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RESUMO

Bioprospec¢do de agentes microbianos para o controle da ferrugem asiatica da soja
(Phakopsora pachyrhizi)

A producdo sustentavel de alimentos e energia limpa e acessivel sdo metas a serem
atingidas até 2030 como definido pelos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU
(Organizagdo das NacOes Unidas). A soja é uma importante cultura agricola cujos graos
podem ser utilizados tanto para a alimentacdo humana e animal, quanto para a producéo de
biocombustiveis a partir do seu processamento fisico-quimico. O principal fitopatégeno da
sojicultura atualmente é o fungo Phakopsora pachyrhizi, agente causador da ferrugem
asiatica da soja que em ambientes de alta suscetibilidade pode provocar perdas de até 70% da
producdo. O controle da ferrugem asiatica vem sendo um desafio para as regibes produtoras
que frequentemente utilizam fungicidas sintéticos e cultivares resistentes com relativo
sucesso, contudo com o surgimento de novas ragas do fitopatdgeno resistentes aos metodos
tradicionais de controle, novas formas de manejo como a utilizagcdo de bioinoculantes que
promovam o controle biologico da doenca ndo é sé desejavel, como necessaria tendo em vista
0 aspecto fitossanitario e ambiental da cadeia produtiva da soja. Neste sentido, sucessivas
etapas de “screening” foram realizadas visando a sele¢do de microrganismos isolados da
filosfera da soja e da rizosfera de plantas da Caatinga com atividade antagonista que
promovesse o0 controle da ferrugem asidtica da soja, avaliada através da inibicdo da
germinacdo de uredinidsporos e diminuicdo da severidade de plantas inoculadas com o
fitopatégeno em condicdes em casa de vegetacdo. Posteriormente, a linhagem Streptomyces
araujoniae CMAA 894 apresentou 0 melhor desempenho como observado pela diminuicéo
de até 70% da area lesionada e o perfil de seus metabolitos secundarios foram avaliados,
revelando a presenca de varios membros de antibiéticos da familia das bafilomicinas. Além
disso, S. araujoniae CMAA 894 e outros microrganismos antagonistas selecionados tiveram
outras caracteristicas promotoras de crescimento de plantas. Os resultados deste trabalho
corroboram para que o ja estudado isolado CMAA 894 seja um excelente agente de controle
visando a ferrugem asiatica. Contudo, novos estudos, especialmente aqueles referentes a
formulacdo de indculo com o microrganismo, devem ser realizados para a formulacdo de um
inoculante inédito.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Metabdlitos secundarios, Actinobactérias



ABSTRACT

Bioprospecting of microbial agents for the control of asian soybean rust (Phakopsora
pachyrhizi)

Sustainable food production and clean, affordable energy are goals to be achieved by
2030, as proposed by the UN (United Nations) Sustainable Development Goals. Soybean is
an important agricultural crop whose grains can be used primarily for both human and animal
consumption, and secondarily for the production of biofuels through physio-chemical
processing. Today, the main phytopathogen in soybean production is the fungus Phakopsora
pachyrhizi, the causative agent of asian soybean rust, which in highly susceptible
environments can cause losses of up to 70% of production. Managing soybean rust has been a
challenge for cultivating areas that often use synthetic fungicides and resistant cultivars with
relative success. However, with the emergence of new races of the phytopathogen that are
resistant to traditional control methods, new forms of management, such as the use of
bioinoculants that promote biological control of the disease are not only desirable, as well
necessary, given the phytosanitary and environmental aspects of the soybean production
chain. Therefore, successive screening steps were performed in order to select
microorganisms isolated from the soybean phyllosphere and the rhizosphere of Caatinga
biome plants with antagonistic activity that would promote biological control of asian
soybean rust, evaluated through inhibition of urediniospore germination and reduction in the
severity of plants inoculated with the phytopathogen under greenhouse conditions.
Afterwards, the strain Streptomyces araujoniae CMAA 894 demonstrated the best
performance as evidenced by a reduction of up to 70% in the lesioned area.The profile of the
selected actinobacteria (CMAA 894) secondary metabolites was also evaluated, revealing the
presence of several members of the bafilomycin family of antibiotics. In addition, S.
araujoniae CMAA 894 and other selected antagonistic microorganisms had other plant
growth-promoting characteristics evaluated. The results of this study corroborate that the
previously studied isolate CMAA 894 is an excellent biological control agent targeting
soybean rust. However, new studies, especially those related to the formulation of inoculum
with the microorganism, must be carried out for the formulation of a new inoculant.

