
(Goodfellow et al., 1988). Assim sendo, a bioprospeccao de bactérias produtoras de enzimas
se mostra como um trabalho fundamental para a busca de potenciais produtores (Luz et al.,
2016).

Entre os actinomicetos estudados, o género Streptomyces ¢ o de maior importancia
biotecnoldgica por serem responsaveis pela producdo de diversas enzimas de aplicagdo

industrial (Ding, 2004). Em razao da capacidade de degradar diversos substratos, estes micro-
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organismos possuem elevado potencial biotecnoldgico em virtude dos perfis enzimaticos
apresentados e podem ser alvo de futuros estudos na busca de novas fontes para produgao e

exportacdo de enzimas (Zimmer et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Microbiologia ¢ Bioquimica
do Solo, Fitopatologia e Biologia Molecular da Embrapa Milho e Sorgo, no municipio de Sete
Lagoas, MG, e no Laboratorio Nacional Agropecudrio de Minas Gerais, no municipio de

Pedro Leopoldo, MG.

3.1. Reativacao dos isolados

Um total de 98 isolados da Colecdo de Micro-organismos Multifuncionais e
Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS), previamente identificados como
actinomicetos com base em sua morfologia de crescimento, foram utilizados nesse estudo
(Tabela 1).

Para reativacdo dos isolados, efetuou-se a transferéncia de pequenos fragmentos da
cultura preservada em 6leo mineral estéril para placa de Petri contendo meio Agar Glicerol-
Asparagina — AGA [1 g/L de L-asparagina, 10 g/L de glicerol, 1 g/L. de KH,POy4, 15 g/L de
agar, 1 mL/L de solu¢do de micronutrientes (0,1 g de FeSO,4.7H,0; 0,1 g de MnCl,.4H,0; 0,1
g de ZnS0,4.7H,0, gsp 100 mL de dgua deionizada)] (Pridham & Lyons, 1961; Shirling &
Gottlieb, 1966), suplementado com 0,03 g/L do fungicida ciclohexamida, seguido de
incubagdo por um periodo de 14 dias a temperatura de 28 °C. O método de esgotamento por
estrias foi empregado para avaliar a pureza das culturas dos isolados de actinomicetos.

Em seguida uma coldnia isolada foi crescida em placa contendo meio AGA, conforme
descrito anteriormente, sendo uma nova aliquota congelada e outra repicada em tubo contendo
o mesmo meio de cultura, e mantido inclinado para posterior utilizacdo nas etapas de
caracterizacdo morfoldgica, molecular e bioquimica.

Os isolados fitopatogénicos de P. ananatis, identificados como CMPC 40 ¢ CMPC
105, foram cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo e
encontravam-se conservados a temperatura de — 20 °C em meio Batata Dextrose Agar — BDA
(200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g de agar, por litro) sob 6leo mineral esterilizado. Para a
ativacdo das estirpes, pequenos fragmentos da cultura de P. ananatis foram transferidos para

placa de Petri contendo meio de cultura BDA com posterior incubacao a 30 °C por 24 horas.
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Tabela 1. Relagao dos isolados de actinomicetos selecionados para estudo: origem,
ano de coleta e identificagao.

Origem Ano de coleta Identificacdo

Solo do cerrado com alto nivel 2000 ACSL1,2,8

de fosfato/Sete Lagoas

Experimento 3/Jaiba - solo 2001 AE3] 57, 64, 66, 73, 76

Solo do cerrado/Sete Lagoas 2001 ACT 64, 80, 83, 85, 86, 93, 94,
115

Solo do cerrado/Sete Lagoas 2001 Al12,16

Carrasco/Jaiba - solo 2001 ACJ 1, 17, 24, 26, 27, 29

Mata seca/Jaiba - solo 2001 AMg] 36, 39, 43, 45

Reserva legal/Jaiba -solo 2001 AR(J 48, 49, 50, 51, 52, 53, 55

Solo do cerrado/Araquis 2002 A 346, 358, 363, 364

Solo organico/Sete Lagoas 2002 A 432, 448, 449, 450, 453, 457,
465, 470

Solo do cerrado - CD/Sete 2003 A 402, 403, 404, 405, 409, 412,

Lagoas 413

Solo do cerrado- Embrapa/Sete 2004 A 474, 485, 490, 495, 505, 509,

Lagoas 517

Solo rizosférico de milho/Sete 2004 AC 7,18, 25, 27, 50, 53, 54, 64,

Lagoas 67,73,77, 82,91

Fazenda Santa Rita/ Sete 2006 ACT 627, 641, 645

Lagoas - solo

Fazenda Santa Rita/ Sete 2007 AEpFSR II 5, 29, 31, 38, 66

Lagoas - solo

Composto/Sete Lagoas 2013 K10A10, K18AI18

Composto/Papagaios 2013 KACP 15, 35

Solo do cerrado - 2014 LD 1, 3,6, 13,16, 18, 22, 23,

Embrapa/Sete Lagoas 27, 28, 39

Composto/Capim Branco 2015 ACT F1-1

3.2. Caracterizacio morfologica de actinomicetos

3.2.1 Macromorfologia

Para analise macromorfoldgica, os isolados foram submetidos ao exame macroscopico
de acordo com Shirling & Gottlieb (1966). Os isolados foram cultivados em meio AGA a 28

°C por 14 dias, em placas de Petri. Foram considerados como provaveis actinomicetos
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aqueles micro-organismos que possuiam caracteristicas como coldnia pequena, ressecada e
aderida ao agar (Hungria & Silva, 2011). A coloracdo dos micélios vegetativo (reverso da
placa) e aéreo, além da presenca de pigmentos soliveis (anverso da placa) foram avaliadas em

todos os isolados considerados provaveis actinomicetos.

3.2.2 Micromorfologia

Para a analise micromorfoldgica foi utilizada a técnica de microcultivo (Holt et al.,
1989) em cada um dos isolados previamente considerados como provaveis actinomicetos na
visualizagdo macromorfolégica. O microcultivo foi montado em placas de Petri de vidro
contendo no seu interior uma lamina de microscopio e ao seu lado um chumaco de algodao.
Cada conjunto foi embalado e esterilizado em autoclave por 30 min & 121 °C. Um cubo de
aproximadamente 1 cm® de meio de cultura AGA foi cortado e colocado sobre a lamina
contida no interior da placa. Inoculou-se o isolado com o auxilio de al¢a de platina em todos
os lados do cubo, posteriormente coberto por uma laminula esterilizada. O algodao no interior
foi umedecido com agua ultrapura esterilizada e a placa incubada em estufa por 14 dias a 28
°C. Apos o periodo de incubagdo, a laminula foi retirada e colocada sobre outra ldmina
microscopica estéril contendo uma gota de lactofenol de Amann (4cido latico, fenol
cristalizado, glicerol e dgua na proporcao de 1:1:1:1), sendo as bordas vedadas com esmalte
incolor. Ap6s o preparo, as laminas foram avaliadas quanto a presencga de cadeia de esporos e
morfologia a0 microscopio Optico Leica DFC 490 (Leica, Alemanha) em aumento de 1000X e

fotografadas.

3.3. Caracterizacio molecular de actinomicetos

3.3.1. Extracao de DNA

Os isolados caracterizados macromorfologicamente como actinomicetos foram
cultivados em placas de Pretri contendo meio AGA a 28 °C por 14 dias. Depois desse
periodo, as colonias foram removidas do meio sélido e maceradas em almofariz com auxilio
de nitrogénio liquido. Em seguida, aproximadamente 0,5 g de material pulverizado de cada

isolado foi recolhido em microtubo de 2 mL, previamente identificado. Foi adicionado 1 mL
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de solug¢do salina 0,8% (m/v), seguida de homogeneizagdo vigorosa e centrifugacdo a 14.000
rpm por 2 minutos.

O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em 567 pL. de tampao TE
pH 8,0 (10 mM Tris HCI pH 8,0 e 1 mM EDTA; pH 8,0), e posteriormente adicionados 30 pL
de SDS 10% (m/v) e 3 puL de proteinase K (20 mg/mL). As amostras foram homogeneizadas
vigorosamente e incubadas a 37 °C por 1 hora. Apos a incubagao, foram adicionados 100 pL
de NaCl 5 M em cada amostra ¢ homogeneizadas vigorosamente. Em seguida, foram
adicionados 80 pL de solucdo CTAB/NaCl 10% (m/v), sendo as amostras homogeneizadas
vigorosamente e submetidas a incubacdo por 10 minutos a 65 °C. Apos esta fase, foram
adicionados 600 pL de cloroférmio/octanol (24:1), seguido de homogeneizagao por inversao
por 5 minutos e centrifugacao a 14.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa (superior) foi
transferida para novo microtubo contendo 600 puL de cloroférmio/octanol (24:1), seguido
novamente de homogeneizagao por inversao durante 5 minutos e centrifuga¢do a 14.000 rpm
por 5 minutos.

A fase aquosa foi transferida para microtubo de 1,5 mL e acrescida de 600 pL de
1sopropanol gelado para precipitagdo do DNA. A solugdo foi incubada por 30 minutos a - 20
°C e centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
o precipitado lavado com 100 pL de etanol 70% (v/v) gelado, sendo as amostras centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em centrifuga
a vacuo por 10 minutos. Por fim, o precipitado foi ressupendido em 50 pL. de tampao TE com
RNAse (Tris-HCI 10 mM; EDTA ImM; RNase A 4 ug/mL; pH 8,0) e as amostras
armazenadas a -20 °C.

Para avaliar a qualidade, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v) durante 1 hora a 100 V em tampao TAE 1X (10 mM Tris, 20 mM acido acético e acetic
ImM EDTA pH 8,0). O gel foi corado com solu¢ao de GelRed™ (Biotium, EUA) diluida
3.300X em NaCl 0,1 M por 20 minutos. A visualizacdo das bandas de DNA foi realizada em
transiluminador sob luz ultravioleta e o gel fotografado no equipamento Gel Logic 200
(KODAK Company, Rochester, NY, USA). A quantificacdo do DNA foi realizada em
espectrofotometro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop Technologies, EUA) e as amostras diluidas

para a concentragdo de 10 ng/pL.
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3.3.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Para amplificacdo do gene 16S rRNA dos isolados de actinomicetos foram utilizados
os primers 8F e 1492R (Tabela 2). A reagdo de PCR consistiu de 2 pL. de DNA (10 ng/pL); 2
pL tampao de reacdao 10 X (Kapa Biosystems, EUA); 1,5 uL de dNTP's (2,5 mM cada); 4 uL.
de DMSO 20% (v/v); 1 uL de cada primer (10 uM); 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 5 U pL™
(Kapa Biosystems, EUA) e 8,3 uL de agua ultrapura. Todas as amplificagdes foram realizadas
em termociclador modelo Veriti™ 96-Well Thermal Cyclers (Applied Biosystems, EUA). O
programa consistiu de uma desnaturacao inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido por 30 ciclos
com 30 segundos de desnaturacao a 94 °C, 30 segundos de anelamento a 56 °C e 1 minuto e
30 segundos de extensao a 72 °C, com uma extensdo final por 10 minutos a 72 °C.
Posteriormente, 5 pL do produto da reagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% (m/v) durante 1 hora a 100 V em tampao TAE 1X corado com solugdo de Gel Red™
(Biotium, EUA) diluida 3.300X em 0,1 M NaCl por 20 minutos. Em seguida foi visualizado
sob luz ultravioleta e fotogratado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, EUA).

3.3.3 Sequenciamento de DNA

Para sequenciamento do gene 16S rRNA, 15 pL do produto da reagdo de PCR foram
purificados com a adi¢ao de 1,5 pL da enzima Exo-Sap (GE HealthCare, USA) e incubacdo a
37 °C por 30 minutos, seguido de 80 °C por 15 minutos. As reagdes de sequenciamento foram
preparadas utilizando-se 3,0 pL do DNA purificado (entre 50 a 100 ng), 0,5 uL Big Dye V3.1
(Applied Biosystems, EUA), 1,75 pL do tampao 5X (Applied Biosystems, EUA), 1 uL de
primer (10 uM) e 3,75 pL de agua ultrapura. As reagdes foram incubadas em termociclador a
96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos, repetidos por 30 vezes.
Nessa etapa, foram utilizados os primers 8F e 1492R, além dos oligonucleotideos internos
515F e 902R, descritos na Tabela 2.