Keywords: Biological control, Secondary metabolites, Actinobacteria
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1) INTRODUCAO

A producdo de alimentos é um desafio da atualidade. Segundo a estimativa recém
apresentada pela FAO, a populacdo mundial devera atingir 10 bilhdes de habitantes dentro de
30 anos. Concomitantemente, a producdo de alimentos precisard aumentar cerca de 60% de
forma a suprir a demanda alimentar. Nesse sentido, a produtividade brasileira é fundamental
ja que o pais produz cerca de 10% de todo o alimento consumido no mundo. Diante disso,
pesquisas voltadas ao aprimoramento de técnicas agricolas e estratégias de manejo se tornam
imprescindiveis, principalmente, quando se trata do controle de pragas e doengas agricolas.

A sojicultura é uma das principais atividades agricolas realizadas no Brasil, ocupando
areas superiores a 45 milhdes de hectares na safra de 2023/24. Impactando diretamente a
produtividade da soja no Brasil, o fitopatdbgeno Phakopsora pachyrhizi, agente causal da
ferrugem asiatica da soja, pode acarretar perdas superiores a 70% de produtividade, por meio
da desfolha precoce e impossibilidade de formacdo de gréos. A variabilidade genética do
patogeno tem dificultado o desenvolvimento de cultivares resistentes, tornando o controle
quimico a Unica prética utilizada até o presente momento.

Nesse sentido, insumos bioldgicos se colocam como uma possivel alternativa para o
controle da ferrugem da soja, considerando ndo s6 0 seu menor impacto ambiental quando
comparado aos fungicidas tradicionais, como também o evidente sucesso dos agentes ja
utilizados na cultura da soja como biofertilizantes e nodulantes fixadores de nitrogénio.
Portanto, este projeto tem como intuito a prospeccdo de isolados microbianos, muitos dos

quais isolados da filosfera de soja capazes de controlar a ferrugem asiatica.
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2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) O cultivo da soja no Brasil

O cultivo de soja (Glycine max) é uma das principais atividades econdmicas agricolas
realizadas no Brasil. Assim sendo, a magnitude hoje vislumbrada da sojicultura se deve em
parte a consolidacdo de lavouras e industrias de processamento da leguminosa em regides do
cerrado nos anos 90 (OLIVEIRA; SCHNEIDER, 2016), fato este que levou o gréo a ser
cultivado no pais em areas superiores a 45 milhGes de hectares na safra de 2023/24 como
aponta relatorio do USDA (2024). O gréo de soja e notavelmente seus derivados como o 6leo
e o farelo se tornaram indubitavelmente essenciais para a manutengdo de uma balanca
comercial favoravel ao pais, especialmente no contexto da formag¢ao do complexo “Brasil-
China soja-carne”, por conseguinte consolidando as regides Sul e Centro-oeste como as
principais produtoras e mais recentemente levando uma expanséo da cultura da soja para a
micro regido MATOPIBA (ESCHER; WILKINSON, 2019). Logo, como decorréncia de
fatores como a ampliacdo das areas cultivadas juntamente com a implementacéo de técnicas e
insumos levaram a um aumento da producéo nacional do grdo nos ultimos anos, levando-o a
estaca de 40% do total produzido mundialmente na safra de 2023/2024 como indica relatorio
do USDA (2024). Portanto, o desenvolvimento de tecnologias que promovam a
produtividade da sojicultura em area ja cultivadas é de vital importancia para que a producéo
e comercializacdo do grdo continue pujante e que cada vez mais pautas ambientais
conservacionistas voltadas ao uso do solo sejam atendidas (KUMAWAT; RAZDAN;

SAHARAN, 2022), especialmente ao que tange a utilizacdo de bioinsumos.