As reagdes de sequenciamento foram purificadas pela adicdo de 5 pL de EDTA 125
mM e 60 pL de etanol absoluto, homogeneizadas e dispostas no escuro a temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 45
minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionados 60 pL de etanol 70% (v/v), sendo as

amostras novamente centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
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descartado e as amostras centrifugadas invertidas até 300 rpm com aceleracdo e desaceleragao
igual a 1. Apos serem centrifugadas, foram dispostas para secagem em estufa a 65 °C por 3
minutos. As amostras foram ressuspendidas em 10 pL de formamida HI-DI (Applied
Biosystems, EUA), desnaturadas no termociclador a 95 °C por 5 minutos ¢ mantidas no gelo
até a injecdo no sequenciador.

As amostras foram analisadas no sequenciador modelo ABI PRISM 3500xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, EUA), e as sequéncias de nucleotideos alinhadas com o
programa Sequencher 4.1 para geracdo da sequéncia consenso de cada isolado. Para
identificacdio molecular dos isolados, as sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) por meio do algoritmo

BLAST N (Altschul et al., 1997).

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento do
gene 16S rRNA.

Primer Sequéncia (5°-3’) Referéncia

8F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG Turner et al., 1999

1492R GGT TAC CTT GTTACGACTT Turner et al., 1999

515F GTG CCA GCM GCC GCG GTA A Turner et al., 1999

902R GTC AATTCITTT GAG TTT YAR YC Hodkinson & Lutzoni, 2009

Y: representa as bases nitrogenadas Citosina ou Timina.

M: representa as bases nitrogenadas Adenina ou Citosina.

R: representa as bases nitrogenadas Adenina ou Guanina.

I: representa a base inosina, podendo parear com qualquer nucleotideo.

3.3.4. Analise filogenética

A analise filogenética foi realizada a partir das sequéncias da regidao do 16S rRNA
pelo método de neighbour-joining, utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter com
1000 bootstraps, com o programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Foram utilizadas
sequéncias de “isolados tipo” provenientes de colegdes de culturas internacionais para
comparag¢do, sendo a espécie Bacillus lentus utilizada como outgroup - codigo NCIMB 8773

e acesso GenBank AB(02118&9.
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3.4. Caracterizacio enzimatica de actinomicetos

Os isolados caracterizados molecularmente como actinomicetos foram avaliados
quanto a capacidade de produg¢do das enzimas amilase, celulase e lipase por testes de

atividade enzimatica em meio sélido.

3.4.1 Producao de amilase

A producdo de amilase foi testada conforme descrito por Coon et al. (1957), com
alteracdo da concentracdo de amido para 6,6 g/L. Os isolados de actinomicetos foram
inoculados na forma de spots e em triplicata no meio de cultura 4gar amido (6,6 g/L de amido
soluvel, 0,5 g/L de cloreto de sddio, 3 g/L de extrato de carne, 1 g/L de peptona caseina, 15
g/L de agar; pH 7,0). As culturas foram incubadas a 28 °C por 10 dias, sendo adicionados 10
mL de solugdo diluida de lugol (5 g/L de iodo, 10 g/LL de iodeto de potassio) em cada placa. A
producao da enzima amilase foi detectada pela descoloragao do meio, com formacao de zona
amarela clara em torno da coldnia, em contraste com a coloragao azul resultante da reagao do

amido com o iodo.

3.4.2 Producio de celulase

A producdo de celulase foi avaliada utilizando meio de cultura suplementado com
carboximetilcelulose (CMC) como unica fonte de carbono (3 g/L de NaNOs, 1 g/L de
K,;HPOy, 0,5 g/l de MgS0Os, 0,5 g/L de KCI, 10 mg/L de FeSO4.7H,0, 10 g/L de CMC, 15
g/L de agar; pH 7,0), conforme Lewis (1988). Os isolados de actinomicetos foram inoculados
nesse meio na forma de spots, em triplicata e incubados a 28 °C por 10 dias. Apds a
incubac¢do, foram adicionados 10 mL de solu¢do de vermelho congo a 0,5% (m/v) em cada
placa, deixando-se agir por 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, o excesso
da solucao foi descartado e 10 mL de solugao de NaCl 1 M foram adicionados, deixando-se
agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. A produ¢do da enzima celulase foi detectada
pela descoloragdo do meio, formando uma zona alaranjada em torno da colonia, em contraste

com a coloragdo vermelha resultante da reagcdo da celulose com o corante vermelho congo.
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3.4.3 Producio de lipase

A produgao de lipase foi testada de acordo com Savitha et al. (2007) utilizando meio
de cultura com a seguinte composicao: 5 g/L peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 4 g/LL de
cloreto de sodio, 15 g/L de agar, 31,25 mL/L de 6leo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B; pH
7,0. Os isolados de actinomicetos foram inoculados nesse meio na forma de spots, em
triplicata e incubados a 28 °C por 72 horas. Apos o periodo de incubagdo, as culturas foram
expostas a radiacao ultravioleta para observar a formagao de halos de coloragdao azul em torno

das coldnias, que ¢ o parametro indicativo da presenca da enzima lipase (Colen, 2006).

3.4.4 indice enzimatico

Além da analise qualitativa, as atividades hidroliticas das enzimas amilase, celulase e
lipase foram estimadas semiquantitativamente através do indice enzimatico (IE) conforme a
seguinte equacdo: IE = DH/DC, sendo DH o didmetro em mm do halo de hidrolise e DC o
diametro em mm da colonia dos actinomicetos (Stamford et al., 1998; Silva et al., 2015). Os
diametros das coldnias e halos de hidrélise foram medidos com paquimetro (mm) posicionado

no reverso das placas de Petri.

3.5. Antibiograma

O teste in vitro para testar a sensibilidade ou resisténcia da bactéria P. ananatis a
agentes antimicrobianos foi realizado conforme o método Kirby-Bauer de difusdo a partir de
disco de papel de filtro disposto na superficie do meio de cultura (Bauer et al., 1966), segundo
a padronizacao do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1990).
Os discos contendo antibidtico (CECON, Brasil) tiveram a sua qualidade controlada com as
seguintes cepas bacterianas padronizadas: Staphylococcus aureus - ATCC 25923, Escherichia
coli - ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 e Enterococcus faecalis -
ATCC 33186 (Martinez et al., 1996).

Inicialmente, duas estirpes fitopatogénicas de P. ananatis, identificadas como CMPC
40 e CMPC 105, foram inoculadas em meio liquido TSB (17 g/L de peptona de caseina, 3 g/L
de peptona de soja, 2,5 g/L de glicose, 5 g/L de cloreto de sédio, 2,5 g/L de fosfato
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dipotassico) e incubadas a 30 °C por 24 horas, com agitagdo constante de 150 rpm. Em
seguida, os micro-organismos foram repicados por esgotamento em meio de cultura BDA e
novamente incubados a 30 °C por 24 horas. Coldnias das estirpes CMPC 40 e CMPC 105
foram selecionadas ap0s essa tltima etapa de incubacgao e transferidas para tubos com solugao
salina 0,85% (m/v) esterilizada. Os indculos foram ressuspendidos e ajustados até atingirem a
turvagdo correspondente a escala 0,5 MacFarland. A escala de McFarland representa
concentracoes especificas de CFU/mL e foi projetada para estimar concentragdes de bactérias
Gram-negativas sendo seus padrdes rotulados de 0,5 a 10 (Sutton, 2006).

Posteriormente, o contetido das solugdes foi espalhado em toda a superficie das placas
de Petri contendo meio de cultura BDA com o auxilio de swabs esterilizados. Os discos
contendo antibidtico foram dispostos em posicdes pré-determinadas e equidistantes sobre a
superficie do meio semeado, sendo as placas incubadas a 30 °C por 48 horas. Ap6s o periodo
de incubagao, realizou-se a leitura da atividade antimicrobiana que consistiu na mensuragao
dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento dos micro-organismos expostos aos
antimicrobianos. Adotou-se o didmetro do halo de inibi¢do convencionado por Matsura

(2004) para classificagdao do grau de atividade antimicrobiana, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Classificagdo do grau de atividade antimicrobiana em func¢ao do didmetro dos halos
de inibi¢ao obtidos nos ensaios de atividade biologica.

Grau de atividade antimicrobiana Diametro dos halos de inibi¢do (mm)
Ausente 0

Baixa 7-10

Moderada 11-14

Alta >14

3.6. Avaliacao da atividade antibacteriana dos isolados de actinomicetos frente a P.

ananatis

3.6.1 Selecao primaria dos isolados de actinomicetos em meio sélido

Para o teste de atividade antimicrobiana, 5 pL. de suspensdo de propagulos dos
isolados de actinomicetos foram depositados equidistantemente nas placas de Petri contendo
meio AGA e incubadas por 14 dias a 28 °C. Apos o periodo de incubagdo, as placas de Petri

foram tratadas com e sem irradiag¢do ultravioleta (UV) durante 15 minutos para a inativagao
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dos actinomicetos e avaliagdo da atividade antimicrobiana dos micro-organismos e
metabolitos secundarios difundidos no meio sélido quando expostos ou nao a irradiagcao UV.
Posteriormente, as colonias foram recobertas por uma aliquota de 5 mL de meio semi-sélido
de caldo triptona de soja - TSB (17 g/L de peptona de caseina, 3 g/L. de peptona de soja,
2,5 g/L de glicose, 5 g/L. de cloreto de sddio, 2,5 g/L. de fosfato dipotéssico e 3 g/L de agar)
contendo células de P. ananatis conforme método de sobrecamada (Williams, et al., 1983),
sendo incubadas por 48 horas a 28 °C.

Passado o periodo de incubagdo, observou-se a produ¢do ou ndo de zonas de inibigdo
indicativas da atividade antimicrobiana. Foi considerado como zona de inibi¢do qualquer halo
produzido indiferente do seu didmetro, sendo os mesmos medidos com auxilio de paquimetro
(mm) posicionado no reverso das placas de Petri. Os isolados de actinomicetos com atividade
antimicrobiana considerada moderada e alta (Tabela 3) para as duas estirpes de P. ananatis
foram selecionados para os testes de selecdo secundaria da atividade antimicrobiana que

consistiu na avaliagao de metabolitos em meio liquido.

3.6.2 Selecao secundaria dos isolados de actinomicetos em meio liquido

Para avaliagdo de compostos antimicrobianos, os isolados de actinomicetos
selecionados na selecdo primaria foram inoculados separadamente em dois meios de cultura:
ISP-2 (4 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de extrato de malte, 4 g/L glicose e pH 7,2) e M1
(10 g/L de glicose, 10 g/L de farinha de soja, 5 g/L de cloreto de sodio, 1 g/L carbonato de
calcio; pH 7,0) (Shirling & Gottlieb, 1966). Inicialmente, os actinomicetos selecionados
foram pré-inoculados em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido ISP-2. Os
frascos foram mantidos sob agitacdo constante de 180 rpm, a 28 °C por 48 horas. Apos esse
periodo, uma aliquota de 2 mL de suspensdo de cada isolado selecionado foi transferida para
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos meios liquidos ISP-2 ou M1.