2.2) Bioinsumos na sojicultura

O mercado de bioinsumos agricolas vem neste novo milénio ganhando espaco no
Brasil, atingindo a marca de pelo menos 1 bilhdo de reais faturados somente no ano de 2020-
2021 como apontado em reportagem da area e aumentando seu mercado em 37% (GERUM
et al, 2024)(JACINTHO, 2023). Além disso, outro marco que demonstra a consolidacdo do
uso e producdo de bioprodutos como politica nacional foram tanto a criacdo de bases de
dados voltada a consulta de produtos como o aplicativo “Bioinsumos” da Embrapa que
cataloga cerca de 1081 bioinsumos licenciados voltados para o crescimento de plantas e
controle fitossanitario, como também a criacdo do Programa Nacional de Bioinsumos no ano
de 2020 instituido pelo Decreto Federal n° 10.375, de 26 de maio de 2020 que passou a
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promover o desenvolvimento, producdo industrial e formagdo profissional de toda cadeia
produtiva voltada para os bioinsumos (BRASIL, 2020)(VIDAL et al, 2021).

Dessa forma, dada a consolidacdo da agroindlstria dos produtos bioldgicos
juntamente com a dinamicidade e inovacdo desta area, a necessidade sobre a delimitacdo do
significado de “bioinsumos” surgiu. Assim, autores como Vidal, Saldanha e Verissimo
(2020) ao debaterem acerca do tema, colocam o termo “bioinsumo” como abrangente e ainda
em construcdo, posicdo também adotada pelos legisladores do decreto instituidor do
“Programa Nacional de Bioinsumos” como pode ser observado no Decreto Federal n° 10.375,

de 26 de maio de 2020:
“Para os fins do disposto neste Decreto, considera-se bioinsumo o produto, o
processo ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso
na producdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuérios,
nos sistemas de producdo aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram
positivamente no crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de
animais, de plantas, de microrganismos e de substancias derivadas e que interajam
com os produtos e 0s processos fisico-quimicos e biologicos” (BRASIL, 2020, art.
2).
Os bioinsumos a base de microrganismos sao produtos que possuem organismos como
0 seu principio ativo, podendo ser eles virus, bactérias ou fungos (MEYER; MAZARO;
SILVA, 2022). Diversos produtos ja sdo amplamente difundidos, especialmente na cultura de
soja, onde microrganismos do género Bradyrhizobium sdo utilizados para a promocao da
fixacdo biologica do nitrogénio, responsavel pelo aporte nutricional de 94% do nitrogénio
necessario para o0 desenvolvimento da soja, resultando em uma economia de
aproximadamente 10 bilhdes de ddlares que de outra forma seriam destinados a importacao
de fertilizantes nitrogenados (MARTIN et al, 2022) (ARAUJO, 2022). Ademais, referente a
utilizacdo de bioinsumos para o controle de pragas e doencas de plantas, mecanismos
antagbnicos de microrganismos como Bacillus amyloliquefaciens ja sdo bem documentados e
utilizados no controle biol6gico para o manejo de fitonematoides em produtos formulados ja
comercializados (NGALIMAT et al, 2021). Portanto, fica claro que bioinsumos ja vém sendo
amplamente empregados nos campos agricolas, tanto para a promo¢do de crescimento de
plantas através de um melhor aporte nutricional, como também para a manutencdo da
fitossanidade na lavoura.
Nesse contexto, a fim de se obter a formulacdo de novos produtos bioldgicos,
diversas etapas como o isolamento do microrganismo, identificagdo quimiotaxonémica,
screening, concentracdo, pureza, viruléncia atestada, tempo de shelf life sdo importantes

etapas e parametros a serem avaliados a fim de que se tenha um produto final eficiente e
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confiavel como estipulado pelo Programa Nacional de Bioinsumos (VIDAL et al, 2021).

2.3) Questoes fitossanitarias da ferrugem

A ferrugem é uma doenca foliar que acomete plantas vasculares ocasionada por
diversos microorganismos biotroficos da ordem Pucciniales do grupo monofilético dos
basidiomicetos (AIME et al, 2006). O ciclo de vida desse grupo de fungos biotroficos é
complexo, apresentando ndo sO diferentes formas do mesmo microrganismo em diferentes
estagios fenoldgicos vegetais, como também havendo a formacdo de corpos de frutificacdo
(AIME et al, 2006) cujos esporos obrigatoriamente necessitardo de um hospedeiro para a sua
perpetuacdo (HELFER, 2014). Diversas espécies vegetais de interesse econdmico como a
cana-de-agucar com Puccinia melanocephala e Puccinia kuehnii (SIMON et al, 2016), milho
com Puccinia polysora (DA COSTA; DA SILVA; COTA, 2013) e a soja com Phakopsora
pachyrhizi (YORINORI; PAIVA, 2002) sdo suscetiveis aos seus respectivos agentes
causadores da ferrugem, podendo levar ao surgimento de epidemias que caso ndo controladas
culminam na queda da safra gracas a diminuicdo da area fotossintética provocada pela
desfolha precoce.