A fermentacao foi mantida em agitacao constante de 180 rpm por 24, 48, 72, 96 ¢ 120
horas a 28 °C para ambos os meios liquidos. A cada 24 horas de cultivo, o0 meio fermentado
foi centrifugado a 4.000 rpm durante 15 minutos para separagdo da massa celular. O
sobrenadante foi transferido para um tubo conico de 50 mL e mantido em ultrafreezer a - 80
°C. A partir deste sobrenadante foram selecionados, através do método de difusdo de disco

(Bauer et al., 1966), os tempos e respectivos meios liquidos que apresentaram formacao de
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zonas de inibi¢do indicativas de antibiose. Para isso, discos de papel de 6 mm de didmetro
foram umedecidos com 20 puL do sobrenadante e transferidos para placas cobertas com as
estirpes fitopatogénicas de P. ananatis que foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Passado o
periodo de incubagdo, avaliou-se a produgdo ou ndo de zonas de inibi¢do, sendo considerado
como zona de inibi¢do qualquer halo produzido, indiferente do seu diametro.

Determinado o meio fermentativo e o periodo de incubacao onde foi detectada maior
atividade antimicrobiana, o meio de cultura contendo metabolitos foi liofilizado e

ressuspendido em 5 mL de 4gua ultrapura estéril.

3.6.3 Analise de agentes microbianos produzidos por isolados de actinomicetos

3.6.3.1 Extracao com acido tricloroacético (TCA)

Para determinar os potenciais agentes antimicrobianos existentes nas amostras
selecionadas na etapa anterior, foi realizada a extragao com acido tricloroacético (TCA). Para
i1sso, uma aliquota de 1 mL de cada amostra foi transferida para um tubo cénico de 15 mL
contendo 9 mL de solucdo aquosa de TCA 5% (v/v). A mistura foi submetida a agitagdo em
agitador mecanico horizontal (250 ciclos/min) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da mistura
foram transferidos para microtubos e centrifugados a 14.000 rpm por 12 minutos a 4 °C. Os
extratos foram filtrados em membrana de nylon com poro de 0,22 um e didmetro de 13 mm
em frascos de vidro para injetor automatico e analisados por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM/EM) com fonte de ionizagdo

eletrospray (ESI em modo positivo).

3.6.3.2 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

O sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia utilizado foi composto por
bomba binaria com injetor automatico acoplado a espectrometro de massas triplo quadrupolo
com fonte ESI, sistema RRLC 1200 (Agilent Techonologies, EUA) e sistema API 5000
(Applied Biosystems, EUA), sendo aquisi¢io de dados realizada pelo software Analyst®
versao 1.5.1 (Agilent Techonologies, EUA).
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As andlises dos extratos foram realizadas de acordo com as seguintes condicdes
cromatograficas: coluna Zorbax Eclipse XDB C18, 50 x 4,6 mm, 1,8 um; volume de injecdo
de 10 pL; temperatura da coluna de 35 °C; fase movel A — 0,2% (v/v) de éacido
heptafluorobutirico em 4gua deionizada; fase movel B — acetronitrila; fluxo de 0,6 mL/min e
sistema gradiente (tempo inicial — 90% A; 2,0 min — 50% A; 2,5 min — 50 % A; 3,0 min —
90% A e 6 min — 90% A). As condi¢des utilizadas na espectrometria de massas foram: modo
de ionizagdo eletrospray +, temperatura da fonte de 650 °C, ion spray voltage (IS) de 5500 V,
collision gas (CAD) 6, curtain gas (CUR) 20, ion source gas 1 (GS1) 50 e ion source gas 2
(GS2) 50.

Os analitos pesquisados foram do grupo dos aminoglicosideos (espectinomicina,
estreptomicina, dihidroestreptomicina, amicacina, higromicina, apramicina, gentamicina,
neomicina, tobramicina, canamicina), das tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina,

clortetraciclina e doxiciclina) e das fluorquinolonas (ciprofloxacina e enrofloxacina).

3.7. Analise estatistica

Todos os ensaios foram dispostos segundo o delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticdes por amostra. Os ensaios de antibiograma foram analisados segundo
esquema fatorial 2 x 25, sendo duas estirpes de P. ananatis € 25 antibioticos. Os ensaios de
eficiéncia da atividade antibacteriana dos isolados de actinomicetos contra duas estirpes da
bactéria P. ananatis foram analisados segundo esquema fatorial 2 x 69, sendo duas estirpes de
P. ananatis e 69 isolados de actinomicetos. Os ensaios de avaliagdo temporal da atividade
antibacteriana nos liquidos metabolitos dos isolados de actinomicetos foram analisados
segundo esquema fatorial 2 x 3 x 5, sendo dois meios de cultivo, trés isolados de
actinomicetos e 5 tempos de incubagdo. Os resultados de cada ensaio foram analisados
individualmente e, quando ocorreram diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05), os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott para os ensaios de antibiograma e eficiéncia da atividade antibacteriana dos isolados de
actinomicetos contra duas estirpes da bactéria P. ananatis e pelo teste de Tukey para os
ensaios de avaliagdo temporal da atividade antibacteriana nos liquidos metabolitos, a 5% de

probabilidade, por meio do programa SISVAR® 5.3 (Ferreira, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio morfologica de actinomicetos

A avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos 98 isolados indicou que apenas 69
foram identificados como actinomicetos apods cuidadosa andlise macroscopica. Entre as
caracteristicas observadas neste estudo, encontra-se a produgdo de micélio, o que
proporcionou uma aparéncia pulverulenta e crescimento radial, permitindo a diferenciacao das
demais bactérias. Este grupo de micro-organismos apresenta ampla diversidade morfoldgica,
sendo seu crescimento caracterizado pela presenca de hifas ramificadas formando um extenso
micélio vegetativo e de um micélio aéreo altamente diferenciado com posterior formagdo de
esporos (Willey et al., 2006; Ventura et al., 2007; Flirdh & Buttner, 2009). Tais
caracteristicas também foram relatadas por Fischer et al. (2003) em estudo de caracterizagdo
morfoldgica e cultural de Streptomyces spp. isolados da batata (Solanum tuberosum L.). De
acordo com Williams et al. (1989), a distingdo entre o género Streptomyces e outros
actinomicetos pode ser realizada através da caracterizagao morfologica. Os micro-organismos
pertencentes ao género Streptomyces possuem crescimento relativamente mais lento que
outras bactérias e o micélio vegetativo pode apresentar uma variedade de cores (Euanorasetr
et al., 2010).

Nesse estudo, todas as morfoespécies produziram micélio vegetativo no meio AGA,
com variagdo evidente na coloragdo e desenvolvimento dos micélios e liberagao de pigmentos
(Figura 1). A liberagdo de pigmentos soliveis em meio AGA foi detectada em 50,7% (35) dos
isolados caracterizados como actinomicetos. As colora¢des dos pigmentos liberados variaram
de amarelo (28,6%), marrom claro (40,0%), marrom escuro (28,6%) a preto (2,8%). Os
actinomicetos sao notavelmente produtores de uma gama de pigmentos especificos, oriundos
do metabolismo secundario, que exibem varias atividades bioldgicas, além de citotoxidade
(Margalith, 1992; Duran et al., 2002). Tais pigmentos sdo comumente sintetizados a partir de
melaninas, carotendides, flavina e fenazina (Margalith, 1992).

Os isolados de actinomicetos apresentaram alta diversidade em relagdo as
caracteristicas macromorfologicas (Tabela 4). Rahman et al. (2011) avaliaram a atividade
antibacteriana de actinomicetos isolados de solos da India e observaram que tons variados de

cinza predominaram entre as estirpes, seguido dos tons de marrom, branco, laranja e
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vermelho. Esses autores também observaram que a composicdo dos nutrientes utilizados em
cada meio de cultura influenciou a coloragdao do micélio aéreo, enquanto que o local de

1solamento do micro-organismo ndo apresentou nenhuma influéncia nesse fenétipo.

Figura 1 — Caracteristicas macromorfologicas e culturais dos isolados representativos de
actinomicetos apds cultivo em meio AGA por 14 dias a 28 °C. Al a F1: imagem do anverso
da placa (micélio aéreo e pigmento); A2 a F2: imagem do verso da placa (micélio vegetativo).
(A) AEpFSRII 5; (B) A 346; (C) ACJ 26; (D) ACSL 8; (E) KACP 35; (F) AEpFSRII 31.

As caracteristicas micromorfologicas dos actinomicetos, previamente identificados na
macromorfologia, foram determinadas apds observagdo das laminas preparadas com
lactofenol de Amann (Tabela 4). A micromorfologia revelou diferenciacdo na estrutura
morfoldgica das cadeias de esporos, sendo 10,2% reta (Figura 2A), 29,0% retinaculum-
apertum (Figura 2B), 27,5% espiral (Figura 2C) e 33,3% flexivel (Figura 2D). De acordo com
Williams et al. (1989), a caracterizagdo microscopica do género Streptomyces pode ser
realizada através da microscopia do micélio aéreo, que forma cadeia de esporos que podem

ser retos, flexuosos, em forma de espirais com uma ou duas voltas ou longos espirais.
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Tabela 4. Caracteristicas morfologicas dos isolados de actinomicetos obtidos de amostras de solo e sistema de compostagem pertencentes a
Cole¢ao de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatégenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF- MS).

Caracteristicas macromorfologicas

Caracteristicas micromorfologicas

Micélio aéreo Micélio Pigmentos Tipo da cadeia de esporos
Isolado vegetativo

Borda Centro Uniforme
AS517 Bege Bege - Reta
ARpJ 53 Branco Creme - Retinaculum-apertum
ACSL 2 Amarelo Creme Creme - Espiral
LD 16 Branco Bege Creme - Espiral
A 364 Cinza Marrom escuro - Flexivel
ACT 83 Creme Creme Amarelo Retinaculum-apertum
LD 13 Marrom escuro Marrom escuro - Retinaculum-apertum
ACT 80 Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta
ACT 115 Branco Marrom claro Marrom claro  Espiral
A 363 Branco Bege Creme - Espiral
AEpFSRII 31 Marrom claro Marrom escuro Marrom escuro Marrom claro  Flexivel
AEpFSRII 38 Cinza Branco Bege - Flexivel
LD 27 Cinza Bege Marrom claro  Retinaculum-apertum
A 470 Cinza Marrom claro Marrom - Flexivel
ACJ 1 Branco Bege Branco - Retinaculum-apertum
A 450 Creme Creme Amarelo Flexivel
ACJ 17 Rosa Branco Bege/Rosa - Espiral
AR1J 49 Branco Cinza Marrom - Retinaculum-apertum
ACSL 1 Cinza Amarelo Bege - Retinaculum-apertum
A 404 Amarelo Creme Creme - Espiral
LD 18 Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta
A 448 Branco Bege Marrom claro  Espiral

(-) pigmento ausente.

27



Tabela 4. Continuagao.

Caracteristicas macromorfologicas

Caracteristicas micromorfolégicas

Micélio aéreo Micélio Pigmentos Tipo da cadeia de esporos
Isolado vegetativo

Borda Centro Uniforme
A 346 Amarelo ocre  Amarelo ocre - Reta
AMgl 45 Marrom claro ~ Marrom claro Marrom claro  Espiral
AE3J 76 Branco Marrom escuro Amarelo Flexivel
KACP 35 Cinza claro Cinza escuro Marrom escuro Marrom escuro Reta
A 16 Creme Creme - Reta
A 453 Branco Bege Creme - Espiral
ACT 641 Bege Marrom claro Marrom claro  Retinaculum-apertum
LD 1 Branco Preto Preto Retinaculum-apertum
A 432 Cinza Marrom escuro Marrom Marrom claro  Espiral
AEpFSRII 5 Cinza Marrom claro - Espiral
Al2 Marrom claro ~ Marrom escuro Marrom claro  Flexivel
A 485 Marrom claro Marrom escuro Marrom Marrom escuro  Retinaculum-apertum
AE;] 66 Branco Bege Creme - Espiral
ACT 93 Marrom/roxo Cinza escuro Marrom escuro - Retinaculum-apertum
ACJ 29 Branco Bege Creme - Espiral
ARpJ 51 Marrom claro ~ Marrom claro Amarelo Retinaculum-apertum
AEpFSRII 29 Marrom escuro Marrom escuro Marrom claro  Retinaculum-apertum
AMgJ 43 Marrom claro Marrom escuro Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum
ARJ 48 Marrom Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum
LD 23 Cinza Branco Marrom claro Marrom claro  Flexivel
ARLJ 52 Branco Marrom claro Marrom claro Marrom claro  Flexivel
ACSL 8 Branco Bege Bege - Flexivel
AMgJ 36 Marrom claro Marrom escuro Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum

(-) pigmento ausente.
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Tabela 4. Continuagao.