Portanto, ao se tratar da sojicultura, tendo em vista os fatores intrinsecos de P.
pachyrhizi tais como a diversidade de formas em seu ciclo de vida e a facil disseminacao dos
seus urediniosporos pelo vento (GOELLNER et al, 2010) somada as condicGes propicias
encontradas em campo como longas duracdes do periodo molhamento foliar(IGARASHI et
al, 2014) e a prevaléncia de uma Unica espécie vegetal suscetivel em sistemas de
monocultura, colocam a ferrugem como um patdgeno com um alto potencial para o

desencadeamento de epidemias em lavouras em territério nacional.

2.4) Ferrugens da soja

A ferrugem da soja possui dois agentes causais, sdo eles Phakopsora meibomiae,
nativo da América Latina e Phakopsora pachyrhizi, de origem asiatica (SOUSA; ALVES,;
CASTRO, 2006). Assim sendo, ao infectar seus hospedeiros suscetiveis a doenca, as espécies
de Phakopsora provocam lesbes caracteristicas do tipo TAN (castanho claro) ou RB (pardo
avermelhado) e formacdo de urédias na parte abaxial da folha, levando a uma diminuicdo da
capacidade fotossintética do vegetal e provocando uma diminui¢cdo no tamanho dos gréos.
Ademais, como visto em Bonde et al (2006), P. pachyrhizi se mostrou mais virulento em

cultivares de soja altamente suscetiveis a ferrugem como Williams e Wayne, apresentando
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ndo s6 uma prevaléncia de lesdes do tipo TAN em seus hospedeiros como também maiores e
mais numerosas urédias em cada lesdo. Dessa forma, P. pachyrhizi, por apresentar sintomas
com maior severidade (BONDE et al, 2006) (GOELLNER et al, 2010) € tida como o
principal patdégeno que afeta a cultura da soja no pais desde que foi introduzida nas Américas
e, portanto, a doenga por ela provocada, conhecida como a ferrugem asiatica da soja (FAS),
possui alta importancia epidemiolégica. Assim sendo, diferentemente da ferrugem autéctone,
P. meibomiae, a chegada de P. pachyrhizi ao Brasil em 2002 (FREIRE et al, 2002) resultou
em perdas da safra variando entre 30-70% nas regides mais afetadas (YORINORI; PAIVA,
2002), consequentemente impulsionando a adog¢do do manejo quimico nas areas de producéao
e a identificacdo de loci genético Rpp, em variedades de soja resistentes a doenca, por
programas de  melhoramento (HARTMAN; MILES; FREDERICK, 2005).

O alastramento acelerado da FAS nas principais regides produtoras logo na primeira
década do milénio (YORINORI; NUNES JUNIOR; LAZZAROTTO, 2004) levou a
introducdo de diversas formas de manejo ainda utilizadas para a mitigacéo de seus efeitos nas
plantacdes, dentre as quais estdo o controle quimico (SCHERM et al, 2009) e a identificacdo
de genes como os loci Rpp em variedades de soja resistentes a doenca por programas de
melhoramento (HARTMAN; MILES; FREDERICK, 2005). Contudo, com a disseminacéo e
estabelecimento da ferrugem asiatica, observou-se a emergéncia de racas diferentes de P.
pachyrhizi capazes de infectar variedades de soja carreadoras de genes de resisténcia (genes
R) Rppl e Rpp2 (ROSA; SPEHAR, 2015) e que também apresentavam resisténcia ou menor
sensibilidade aos métodos tradicionais ja bem estabelecidos de controle baseadas na
aplicacdo de fungicidas comerciais (FIALLOS; FORCELINI, 2013) (LANGENBACH et al,
2016).

2.5) Controle biologico

Frente a essa situacdo, a busca por modelos de manejo eficientes de controle da FAS
tornou-se uma prioridade. O controle biolégico é uma alternativa que pode ser incorporada ao
manejo integrado de pragas. Nesse sentido, ha uma ampla gama de definicdes para o termo,
autores como Fontes e Valadares-Inglis (2020) assumem uma abordagem a partir de um

escopo mais abrangente, como:

“[...] o controle biol6gico serd abordado no contexto de reducdo de populagBes de
organismos indesejaveis que ocorrem nos agroecossistemas nos quais inimigos
naturais, como predadores, parasitoides, parasitas, herbivoros, competidores e
patégenos, mantenham sob controle qualquer populacdo com potencial nocivo a
atividade humana, como as pragas da agricultura. Esse grupo de organismos nocivos
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inclui artropodes (insetos e &caros), nematoides e microrganismos patogénicos as
plantas cultivadas e plantas daninhas.” (FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020,
p.22)

Contudo, autores como Jamiolkowska (2020) e¢ Amichot et al (2024) também
ressaltam a atividade de compostos de origem bioldgica na promocao do controle de doencas
de plantas de forma direta ou indireta como os elicitores e semioquimicos. Portanto, da
mesma forma que ocorre com a delimitacdo do termo “bioinsumos”, a defini¢do precisa e
universal do que seria o controle biolégico ¢ um termo ainda em construcdo, tendo em vista
0s avancos tecnoldgicos na area que levam a transformacdes e discussbes acerca das
fronteiras conceituais que delimitariam o0 que seria 0 controle bioldgico.

Dessa forma, sob a dtica defendida por Fontes e Valadares-Inglis (2020), o controle
biologico inoculativo € uma estratégia baseada na aplicagdo de inoculantes que promovem
um aumento populacional e permanéncia de microrganismos antagonistas ao patdgenos de
plantas no ambiente agricola através de mecanismos como a competicdo e antibiose. Na
cultura da soja, fungos e bactérias como Bacillus spp (DORIGHELLO et al, 2015),
Simplicillium lanosoniveum (GAUTHIER et al, 2014) e Trichoderma spp (EL-HASAN et al,
2022) ja demonstraram potencial no controle da principal doenca da cultura, a ferrugem
asiatica, através de mecanismos como antibiose e micoparasitismo. Por outro lado, a
utilizacdo de elicitores bioldgicos que atuam aumentando a resisténcia da planta também vem
demonstrando resultados promissores no controle da ferrugem asiatica como apontado no
trabalho De Paula et al (2021), onde sdo elencados insumos que induzem a resisténcia
sistémica de plantas, dentre os quais produtos baseados em elicitores bioldgicos, como 0s
formulados a partir de parede celular de leveduras, ja vem sendo cadastrados no MAPA e
comercializados no Brasil. Logo, a utilizacdo de microrganismos benéficos e elicitores vem
demonstrando uma possivel solugdo para 0 manejo de doencas de plantas, especialmente a
FAS.

Nesse sentido, o desenvolvimento de inoculantes a base de microrganismos representa
uma ferramenta importante no manejo integrado de fitopatdgenos. O aprimoramento dessa
tecnologia vai ao encontro das necessidades atuais de uma agricultura sustentavel, uma vez
que quando comparado com os tradicionais fertilizantes e fungicidas quimiossintéticos, os
inoculantes promovem a saude do solo aumentando ou restaurando a sua atividade enzimatica
e, por conseguinte, tornando-o mais fértil (KHAN et al, 2023), além de serem op¢bes mais

acessiveis ao paises em desenvolvimento, como o caso do Brasil, onde a utilizacdo de
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inoculantes gera uma economia de bilhdes de dolares anualmente (THIEBAUT et al, 2023).
Ademais, alguns agentes de controle ja apresentaram resultados promissores e sao
regularmente utilizados na diminuicdo da severidade e progressdao de outras doencas que
afetam culturas agricolas como Bacillus spp, Pseudomonas spp e Trichoderma spp e
atualmente sdo estudadas a possibilidade de aplica-las na forma de consércio microbianos,
potencializando a sua acdo protetora de plantas (POVEDA,; EUGUI, 2022). Portanto, a
utilizacdo de bactérias e fungos isolados com acdo antagonista de P. pachyrhizi é uma area
ainda a ser melhor investigada, especialmente com microrganismos cuja prospeccdo de
metabdlitos secundarios ativos contra o agente etiolégico da FAS ainda ndo foram

amplamente explorados.