Caracteristicas macromorfologicas

Caracteristicas micromorfologicas

Isolado Micélio aéreo Micélio vegetativo Pigmentos Tipo da cadeia de esporos
Borda Centro Uniforme

LD 6 Marrom escuro ~ Marrom escuro - Retinaculum-apertum

A 490 Branco Amarelo Creme - Flexivel

ACJ 26 Branco Amarelo ocre Amarelo Espiral

A 495 Cinza Amarelo Bege - Flexivel

A 509 Cinza Bege Branco - Retinaculum-apertum

A 457 Bege Bege - Flexivel

A 449 Branco Marrom escuro Amarelo Flexivel

ACT 85 Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta

AEpFSRII 66 Branco Cinza Marrom claro Marrom escuro Flexivel

ACT F1-1 Creme Creme - Flexivel

LD 22 Branco Marrom escuro Amarelo Flexivel

AC 64 Marrom claro Marrom claro Amarelo Retinaculum-apertum

AC 25 Creme Marrom claro - Flexivel

AC 82 Bege Bege - Espiral

AC 53 Bege Bege - Espiral

AC 54 Amarelo ocre Amarelo ocre - Flexivel

AC7 Branco Bege Creme - Espiral

ACO91 Branco Marrom escuro Amarelo Flexivel

AC 67 Cinza Marrom Marrom escuro Marrom claro  Flexivel

AC 27 Creme Creme - Espiral

AC 18 Creme Creme Amarelo Retinaculum-apertum

AC 77 Marrom claro Marrom claro Marrom claro  Flexivel

AC 50 Marrom Marrom Marrom escuro Flexivel

ACT 64 Bege Bege Marrom claro ~ Espiral

(-) pigmento ausente.
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Figura 2 — Caracteristicas micromorfologicas da cadeia de esporos dos isolados
representativos de actinomicetos apos cultivo em meio AGA por 14 dias a 28 °C. (A)

cadeia reta; (B) cadeia retinaculum-apertum; (C) cadeia em espiral; (D) cadeia
flexivel. Aumento de 1000 X.

4.2. Caracterizacio molecular de actinomicetos

As andlises moleculares permitiram a identificacio dos isolados a partir do
sequenciamento de DNA da regido 16S rRNA, com valores de similaridade entre 98 e 100%
em relacdo as sequéncias depositadas no Genbank (Tabela 5) e E-value igual a 0. Todas as 69
estirpes previamente caracterizadas morfologicamente como actinomicetos pertenceram ao
Filo Actinobacteria, sendo 82,6% do género Streptomyces, 10,1% do género Amycolatopsis e
7,3% do género Kitasatospora.

Em um estudo que avaliou a distribui¢do de actinomicetos em diferentes tipos de solo
do Japdo, Suzuki ef al. (1994) afirmaram que mais de 50% dos isolados identificados foram
representados pelo género Streptomyces. Resultados semelhantes foram observados entre os
isolados de amostras de solo de uma area florestal na Taildndia (Chanthasena & Nantapong,
2016). Ogunmwonyi et al. (2010) reportaram que entre os actinomicetos marinhos cultivaveis
isolados da Africa do Sul, a maioria pertenceu ao género Streptomyces. Num estudo sobre a
diversidade destes micro-organismos em solo da China, Xu et al. (1996) relatam que o género
Streptomyces desempenha importantes fungdes ecoldgicas sendo representativo em mais de

90% dentre o total dos actinomicetos.
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Tabela 5. Identificacdo molecular dos isolados de actinomicetos a partir do sequenciamento
de DNA do gene 16S rRNA.

Isolado Codigo de acesso  Espécies Similaridade
do GenBank (%)
A 517 AB184738 Streptomyces phaeochromogenes 98
ARJ 53 AB915216 S. cyslabdanicus 99
ACSL 2 AB184839 S. chartreusis 99
LD 16 X79852 S. galbus 99
A 364 AY613990 Kitasatospora viridis 99
ACT 83 NRO41161 S. longwoodensis 99
LD 13 AJ391820 S. hygroscopicus 100
ACT 80 AB184738 S. phaeochromogenes 98
ACT 115 NR112375 S. thioluteus 99
A 363 X79852 S. galbus 99
AEpFSR I1 31  DQ026666 S. phaeopurpureus 99
AEpFSR I1 38  AB184383 S. rishiriensis 99
LD 27 NR041098 S. corchorusii 99
A 470 AB184233 S. pseudovenezuelae 100
ACJ 1 NRO041156 S. ossamyceticus 100
A 450 HQ651730 Amycolatopsis bullii 98
ACJ 17 NRO043164 S. bangladeshensis 99
ARJ 49 KF779477 A. rhabdoformis 100
ACSL 1 KC560729 S. seymenliensis 99
A 404 AB184839 S. chartreusis 100
LD 18 AB184738 S. phaeochromogenes 98
A 448 KP718602 S. sioyaensis 99
A 346 GU367154 S. endophyticus 99
AMg]J 45 EF626595 S. curacoi 99
AE3]J 76 NR025149 S. yunnanensis 99
KACP 35 FR692106 S. laculatispora 99
A 16 AJ781364 S. purpeofuscus 99
A 453 X79852 S. galbus 99
ACT 641 AB562508 S. lannensis 100
LD 1 AB184152 S. massasporeus 99
A 432 AB184357 S. novaecaesareae 99
AEpFSR II 5 AY094370 S. olivochromogenes 99
Al2 DQ026645 K. atroaurantiaca 99
A 485 AB184554 S. psammoticus 100
AE3J 66 X79852 S. galbus 99
ACT 93 AB248535 A. echigonensis 99
ACJ 29 X79852 S. galbus 99
AR{J 51 AB184209 S. griseoruber 100
AEpFSR 1129  D63862 S. scabiei 99
AMgJ 43 AB184554 S. psammoticus 99
AR]J 48 AB562507 S. chiangmaiensis 100
LD 23 AB184553 S. indiaensis 100
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Tabela 5. Continuacao.

Isolado Codigo de acesso  Espécies Similaridade
do GenBank (%)
ARJ 52 JQ307192 S. yaanensis 100
ACSL 8 NRO041412 S. sporocinereus 100
AMgJ 36 AB184554 S. psammoticus 100
LD 6 AJ391820 S. hygroscopicus 100
A 490 AY183357 A. kentuckyensis 100
ACJ 26 AB045877 S. capoamus 99
A 495 AY183358 A. lexingtonensis 99
A 509 HE577172 S. deserti 99
A 457 AY183356 A. pretoriensis 99
A 449 NRO025149 S. yunnanensis 99
ACT 85 KP718602 S. phaeochromogenes 99
AEpFSR I1 66  EU841659 S. sioyaensis 99
ACT F1-1 NR025149 S. variabilis 100
LD 22 AB184209 S. yunnanensis 99
AC 64 AY083603 S. griseoruber 99
AC 25 U93328 A. rifamycinica 99
AC 82 U93328 K. paracochleata 99
AC 53 HQ267987 K. paracochleata 99
AC 54 X79852 S. sasae 99
AC 7 NR025149 S. galbus 99
AC 91 DQ026666 S. yunnanensis 99
AC 67 Y15507 S. phaeopurpureus 100
AC 27 NR041161 S. lydicus 99
AC 18 U93330 S. longwoodensis 99
AC 77 NR112362 K. phosalacinea 99
AC 50 AB500703 S. sampsonii 99
ACT 64 KP718602 S. coacervatus 99

Os actinomicetos atuam na decomposi¢do de materiais organicos no solo, incluindo
lignina e outros polimeros recalcitrantes e degradam residuos agricolas e urbanos (Heuer et
al., 1997). Em Streptomyces e outros géneros de actinomicetos, a degradacdo da lignina em
sistemas de compostagem acontece durante o crescimento primario e subentende-se ser o
resultado do metabolismo primario (Ramachandra et al., 1998). Apesar do género
Streptomyces ser aquele mais comumente encontrado nos solos (Basilio et al., 2003), novos
mecanismos para o isolamento de actinomicetos com o uso de meios seletivos demonstraram
que outros géneros também sao importantes, capazes de produzir metabolitos secundarios de

interesse (O'Donnell, 1988; Sémedo et al., 2001).
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Caracterizando actinomicetos isolados de solo tropical brasileiro, Sémedo et al. (2001)
conseguiram diferenciar isolados do género Streptomyces daqueles pertencentes ao género
Amycolatopsis por meio de técnicas cromatograficas para detec¢ao do dcido diaminopimélico
(DAP). Omura et al. (1982) propuseram o género Kitasatospora para estirpes de
actinomicetos que eram morfologicamente e culturalmente semelhantes ao género
Streptomyces, mas que possuiam parede celular constituida por LL-DAP, Meso-DAP glicina
e galactose. No trabalho realizado sobre a diversidade filogenética de actinomicetos acidofilos
da Malésia, Muramatsu et al. (2011) identificaram um isolado do género Kitasatospora obtido
de matéria orgénica existente sobre o solo acido. Chung et al. (1999) isolaram, a partir de uma
amostra de solo da Coréia, um actinomiceto identificado como K. cheerisanensis, capaz de
produzir um agente antiflingico inibitério do crescimento micelial de varios importantes
fitopatogenos, tais como: Botrytis cinerea, Colletotrichum lagenarium, Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum.

A anadlise fenotipica de micro-organismo fundamenta-se na caracterizagao morfologica
e/ou bioquimica com identificagdo até o nivel de género, podendo ocorrer, em poucos casos,
até o nivel de espécie. Contudo, as técnicas moleculares contribuem na diferenciacdo dos
grupos de micro-organismos, fornecendo informacgdes diretas do DNA do individuo. Desse
modo, a biologia molecular tem sido utilizada para diferenciar e caracterizar
filogeneticamente os micro-organismos de interesse (Stringari, 2004).

Dessa forma, foi realizada a andlise filogenética dos isolados a partir das sequéncias
do gene 16S rRNA, com um total de 49 taxons, construida por meio do método de neigbour-
joining utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter e teste de bootstrap com 1.000
replicatas. Foram observados trés clados distintos e bem suportados com “isolados tipo” das
espécies de actinomicetos dos géneros Streptomyces (A), Kitasatospora (B) e Amycolatopsis
(C), confirmando a identificagdo obtida pelo BLAST N (Figura 3). Em geral, as sequéncias
dos isolados que foram relacionadas as “espécies tipo” ficaram agrupadas, confirmando sua
identidade e separacdo taxondmica em relacdo aos outros grupos. Diante dos resultados,
percebe-se que a separagdo entre as espécies estd bem delimitada e com predominancia do
género Streptomyces sob os demais. A maioria dos ramos ficou bem suportada com um valor

de bootstrap acima de 70%.
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Figura 3. Arvore filogenética,
gerada a partir do sequenciamento
do gene 16S rRNA derivada do
método de neigbour-joining
utilizando o modelo evolutivo
Tamura 3 parameter e teste de
bootstrap com 1000 replicatas. A
espécie Bacillus lentus AB021189
foi usada como outgroup. Terminais
marcados com um T representam
sequéncias obtidas de “espécies
tipo”.