2.6) Agentes de controle biologico para doencas foliares

A populagéo residente de microrganismos da filosfera, isto é a por¢do aérea de um
vegetal abrangendo seu caule, flores e folhas, desempenha uma fungcdo importante para a
manutencdo da fitossanidade de uma planta (NEWTON; GRAVOUI; FOUNTAINE, 2010).
No ambiente filosférico, bactérias e fungos habitantes do espaco endofitico e superficial,
especialmente em folhas, ja possuem uma gama de caracteristicas descritas que atuam como
promotores de crescimento de plantas, tal como a producdo de biofilmes (MORRIS;
MONIER; JACQUES, 1998), liberacdo de fitohormdnios do grupo da citocinina e auxina
(LINDOW; BRANDL, 2003), fixacdo de nitrogénio e, notavelmente, a supressdo de
crescimento de microrganismos fitopatogénicos (LIU; BRETTELL; SINGH, 2020). Contudo,
embora 0s servicos ecossistémicos dos microrganismos da filosfera sejam essenciais para a
fitossanidade, sua microbiota ainda ndo é tdo amplamente estudada como a da rizosfera como
indica o comparativo entre o nimero de publicacbes dentre areas (KOSKELLA, 2020),
demonstrando, portanto, ser uma area com potencial ainda a ser explorado. Assim sendo, 0
presente estudo tem como proposta a bioprospeccdo de microrganismos, sobretudo
filosféricos, inéditos com potencial para o controle da ferrugem asiatica a partir de sua

aplicacdo preventiva em mudas de soja.
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3) OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi o de realizar uma prospeccgéo de bactérias
e fungos, muitos deles isoladas da filosfera de soja, depositados na Colecdo de
Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental - Embrapa Meio Ambiente (CMAA)
visando ao controle de Phakopsora pachyrhizi. Linhagens efetivas, selecionadas, quanto ao
controle do patdgeno foram estudadas quanto aos seus respectivos mecanismos de acao.

Para o atingimento desse objetivo, algumas atividades foram conduzidas, quais sejam:

I) Avaliacdo do potencial de bactérias e fungos em inibir a germinagdo dos
urediniosporos de FAS e de inibir, ou reduzir os sintomas da doenca, apds inoculagdo em
folhas de soja destacadas e em condicGes de casa de vegetacao;

Il) Avaliacdo do perfil quimico dos metabdlitos secundarios produzidos pelas
linhagens antagonistas a FSA e caracterizagdo dos agentes bioativos;

I11) Avaliagdo do potencial de linhagens microbianas selecionadas na produgdo do

fitohormonio acido indolacético
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1.1) Potencial de bactérias e fungos no controle de FAS

Isolados bacterianos depositados na Colecdo de Culturas de Microrganismos de
Importancia Agricola e Ambiental (CCMA) da Embrapa Meio Ambiente na cidade de
Jaguarilina - S&o Paulo coletados entre os anos de 2002 e 2014, conservados em tubos
criogénicos com solugédo glicerol 25% em ultrafreezer a -80 °C e coletados em diferentes
regides do estado de Sdo Paulo e do bioma da Caatinga no semi-arido nordestino foram
reativados em placas de Petri contendo meio TSA (Agar Triptona-Soja). Os isolados
fungicos, também conservados na CCMA seguindo o método Castellani, foram reativados
depositando seus discos micelianos em meio BDA (Batata- Dextrose Agar) para a
averiguacdo da pureza de suas colonias. Todas as placas contendo os microrganismos foram
mantidas em BOD a 26 °C para a sua utilizagdo nos trabalhos posteriores. Um total de 37
bactérias e 23 fungos foram avaliados quanto a seu potencial de inibir a germinacdo de

urediniosporos.