L Bacillus lentus T

AC; o3
a5 Amveolatopsis rthabdotormis 1
ARIT 40
Annyeolatopsis bulli T
A 50
Amycolatopsis rifamycinica T
AC 25
Amvyeolatopsis Lentnekvensis 1 C
A 490

Amycolatopsis preforiensis [
Amnvcolatopsis lexmotonensis 1

0.02



As sequéncias dos isolados de actinomicetos A495 e A457, identificados no BLAST N
como A. lexingtonensis € A. pretoriensis, respectivamente, nao se alinharam com as
respectivas “espécies tipo”, porém foram agrupados no clado de Amycolatopsis, suportados
por um bootstrap de 100% (Figura 3). As divergéncias entre os alinhamentos destas
sequéncias e das sequéncias do género Amycolatopsis depositadas no GenBank evidenciam,
aparentemente, se tratar de espécies ainda nao descritas.

Dois isolados identificados como S. purpeofuscus e S.psammoticus foram alinhados
com as “espécies tipo” do GenBank, porém agruparam no clado do género Kitasatospora. De
acordo com Wellington et al. (1992) e Ochi & Hiranuma (1994), os géneros Streptomyces e
Kitasatospora sao intimamente relacionados filogeneticamente e se diferem pela presenca de
LL isémeros de acido diaminopimélico presentes tanto no esporo aéreo € submerso e micélio
vegetativo nos membros do género Streptomyces enquanto que no género Kitasatospora o LL
isdmeros de acido diaminopimélico encontram-se apenas no esporo aéreo € submerso € meso
isomeros de 4cido diaminopimélico (meso-DAP) constituem o micélio vegetativo (Omura et
al., 1982; Takahashi et al., 1984; Zhang et al., 1997, Takahashi, 2017). Zhang et al. (1997)
também relataram que a formagdo de esporos em meio de cultura liquido e a resisténcia a
fagos polivalentes de Streptomyces sdo caracteristicas que permitem a distingdo entre estes

dois géneros.

4.3. Caracterizaciao enzimatica de actinomicetos

4.3.1. Deteccao da atividade amilolitica

A eficiéncia da atividade amilolitica foi determinada pela formacdo de halo amarelo ao
redor da colonia, indicando a producdo de amilase (Figura 4). De acordo com Lajolo &
Menezes (2006), o amido encontra-se amplamente distribuido em varias espécies vegetais,
sendo os seus principais constituintes a amilose e amilopectina. A amilase (EC 3.2.1.1),
enzima que catalisa a hidrolise da molécula de amido, encontra-se entre as classes mais
relevantes das enzimas sendo de grande importancia para os processos biotecnologicos atuais,
por causa da sua ampla aplicagdo industrial (Pandey et al., 2000).

Do total de 69 isolados, 16 (23,2%) ndo foram capazes de formar halo, indicando que

os micro-organismos nao foram capazes de produzir amilase nas condigdes avaliadas. O

35



indice enzimatico (IE) variou significativamente (p < 0,05) entre os actinomicetos capazes de
degradar o amido em meio de cultura (Tabela 6). Entre eles, sete isolados (10,1%)
apresentaram I[E < 2, indicando baixa atividade amilolitica, enquanto 46 (66,7%)

apresentaram IE > 2.0, classificados como potenciais produtores de amilase de acordo com

Lealem & Gashe (1994).

Figura 4. Halo indicativo da produ¢do da enzima amilase por isolados de actinomicetos em
meio de cultura dgar amido, incubados por 10 dias a 28 °C.

Os isolados AMgJ 45 e LD 6, pertencentes ao género Streptomyces, apresentaram, em
média, os maiores indices enzimaticos demonstrando elevado potencial amilolitico (IE= 6,44)
(Tabela 6). Valores semelhantes foram relatados por Van Der Sand et al. (2014), que
avaliaram actinomicetos endofiticos isolados de plantas de tomate. Karanja et al. (2010)
verificaram IE entre 3,4 e 5,2 para degradagdo do amido para espécies de Streptomyces sp.
obtidos de solos no Quénia. Em geral, os isolados testados que apresentaram os maiores
valores de IE para a degradacao do amido pertenceram ao género Streptomyces, que tem sido
relatado com alta eficiéncia na producao de amilase (Vigal et al., 1991). Embora possa ser
oriunda de fontes animais e vegetais, as amilases de origem microbiana sdo as mais requeridas
pelas industrias (Albuquerque et al., 2010) por causa da producdo em massa e facilidade de
manipulagdo do micro-organismo (Tanyildizi et al., 2005).

Foi observado que os micro-organismos pertencentes ao género Amycolatopsis nao
possuiram a capacidade de hidrolisar o amido (Tabela 6), em consondncia com diversos
estudos envolvendo as espécies A. pretoriensis, A. lexingtonensis (Labeda et al., 2003), 4.
mediterranei, A. rifamycinica (Bala et al., 2004), A. echigonensis e A. niigatensis (Ding et al.,
2007).
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4.3.2. Deteccao da atividade celulolitica

A capacidade celulolitica dos isolados de actinomicetos foi determinada pela formagao
de uma zona mais clara ao redor da colonia que ¢ um indicador da degradagdo da celulose em
meio de cultura (Figura 5). A celulose ¢ o maior constituinte da biomassa vegetal, sendo o
biopolimero mais abundante no mundo e, portanto, uma fonte sustentavel para processos
industriais (Mansfield & Meder, 2003) e para produgdo de glicose decorrente de sua
bioconversdo através da atuacdo das celulases (Klyosov, 1990). Celulases (EC 3.2.1.4) sdo
enzimas que convertem a celulose em acucares simples de facil acesso para o consumo
humano (Mohanta, 2014). Esta enzima realiza a quebra das ligagdes entre as moléculas de
glicose que constituem a celulose e envolve a acdo sinergistica de algumas enzimas como

endoglucalase, exoglucanase e -glucosidase (Wachinger et al., 1989).

Figura 5. Halo indicativo da producdo da enzima celulase por isolados de actinomicetos em
meio de cultura, suplementado com carboximetilcelulose (CMC) como unica fonte de
carbono, incubados por 10 dias a 28 °C.

Do total de isolados, 14 (20,3%) ndao formaram halo em meio de cultura com
carboximetilcelulose, indicando que os micro-organismos ndo foram capazes de produzir
enzimas capazes de degradar a celulose nas condi¢des avaliadas (Tabela 6). A degradacao da
celulose através do uso de enzimas de origem microbiana se destaca por causa do seu alto
valor industrial na aplicagdo de diversos processos biotecnoldgicos (BHAT & BHAT, 1997).
Micro-organismos que excretam celulases desempenham um importante papel na natureza por
estabelecerem um elo chave na ciclagem do carbono (Ruegger & Tauk-Tornisielo, 2004) e

formac¢ao de humus (Padilha, 1998).
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O IE variou significativamente (p < 0,05) entre os actinomicetos capazes de degradar a
celulose em meio de cultura. Entre eles, dois isolados (2,9%) apresentaram IE < 2, indicando
baixa atividade, enquanto 53 (76,8%) apresentaram IE > 2,0, classificados como potenciais
produtores de celulases (Lealem & Gashe, 1994). Avaliando o potencial enzimatico de
actinomicetos provenientes de compostagem, Rodrigues (2006) verificou a degradacdo da
celulose em 91% dos isolados avaliados, sendo este resultado superior ao observado no
presente estudo. O maior percentual registrado por este autor pode ser explicado pelo fato da
quantidade de celulose em processos de compostagem ser superior aquela disponivel no solo,
favorecendo a sele¢do de espécies relacionadas a sua degradagao.

Os isolados ARJ 48 e ARJ 53, pertencentes ao género Streptomyces, apresentaram,
em média, os maiores indices enzimaticos demonstrando elevado potencial celulolitico, com
valores de IE até 6,56. Van Der Sand et al. (2014), em estudo de caracterizagdo enzimatica de
actinomicetos endofiticos isolados de plantas de tomate, observaram que o maior IE
registrado para degradacao de celulose foi de 4,04. Silva et al., (2015) constataram um IE de
6,90 produzido por actinomicetos isolados de solo rizosférico do semidrido brasileiro,
identificados como Streptomyces sp., sendo este valor semelhante ao observado no presente
estudo. Os actinomicetos, principalmente do género Streptomyces, atuam na degradacdo de
moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente a celulose, xilana e lignina, abundantes
na biomassa vegetal (Crawford, 1988; Ramirez & Coha, 2003). A capacidade em degradar a
celulose confere a este género um papel de destaque nos processos de compostagem onde o
produto final pode ser utilizado na produgdo de cogumelos comestiveis, como fertilizante
agricola, cultivo de vegetagdo em acostamentos de estradas, como biofiltros e na
biorremediacao (Silva, 2010). Nesse contexto, os micro-organismos caracterizados neste
estudo quanto a capacidade em degradar a celulose sdo potencialmente promissores para

aplicagdes biotecnoldgicas.

4.3.3. Deteccao da atividade lipolitica

A capacidade lipolitica dos micro-organismos avaliados foi determinada pela
forma¢ao de um halo de cor azul ao redor da colonia, indicador da degradacao de lipidio,
quando o meio de cultura enriquecido com oleo de oliva foi submetido a irradiagdo

ultravioleta em razao da fluorescéncia da rodamina B (Figura 6). Os lipideos sao
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biomoléculas de ésteres de glicerol e acidos graxos que se encontram armazenados sob a
forma de triacilglicer6is em tecidos de plantas e animais (Alef & Nannipieri 1995). A
utilizacdo dessas biomoléculas, assim como 6leos vegetais, por micro-organismos cultivados
em meio suplementado com estes compostos, ocorre por causa da producdo de lipases e
favorece a sintese de substancias bioativas oriundas do metabolismo secundério (Pan et al.,
1959; Choi et al., 1996). As lipases (E.C. 3.1.1.3), sdo enzimas que catalisam a primeira
reacdo de quebra do lipideo exdgeno (Large et al., 1999), ¢ reconhecida como um
biocatalisador em biotecnologia em razao da sua ampla versatilidade podendo ser aplicada em
diferentes processos industriais, como no processamento de alimentos, fabricagdo de
detergentes, sintese de produtos quimicos e farmacos, processamento de 6leos e gorduras e
producao de cosméticos, além de serem utilizadas no tratamento de efluentes gordurosos

(Bornscheuer, 2002).

Figura 6. Halo de coloragdo azul indicativo da producdao da enzima lipase por isolados de
actinomicetos em meio de cultura, suplementado com o6leo de oliva, incubados por 72 horas a
28 °C.

O IE para producdo de lipase variou significativamente (p < 0,05) entre os
actinomicetos avaliados, sendo 15 (21,8%) considerados bons produtores desta enzima, com
valores superiores a 2 (Lealem & Gashe, 1994). Observa-se que 41 (59,4%) isolados nao
foram capazes de hidrolisar o lipidio e 13 (18,8%) ndo produziram enzima suficiente para
serem caracterizados bons produtores (Tabela 6). As lipases sdo amplamente encontradas na
natureza, porém as de origem microbiana apresentam peculiaridade ao substrato, uma
propriedade que parece ter evoluido para garantir o acesso de micro-organismos produtores
desta enzima a intimeras fontes de carbono durante a deterioragdo da parede celular dos
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vegetais ou no processo de reciclagem de compostos constituidos por lipidios (Bornscheuer,
2002, Roveda et al.,, 2010). As lipases sintetizadas por micro-organismo possuem
caracteristicas enzimaticas diversificadas que sdo muito atrativas para a aplicagdo industrial
(Hasan et al., 20006).

Foi observado que o isolado LD 6, pertencente ao género Streptomyces, apresentou,
em média, o maior IE demonstrando seu elevado potencial lipolitico em relagdo aos demais
micro-organismos avaliados (Tabela 6). Os lipidios sio comumente utilizados como fontes de
carbono na fermentagdo de actinomicetos do género Streptomyces, entretanto, o conhecimento
sobre a atividade lipolitica deste grupo ainda € pouco conhecida (Tesch et al., 1996; Sommer
et al., 1997; Abramic et al., 1999; Karanja et al., 2010).

Karanja et al. (2010) observaram um indice enzimatico variando entre 3,0 e 4,2 para
atividade lipolitica de novas espécies de Streptomyces isoladas de solos no Quénia. Contudo,
observa-se que o menor IE mensurado por estes autores ¢ superior ao encontrado no presente
estudo que foi de 2,60. Mohamed et al. (2015), avaliando a atividade enzimdtica de
estreptomicetos obtidos de amostras de solo da Arabia Saudita detectaram a atividade
lipolitica em mais de 90% dos isolados, sendo esse valor muito superior ao encontrado no
presente estudo. Segundo Van Der Sand et al. (2014), o baixo indice de isolados aceitos como
bons produtores de lipase pode estar ligado as temperaturas de incubagdo e/ou especificidade
do substrato utilizado. Nithangeni et al. (2001), afirmam que as lipases sdo bastante
especificas e, assim, suas atividades hidroliticas podem variar de acordo com a composi¢ao

triacilglicerol do 6leo utilizado no meio de cultivo.

40



Tabela 6. Indice enzimatico (IE) de amilase, celulase e lipase de isolados de actinomicetos da Colegdo de Micro-organismos Multifuncionais e
Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF- MS).

Isolado Espécie Indice enzimatico

Amilase Celulase Lipase
AMg]J 45 Streptomyces curacoi 6,44 a 4,17d 1,13 ¢
LD 6 S. hygroscopicus 6,42 a 4,00 ¢ 2,60 a
AC 82 Kitasatospora paracochleata 6,00 b 3,75¢ 0,00
KACP 35 S. laculatispora 5,70 ¢ 3,67 ¢ 0,00
AEpFSR 11 29 S. scabiei 5,52¢ 5,08 ¢ 2,10 b
ACSL 8 S. sporocinereus 5,43 ¢ 3,67¢ 1,22 ¢
ACJ 1 S. ossamyceticus 5,14d 442 d 0,00
AC7 S. galbus 5,10d 3,78 ¢ 0,00
LD 27 S. corchorusii 5,00d 5,50b 0,00
A 432 S. novaecaesareae 493d 3,17 f 0,00
LD 13 S. hygroscopicus 4,87d 5,33b 0,00
Al2 K. atroaurantiaca 481d 293 f 1,46 d
A 485 S. psammoticus 4,52 ¢ 4,53d 1,51d
AMJ 43 S. psammoticus 451 ¢ 1,83 g 0,00
AC 27 S. lydicus 431f 0,00 1,66 ¢
ACJ 17 S. bangladeshensis 428 f 5,08 ¢ 0,00
AEpFSR I 66 . Sioyaensis 4,18 f 0,00 0,00
LD 16 S. galbus 413 f 4,58 d 0,00
A 470 S. pseudovenezuelae 4,00 f 433d 0,00
ACT 64 S. coacervatus 3,60 g 2,86 2,12b
ARJ 51 S. griseoruber 345¢ 4,55d 2,23 b
AC 54 S. sasae 342 ¢ 0,00 2,23 b
AC 18 S. longwoodensis 340 g 3,83 ¢ 0,00
AEpFSR II 31 S. phaeopurpureus 339 ¢ 4,07d 2,00 b
ACJ 26 S. capoamus 320¢ 383¢ 1,75 ¢

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Continuagao

Isolado Espécie Indice enzimatico

Amilase Celulase Lipase
AEpFSR II 5  S. olivochromogenes 329¢g 3,58 ¢ 2,07b
A 449 S. yunnanensis 327 ¢ 1,78 g 0,00
LD 23 S. indiaensis 322 ¢ 5,13 ¢ 0,00
AC 67 S. phaeopurpureus 321 ¢g 392 2,16 b
LD 22 S. yunnanensis 3,15¢ 0,00 0,00
AC 50 S. sampsonii 3,13 ¢ 393 ¢ 0,00
A 346 S. endophyticus 307¢g 3,56 ¢ 0,00
LD 18 S. phaeochromogenes 293 h 433d 0,00
AEpFSR 11 38 . rishiriensis 2,83 h 4,47d 0,00
ACT 83 S. longwoodensis 2,77 h 492 ¢ 0,00
ACO91 S. yunnanensis 2,71 h 0,00 0,00
LD 1 S. massasporeus 2,67 h 342 ¢ 0,00
A 363 S. galbus 2,62 h 5,06 ¢ 2,27b
A 448 S. sioyaensis 2,61 h 0,00 0,00
A 517 S. phaeochromogenes 2,55h 5,70 b 2,07b
ACT 115 S. thioluteus 2,371 0,00 0,00
A 509 S. deserti 2,291 427d 0,00
ACSL 1 S. seymenliensis 2,201 3,36 ¢ 2,170
ACJ 29 S. galbus 2,171 4,75 ¢ 0,00
AC 77 K. phosalacinea 2,141 421d 1,79 ¢
AE3] 66 S. galbus 2,03 3,55¢ 0,00
A 404 S. chartreusis 1,98 ] 390 ¢ 1,52d
A 453 S. galbus 1,96 j 0,00 0,00
ACT 641 S. lannensis 1,90 j 2,75 1,37 e
AC 53 K. paracochleata 1,65k 344 ¢ 0,00

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Continuagao

Isolado Espécie Indice enzimatico

Amilase Celulase Lipase
ACSL 2 S. chartreusis 1,52 k 5,55b 0,00
ACT 80 S. phaeochromogenes 1,241 0,00 0,00
AC 64 S. griseoruber 1,13 m 2,73 f 220D
ARJ 53 S. cyslabdanicus 0,00 6,56 a 2,08Db
A 364 K. viridis 0,00 0,00 1,93b
A 450 Amycolatopsis bullii 0,00 398 ¢ 1,68 ¢
AR[J 49 A. rhabdoformis 0,00 0,00 1,58d
AE;J 76 S. yunnanensis 0,00 0,00 0,00
A 16 S. purpeofuscus 0,00 4,17d 0,00
ACT 93 A. echigonensis 0,00 0,00 0,00
ARJ 48 S. chiangmaiensis 0,00 6,56 a 0,00
AR;J 52 S. yaanensis 0,00 4,58d 2,130
AMgJ 36 S. psammoticus 0,00 5,00 ¢ 0,00
A 490 A. kentuckyensis 0,00 2,89 f 0,00
A 495 A. lexingtonensis 0,00 3,20 f 0,00
A 457 A. pretoriensis 0,00 442 d 1,47 d
ACT 85 S. phaeochromogenes 0,00 428d 0,00
ACT F1-1 S. variabilis 0,00 0,00 0,00
AC 25 A. rifamycinica 0,00 4,39d 2,02b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

43



4.4. Antibiograma

Nesse trabalho, foi realizado o antibiograma para verificar a susceptibilidade do
fitopatdgeno P. ananatis a antibioticos comerciais (Figura 7). O antibiograma fundamenta-se
na capacidade de difusdo do antimicrobiano, impregnado em um disco de papel filtro, através
de um meio solido (Bauer et al., 1966). Esta técnica ¢ muito utilizada em razdo da sua
praticidade, baixo custo e rapidez na obten¢ao dos resultados de sensibilidade ou resisténcia

do micro-organismo alvo ao antibidtico (Esmerino, et al., 2003).

Figura 7. Halo de inibi¢do indicativo da susceptibilidade de Pantoea ananatis a
antimirobianos comerciais, inoculada em meio de cultura BDA, incubado por 48 horas

a30°C.

A Tabela 7 mostra o diametro médio dos halos de inibicdo obtidos no antibiograma
utilizando 25 antibidticos comerciais contra duas estirpes fitopatogénicas de P. ananatis.
Houve diferengas significativas (p < 0,05) no teste de atividade antimicrobiana entre os
antibioticos e entre as duas estirpes, sendo que os isolados da bactéria P. ananatis
apresentaram sensibilidade a, aproximadamente, 50% dos antimicrobianos testados. Os
antibioticos norfloxacina e ciprofloxacina apresentaram, em média, a maior atividade
antibacteriana contra ambas as estirpes de P. ananatis, demonstrando seu elevado potencial
para o uso no controle quimico deste fitopatégeno. A estirpe CMPC 40 de P. ananatis
apresentou, em média, maior sensibilidade aos antimicrobianos, evidenciando a variabilidade

genética do fitopatdgeno.
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De acordo com a classificacdo do grau de atividade antimicrobiana adotada por
Matsuura (2004), nota-se que no teste de antibiograma os antibioticos norfloxacina,
ciprofloxacina, acido nalidixico, levofloxacina, tetraciclina, neomicina, cloranfenicol,
cefoxitina, sulfazotrim, amicacina e kanamicina demonstraram alta atividade antimicrobiana,
enquanto tobramicina e gentamicina apresentaram atividade moderada (Tabela 7). Em estudo
de monitoramento e caracterizagdo da populacdo epifitica de P. ananatis em plantas de milho
oriundas de Sete Lagoas-Minas Gerais ¢ Londrina-Parana, Sauer (2010) observou que estirpes
da bactéria P. ananatis submetidas a teste de inibicdo em presenca de diferentes antibidticos
apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos amicacina, neomicina, clorafenicol,
gentamicina, norflaxacina, sulfazotim e tetraciclina e eritromicina.

Os antibidticos podem ser classificados em diferentes categorias de acordo com o seu
principal mecanismo de acao (Neu, 1992). Assim, observou-se que o fitopatdgeno do presente
estudo foi susceptivel a antimicrobianos capazes de inibir a sintese da parede celular
(cefoxitina), a sintese proteica (tetraciclina, cloranfenicol, tobramicina, gentamicina,
neomicina, amicacina ¢ kanamicina), a sintese do DNA (acido nalidixico, ciprofloxacina,
norfloxacina e levofloxacina) e de inibir as reagdes metabodlicas (sulfazotrim - Sulfametoxazol
+ Trimetoprim).

O uso do antibidtico oxitetraciclina permitiu uma reducdo de aproximadamente 80-
90% no numero de lesdes da mancha-branca em plantas de milho cultivadas no campo, bem
como inibiu em 100% o crescimento de P. ananatis in vitro (Pedro et al., 2012; Gongalves et
al., 2013). Resultados semelhantes foram encontrados previamente por Silva et al. (2009)
utilizando oxitetraciclina como controle quimico da doenca mancha-branca do milho.

Os antibidticos oxitetraciclina e oxitetraciclina + streptomicina foram previamente
utilizados no controle da mancha-branca do milho e apresentaram eficiéncia de 60% no
manejo da doenga em relagdo a testemunha quando aplicado nos estadios fenologicos V8 (oito
folhas totalmente desenvolvidas) e pré-florescimento (Manerba et al. (2013). Em outro
estudo, Costa et al. (2011) avaliando a eficiéncia de diferentes agentes quimicos para o
controle da mancha-branca também observaram que o antibidtico oxitetraciclina foi capaz de
controlar a doenga. A oxitetraciclina pertence a familia das tetraciclinas, um dos farmacos
mais importantes por conta do seu largo espectro de agdo antibacteriano (Couto et al., 2000)

que ¢ produzido por diversas espécies de Streptomyces (Oka et al., 1994; Ruela et al., 2005).
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Segundo Manerba et al. (2013) o emprego dos antibidticos oxitetraciclina e
streptomicina aumentou a produtividade do milho em relagdo a testemunha, permitindo maior
area foliar sadia para realizacao da fotossintese e influenciando positivamente na produgao de

graos.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana contra as estirpes bacterianas de P. ananatis utilizando antimicrobianos comerciais.

Antimicrobianos Concentracao Diametro do halo de inibi¢ao Grau de atividade antimicrobiana
Estirpe CMPC 40  Estirpe CMPC 105
............................ 100100 SOOI
Norfloxacina 10 meg 37,67 a 39,67 a Alta
Ciprofloxacina 5 mcg 37,67 a 39,00 a Alta
Acido nalidixico 30 mcg 34,67 b 31,00 b Alta
Levofloxacina 5 mcg 34,67Db 28,33 ¢ Alta
Tetraciclina 30 meg 35,00b 27,00 ¢ Alta
Cloranfenicol 30 mcg 30,33 ¢ 25,33 d Alta
Cefoxitina 30 meg 27,33 d 23,33 d Alta
Sulfazotrim 25 mcg 22,33 ¢ 20,67 ¢ Alta
Amicacina 30 mcg 17,33 f 20,00 ¢ Alta
Kanamicina 30 mcg 16,33 f 17,00 f Alta
Neomicina 200 mcg 16,00 £ 16,33 f Alta
Tobramicina 10 meg 15,33 f 13,67 g Alta/Moderada
Gentamicina 10 mcg 13,33 ¢ 12,67 g Moderada
Clindamicina 2 mecg 0,00 0,00 Ausente
Sulfonamidas 300 mcg 0,00 0,00 Ausente
Ampicilina 10 meg 0,00 0,00 Ausente
Cefazolina 30 mcg 0,00 0,00 Ausente
Vancomicina 30 meg 0,00 0,00 Ausente
Oxacilina 1 mcg 0,00 0,00 Ausente
Cefotaxima 30 mcg 0,00 0,00 Ausente
Eritromicina 15 mcg 0,00 0,00 Ausente
Penicilina G 10 UL 0,00 0,00 Ausente
Nitrofurantoina 300 mcg 0,00 0,00 Ausente
Ceftriaxona 30 mcg 0,00 0,00 Ausente
Cefalotina 30 mcg 0,00 0,00 Ausente

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.



4.5. Avaliacio da atividade antimicrobiana dos isolados de actinomicetos

4.5.1 Selecdo primaria dos isolados de actinomicetos em meio solido

Uma triagem primaria da atividade antimicrobiana foi realizada com os actinomicetos,
utilizando o método de sobrecamada com o objetivo de verificar diretamente o espectro de
acdo antagodnica in vitro desses micro-organismos submetidos ou ndo a radiacao UV frente a

P. ananatis (Figura 8).

Figura 8. Halo de inibi¢do indicativo da atividade antagonica dos actinomicetos frente

a estirpe fitopatogénica de Pantoea ananatis utilizando a técnica de sobrecamada.

Nove isolados (13%) ndo expostos a irradiagdo UV apresentaram atividade
antimicrobiana entre baixa e alta (Tabela 8) de acordo com a escala utilizada no trabalho de
Matsuura (2004). Trés isolados (4,4%), todos do género Streptomyces, apresentaram atividade
antimicrobiana com classificagdo entre moderada e alta conforme escala adotada por
Matsuura (2004) quando expostos ou ndo a irradiagdo UV. A exposi¢do a luz pode acarretar
na degradagdo e instabilidade das substincias antimicrobianas difundidas no meio de cultura
conforme observado no presente estudo e relatado por Trissel (2001) e Monteiro et al. (2012).

As morfoespécies A 470 e A 432 destacam-se em relacdo ao isolado KACP 35 (Tabela
8), pois apresentaram elevada atividade antimicrobiana quando expostos ou ndo a radiagdo
ultravioleta. A baixa frequéncia de actinomicetos com atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-negativas, como P. ananatis, pode estar relacionada a complexa estrutura da

membrana externa destes micro-organismos (Rodrigues, 2006; Nithya et al., 2012).
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Tabela 8. Eficiéncia da atividade antibacteriana e classificacdo do grau de atividade de isolados de actinomicetos contra duas estirpes
fitopatogénicas da bactéria Pantoea ananatis.

Isolado Espécie Didmetro dos halos de inibicio Grau de atividade
Sem exposicao a luz UV Com exposi¢ao a luz UV
...................................... MM e

A 470 Streptomyces pseudovenezuelae 36,00 a 24,00 a Alta

A 432 S. novaecaesareae 19,00 b 14,00 b Alta

KACP 35 S. laculatispora 13,00 ¢ 12,00 ¢ Moderada

ACSL 8 S. sporocinereus 10,00 d 0,00 Baixa/Ausente

LD 23 S. indiaensis 10,00 d 0,00 Baixa/Ausente

A 450 Amycolatopsis bullii 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente

LD 1 S. massasporeus 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente

ARJ 52 S. yaanensis 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente

LD 18 S. phaeochromogenes 8,00 ¢ 0,00 Baixa/Ausente

A 517 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente

ARJ 53 S. cyslabdanicus 0,00 0,00 Ausente

ACSL 2 S. chartreusis 0,00 0,00 Ausente

LD 16 S. galbus 0,00 0,00 Ausente

A 364 Kitasatospora viridis 0,00 0,00 Ausente

ACT 83 S. longwoodensis 0,00 0,00 Ausente

LD 13 S. hygroscopicus 0,00 0,00 Ausente

ACT 80 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente

ACT 115 S. thioluteus 0,00 0,00 Ausente

A 363 S. galbus 0,00 0,00 Ausente

AEpFSR II 31 S. phaeopurpureus 0,00 0,00 Ausente

AEpFSR II 38 S. rishiriensis 0,00 0,00 Ausente

ACJ 17 S. bangladeshensis 0,00 0,00 Ausente

LD 27 S. corchorusii 0,00 0,00 Ausente

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 8. Continuacao.

Isolado Espécie Diametro dos halos de inibi¢cao Grau de atividade
Sem exposicao a luz UV Com exposi¢ao a luz UV
...................................... 11011 1 KRR
ACJ 1 S. ossamyceticus 0,00 0,00 Ausente
AR.J 49 A. rhabdoformis 0,00 0,00 Ausente
ACSL 1 S. seymenliensis 0,00 0,00 Ausente
A 404 S. chartreusis 0,00 0,00 Ausente
A 448 S. sioyaensis 0,00 0,00 Ausente
A 346 S. endophyticus 0,00 0,00 Ausente
AMgJ 45 S. curacoi 0,00 0,00 Ausente
AE3J 76 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente
A 16 S. purpeofuscus 0,00 0,00 Ausente
A 453 S. galbus 0,00 0,00 Ausente
ACT 641 S. lannensis 0,00 0,00 Ausente
AEpFSRII 5 S. olivochromogenes 0,00 0,00 Ausente
Al2 K. atroaurantiaca 0,00 0,00 Ausente
A 485 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente
AE3J 66 S. galbus 0,00 0,00 Ausente
ACT 93 A. echigonensis 0,00 0,00 Ausente
ACJ 29 S. galbus 0,00 0,00 Ausente
ARJ 51 S. griseoruber 0,00 0,00 Ausente
AEpFSR II 29 S. scabiei 0,00 0,00 Ausente
AMgJ 43 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente
AR]J 48 S. chiangmaiensis 0,00 0,00 Ausente
AMgJ 36 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente
LD 6 S. hygroscopicus 0,00 0,00 Ausente

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 8. Continuacao.

Isolado Espécie Diametro dos halos de inibi¢cao Grau de atividade
Sem exposicio a luz UV Com exposi¢ao a luz UV
...................................... 11011 1 KSR
A 490 A. kentuckyensis 0,00 0,00 Ausente
ACJ 26 S. capoamus 0,00 0,00 Ausente
A 495 A.lexingtonensis 0,00 0,00 Ausente
A 509 S. deserti 0,00 0,00 Ausente
A 457 A. pretoriensis 0,00 0,00 Ausente
A 449 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente
ACT 85 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente
AEpFSR II 66 S. sioyaensis 0,00 0,00 Ausente
ACT F1-1 S. variabilis 0,00 0,00 Ausente
LD 22 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente
AC 64 S. griseoruber 0,00 0,00 Ausente
AC 25 A. rifamycinica 0,00 0,00 Ausente
AC 82 K. paracochleata 0,00 0,00 Ausente
AC 53 K. paracochleata 0,00 0,00 Ausente
AC 54 S. sasae 0,00 0,00 Ausente
AC7 S. galbus 0,00 0,00 Ausente
ACO91 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente
AC 67 S. phaeopurpureus 0,00 0,00 Ausente
AC 27 S. lydicus 0,00 0,00 Ausente
AC 18 S. longwoodensis 0,00 0,00 Ausente
AC 77 K. phosalacinea 0,00 0,00 Ausente
AC 50 S. sampsonii 0,00 0,00 Ausente
ACT 64 S. coacervatus 0,00 0,00 Ausente

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Nesse estudo, as espécies S. pseudovenezuelae, S. novaecaesareae ¢ S. laculatispora
foram responsaveis pela producdo de antimicrobianos contra a bactéria P. ananatis em meio
solido. O isolamento, triagem e caracterizagdo de estirpes de actinomicetos produtores de
metabolitos secundarios tornou-se uma area de interesse para pesquisa por muitos grupos em
todo o mundo (Hacéne et al., 2000; Laidi et al., 2006; Chaudhary et al., 2013). A busca por
actinomicetos do género Streptomyces em habitats pouco estudados eleva a perspectiva de
descobrimento de novos produtos naturais que podem ser desenvolvidos com auxilio da
biotecnologia (Eccleston et al., 2008; Ogunmwonyi et al. 2010).

Muitos compostos bioativos produzidos por actinomicetos evidenciam a acdo
antibacteriana e antimicrobiana desses produtos contra varios agentes patogénicos e
patogenos resistentes a multiplos farmacos (Saadoun et al., 1999; Servin et al., 2008;
Selvameenal et al., 2009; Singh et al., 2012; Chaudhary et al., 2013). De acordo com
Yamaguchi & Uchida (1988), varios trabalhos de detec¢cdo de atividade antimicrobiana contra
inimeros patogenos de interesse para a agricultura eram realizados com o uso de diversos
antibioticos isolados de micro-organismos do género Streptomyces. Cohen & Coffey (1986)
relataram que estreptomicina e ciclohexamida, antibioticos produzidos por S. griseus, foram
utilizadas no controle de doengas de plantas na década de 1950.

Testes in vitro com actinomicetos tém demonstrado o antagonismo frente a varios
tipos de fitopatdgenos, tais como inibi¢do de Botrytis cinerea (Oliveira, 2004); Meloidogyne
javanica (Coimbra & Campos, 2010); Rhizoctonia solani (Rothrock & Gottlieb, 1984;
Doumbou et al., 2001); Bipolaris sorokiniana (Van Der Sand, 2014); Ralstonia solanacearum
(Moura & Romeiro, 1999; Sahilah et al., 2010), revelando o quanto ¢ promissora a utiliza¢ao
desses micro-organismos no controle bioldgico. Todavia, salienta-se que o numero de
pesquisas relacionadas ao antagonismo dos actinomicetos frente as doencgas de plantas ainda ¢
restrito.

Avaliando in vitro actinomicetos como antagonistas a bactéria Ralstonia
solanacearum, agente causal da murcha bacteriana em tomateiro, Moura ¢ Romeiro (1999)
observaram amplo espectro de atividade antagonistica contra o patdgeno, sugerindo existéncia
de diversidade da capacidade antibacteriana dentro deste grupo de micro-organismo.
Actinomicetos endofiticos do género Streptomyces podem promover o crescimento das
plantas melhorando a produgdo agricola e reduzir o impacto causado pelos fitopatogeno

causadores da podridao de raiz e coroa em trigo (Coombs et al., 2004; Van Der Sand, 2014).
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Carrer Filho et al. (2009) relataram que no ensaio de biocontrole experimental em casa
de vegetacdo o micro-organismo S. setonii, obtido da rizosfera de planta sadia de tomateiro,
foi capaz de reduzir significativamente as lesdes por foliolo perante todos os fitopatdgenos
testados, tanto fungicos como bacterianos, demonstrando ser um potencial agente de controle
bioldgico de doencas do tomateiro. Em ensaios preliminares de deteccdo de atividade
antimicrobiana utilizando actinomicetos obtidos do solo da Etiopia, Bizuye et al. (2013)
observaram a agdo antagonica de 26,7% dos isolados frente as bactérias Gram-negativas
Klebsiella pneumonia e FEscherichia Coli. Resultados semelhantes foram reportados
anteriormente por Gurung et al. (2009), utilizando actinomicetos obtidos de amostras de solo
do Monte Everest, frente a micro-organismos de interesse médico. Kesavan & Hemalatha
(2015) em estudo de isolamento e selecdo de actinomicetos produtores de antibidticos,
isolados de amostras de solo da India, relatam que apenas o extrato bruto de uma cultura de
actinomiceto foi ativa in vitro em razao da capacidade de inibir o crescimento dos patdégenos
Gram-negativos K. pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e E. Coli. Resultados semelhantes
também foram observados em actinomicetos isolados de amostras de solo coletadas na Arabia

Saudita (Geetanjali & Jain, 2016).

4.5.2 Avaliacdo temporal da atividade antibacteriana nos liquidos metabolitos dos

isolados de actinomicetos

Os actinomicetos A 470, A 432 e KACP 35, selecionados na triagem primaria, foram
inoculados em dois tipos de meio de cultura, ISP-2 e M1. Utilizando o método de difusdo de
disco embebido no liquido metabolito obtido em diferentes periodos de incubagao, verificou-
se que os isolados de P. ananatis apresentaram, em média, maior sensibilidade ao liquido
metabolito apos incubagdo dos isolados de actinomicetos por 72 horas nos dois meios de
cultura (Tabela 9). Isso indica que tais micro-organismos foram capazes de produzir
substancias antibacterianas nas condigdes avaliadas. Cunha et al. (2009) relatam que a estirpe
de Streptomyces sp. quando fermentada por 72 h no meio ISP-2 produz metabdlito com
atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos com o emprego dos meios de cultura demonstram que o meio
ISP-2 se destacou como o melhor meio para produc¢dao de substancias bioativas quando

comparado ao meio M1. Neste caso, a concentragdo de glicose pode ter interferido na
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produgdo de compostos bioativos por causa da repressdo de enzimas biossintéticas (Sanchez
& Demain, 2002; Cunha et al., 2009). Resultados semelhantes foram observados por Abbanat
et al. (1999) que verificaram a interferéncia na produgao do antibiético pirroindomicina por S.
rugosporus quando utilizaram concentragdo de glicose de 10%. Cunha et al. (2009) relatam
que a concentragdo da fonte de carbono do meio de cultura influéncia na produgdo de
metabolitos bioativos.

Os micro-organismos do solo sdo fonte para o isolamento de diversos produtos
bioldgicos importantes (Sanglier et al., 1993; Jeya et al., 2013; Kaur et al., 2014; Chanthasena
& Nantapong, 2016). Sanglier et al., 1993 reportam que as substancias produzidas pelo género
Streptomyces apresentam grande diversidade quimica. Diversos autores relatam que apenas 1-
3% de todos os compostos antimicrobianos conhecidos produzidos pelo género Streptomyces
foram identificados e isolados, portanto; ha uma grande variedade de antibidticos a serem
descobertos (Baltz, 2005; Shetty et al., 2014; Chanthasena & Nantapong, 2016). Desse modo,
torna-se importante a investigacdo dos metabolitos produzidos pelos isolados identificados
como S. pseudovenezuelae, S. novaecaesareae € S. laculatispora.

Kaur et al. (2014) aconselharam a pesquisa de antibidticos produzidos por bactérias do
solo, pois estes micro-organismos sao onipresentes na natureza, de facil manejo e comumente
utilizados para a produgdo de antimicrobianos. Os metabolitos secundarios sintetizados por
actinomicetos, especialmente aqueles pertencentes ao género Streptomyces, possuem uma
variedade de atividades bioldgicas que sao amplamente utilizadas em tratamentos de doencas
humanas e animais (Omura et al., 2001; Euanorasetr et al., 2010) bem como de plantas

(Behal, 2000; Omura et al., 2001; Doumbou et al., 2001).

54



Tabela 9. Deteccao de atividade antibacteriana utilizando liquido metabdlito proveniente da inoculagdo dos isolados de actinomicetos A 470, A
432 e KACP 35 nos meios liquidos ISP-2 e M1 contra as estirpes fitopatogénicas de Pantoea ananatis.

Isolado Espécie Meio Liquido Tempo (h) Didmetro do halo de inibi¢do (mm)
Estirpe CMPC 40 Estirpe CMPC 105
A 470 S. pseudovenezuelae ISP-2 24 0,00 0,00
48 6,00 ¢ 6,00 ¢
72 10,00 a 11,00 a
96 8,00b 8,00b
120 8,00b 7,00 b
M1 24 0,00 0,00
48 6,00 c 7,00 b
72 10,00 a 10,00 a
96 7,00 b 7,00 b
120 7,00 b 7,00 b
A 432 S. novaecaesareae ISP-2 24 0,00 0,00
48 6,00 c 6,00 c
72 10,00 a 10,00 a
96 7,00 b 8,00b
120 7,00 b 7,00 b
M1 24 0,00 0,00
48 6,00 ¢ 6,00 ¢
72 9,00 a 9,00 a
96 7,00 b 7,00 b
120 7,00 b 6,00 c
KACP 35 S. laculatispora ISP-2 24 0,00 0,00
48 7,00 ¢ 7,00 b
72 9,00 a 10,00 a
96 8,00b 7,00 b
120 7,00 ¢ 7,00 b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9. Continuagao

Isolado Espécie Meio Liquido Tempo (h) Diametro do halo de inibi¢ao (mm)
Estirpe CMPC 40 Estirpe CMPC 105
KACP 35 S. laculatispora M1 24 0,00 0,00
48 6,00 b 6,00 b
72 8,00 a 9,00 a
96 6,00 b 6,00 b
120 6,00 b 6,00 b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.5.3 Prospeccio e identificacido de antibioticos produzidos por isolados de actinomicetos

A andlise cromatografica acoplada a espectrometria de massas para a identificacao de
substancias antimicrobianas produzidas pelos isolados de actinomicetos A 470, A 432 ¢
KACP 35 foi realizada ap6s 72 horas de crescimento em meio liquido, pois apresentaram, em
média, os maiores halos de inibi¢do frente a P. ananatis quando comparados com os demais
periodos (Tabela 9). Nesse método de analise, a deteccao e confirmacdo de moléculas de
antibioticos foi realizada pelo atendimento simultdneo de trés critérios: 1) presenca de dois
ions (m/z) especificos de cada analito; 2) razdo relativa entre a intensidade dos ions e 3)
tempo de reten¢do quando comparados a um padrao (controle positivo).

Na analise foram utilizados um controle positivo feito pela fortificacdo do meio de
cultura com uma solucao padrao dos analitos pesquisados em concentracao variavel entre 15,0
e 500,0 png/L, e um controle negativo (amostra branca) com a presenga apenas do meio.

Os resultados das analises de cromatografia acoplada a espectrometria de massas dos
extratos confirmaram a presenca de antibidticos na amostra do meio liquido ISP-2 contendo o
isolado de actinomiceto A 470, identificado molecularmente como S. pseudovenezuelae.
Omura et al. (2001), Ujikawa (2003) ¢ Martin et al. (2005) relatam que a biossintese de
metabolitos ¢ altamente influenciada pela disponibilidade de nutriente do meio de cultivo
utilizado. Dessa forma, a auséncia da producao de substancia antimicrobiana no meio liquido
MI1 pode estar associada a sua composicao quimica, resultando na produgdo de outras
substancias antimicrobianas ndo avaliadas nas andlises por cromatografia acoplada a
espectrometria de massas.

Na amostra proveniente do cultivo do isolado A 470 em meio ISP-2 foi identificada a
presenca de dois picos cromatograficos de transigoes m/z (T;: 485/163) e tempo de retencao
(3,57 min) semelhantes aqueles apresentados pela canamicina no controle positivo (dados nao
mostrados). Ao comparar a razdo entre a intensidade das duas transi¢cdes (T,/T;= 0,5306),
quantitativa (T;/mais intensa) e confirmatéria (T2/menos intensa), com aquela apresentada
pelo controle positivo (T»/T;= 0,3519), observou-se uma varia¢do percentual maior que 30%
para a amostra em questdo. De acordo com Decisdo da Comissdo Europeia denominada
2002/657/DE, a qual estabelece os requisitos e critérios a serem atendidos na validagdo de
métodos para confirmacdo de residuos, a variagdo maxima permitida para a razdo entre as

transi¢des ¢ de 25%. Dessa forma, como os trés critérios para a identificacdo da canamicina
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nas amostras ndo foram simultaneamente atendidos, a presenga desse analito ndo foi
confirmada.

Conforme ilustrado na Figura 9, observou-se a presenca de dois picos cromatograficos
de transi¢oes m/z (T;: 615,3/161,3) e tempo de retencdo (3,77 min) semelhantes aqueles
apresentados pela neomicina no controle positivo (Figura 10). A razdo entre as transi¢des
observada na amostra (T»/T,: 0,3337) apresentou uma diferenca de cerca de 5% com relacdo
ao valor da razdo da neomicina no controle positivo (T»/T;: 0,3532) (dados ndo mostrados).
Dessa forma, como os trés critérios estipulados para a identificacdo do analito foram
atendidos em sua totalidade, pode-se confirmar de forma inequivoca a presenca da neomicina
no meio fermentativo ISP-2 proveniente do metabolismo do isolado A 470.

Vale destacar que no ensaio de antibiograma (Tabela 7) a neomicina inibiu o
crescimento de P. ananatis, comprovando a eficiéncia desta substancia como agente
antibacteriano frente a este fitopatogeno. Resultado similar foi observado por Sauer (2010),
cujos os testes de resisténcia realizados em meio liquido TSB contendo o antibidtico sulfato
de neomicina nas concentragdes 0,4 mg/mL e 0,04 mg/mL foram capazes de inibir total ou
consideravelmente o crescimento de isolados de P. ananatis.

A utilizagdo do isolado A 470, identificado como S. pseudovenezuelae, como agente
para o biocontrole de P. ananatis mostra-se altamente promissor. Entretanto, trabalhos futuros

de validagdo deverao ser realizados em condicdes de casa de vegetacao e campo.
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Figura 9. Identificacdo do antibidtico neomicina produzido pelo isolado de actinomiceto A 470 em meio ISP-2 ap6s 72 h de incubagdo. a)
Cromatograma com a identificacdo da neomicina (3,77 min) e b) Transi¢des massa/carga (m/z) tipicas da neomicina.
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5. CONCLUSOES

1) Existe variabilidade genética inter e intraespecifica em populagdes de
actinomiceto em relagao as caracteristicas morfoldgica, genética e producao de
enzimas hidroliticas.

2) O género Streptomyces ¢ predominante nas amostras de actinomicetos da Colecao
de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatogenos da Embrapa Milho e Sorgo.

3) A maioria dos isolados (95,7%) hidrolisa pelo menos um dos substratos utilizados
para deteccao de atividade enzimatica, o que evidencia a producdo de grande
quantidade de metabolitos e o potencial biotecnoldgico destes micro-organismos
para a provavel sintese de enzimas de interesse industrial, tais como amilase,
celulase e lipase.

4) Os isolados AMgJ 45 (S. curacoi) e LD 6 (S. hygroscopicus) apresentam maior
produ¢do de amilase, ARpJ 53 (S. cyslabdanicus) e ARpJ 48 (S.
chiangmaiensis) de celulase e LD 6 (S. hygroscopicus) de lipase.

5) As estirpes fitopatogéncias de P. ananatis avaliadas apresentam maior sensibilidade
frente aos antimicrobianos norfloxacina e ciprofloxacina.

6) Os isolados de actinomicetos A 470 (S. pseudovenezuelae), A 432
(S. novaecaesareae) ¢ KACP 35 (S. laculatispora) sdo capazes de inibir o
crescimento da bactéria P. ananatis in vitro ¢ apresentam potencial para utilizacao
no controle bioldgico da mancha-branca do milho.

7) O isolado de actinomiceto A 470 produz o antibidtico neomicina em meio liquido
que deve estar associado ao mecanismo de inibicdo do crescimento de P. ananatis

in vitro.
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