4.1.2) Producédo de urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi em condi¢bes controladas
de casa de vegetacao

A ferrugem asidtica da soja tal como diversas outras ferrugens apresenta um
crescimento limitado em meios de cultura, sendo, portanto, um dos microrganismos ainda nao
cultivaveis (TWIZEYIMANA; HARTMAN, 2010). Dessa forma, com o intuito de se superar
a limitacdo de sua manipulacdo in vitro, foi necessaria a manutencdo do fitopatdgeno em
plantas suscetiveis a fim de que se desse continuidade ao seu ciclo de vida, obrigatoriamente
biotrofico (GOELLNER et al, 2010) e, a partir de suas estruturas esporulantes, as urédias, se
pudesse obter urediniésporos utilizados no presente estudo.

Mudas de soja da variedade NEO 610 IPRO foram utilizadas por apresentar rapido
desenvolvimento, alto potencial de ramificacdo e suscetibilidade ao patégeno Phakopsora
pachyrhizi. As mudas foram preparadas em vasos de 3 litros, em solo argiloso, suplementado
com 20% de substrato vegetal e alto potencial de drenagem. Para que ocorresse a transmissao
da ferrugem asiética e para que houvesse a manutencdo do patdgeno in vivo, plantas sadias no
estagio vegetativo (V3-V4) foram alocadas no mesmo ambiente de plantas ja infectadas pela
FAS, indculo concedido pela Embrapa Soja Londrina- Parana, e mantidas condi¢des de alta
umidade e temperatura entre 20-25 °C, a fim de que ocorresse uma propagacéo facilitada do
fungo e o ciclo continuo de infeccdo (YORINORI; NUNES JUNIOR; LAZZAROTTO,
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2004). Além disso, folhas das plantas com lesdes do padrdo TAN foram destacadas
periodicamente para a averiguacao da existéncia de corpos de frutificacdo na porcao abaxial,
evidenciando que a linhagem de P. pachyrhizi ainda apresentava a viruléncia desejada
(YORINORI; PAIVA, 2002).

4.1.3) Avaliacdo da taxa de germinacgdo dos urediniosporos da ferrugem asiatica in vitro

Os urediniésporos (figura 1) foram coletados agitando-se levemente folhas com
urédias jovens visiveis sobre placas de vidro limpas. Os esporos foram transferidos para tubos
tipo Eppendorf e a concentragdo de sua suspensdo foi ajustada para 1 * 10° esporos/ mL
adicionando-se uma solugdo de &gua destilada esterilizada e Tween 80 a 0,01% (v/v),

concentracdo verificada através da contagem dessas estruturas em camara de Neubauer.

Figura 1: Urediniosporos ndo germinados de P. pachyrhizi, observados em microscépio 6tico, 40X.

A taxa de germinacdo média dos urediniésporos foi determinada através da contagem
de estruturas germinadas apds 6 horas de incubacdo em cdmara imida. Assim, 10 pL da
suspensdo foram depositadas na concavidade de ldminas de microscopia escavadas e estas
foram alocadas no interior de um pote hermético envolto em papel aluminio contendo
espumas encharcadas de agua destilada a fim de que se criasse uma camara Umida e escura,
cujo ambiente fosse propicio para a germinagdo dos esporos. Apés o periodo de incubagéo de

6 horas a 22 °C, 10 uL do corante azul de algod&o + lactofenol foram adicionados em cada
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concavidade a fim de se paralisar a atividade biologica e permitir a contagem em microscépio
Gtico (100 esporos contados, andlises em triplicatas, em aumento de 40x), uredinidésporos
foram considerados germinados caso apresentassem um tubo germinativo superior a 2 vezes

0 seu tamanho como visto em Blum et al (2015).

4.2) Avaliacdo do potencial de linhagens microbianas capazes de inibir a germinagéo dos
urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi

Isolados bacterianos e fungicos foram cultivados em meio TSB e BD,
respectivamente, a 26 °C, 160 rpm, por 48 horas. Aliquotas contendo 1x108 células/ mL ou
com uma massa micelial semelhante (fungos e actinobactérias) tiveram suas concentracdes
ajustadas com agua destilada estéril e seu potencial como agente biolégico contra o
desenvolvimento in vitro dos urediniosporos de P. pachyrhizi foram avaliadas, conforme
Dorighello et al (2015). Assim, 10 uL da suspensdo de celulas bacterianas ou da massa
micelial e 0 mesmo volume da suspensdo de urediniésporos foram distribuidas nos
compartimentos escavados de laminas de microscopia e acondicionadas em camara Umida
com temperatura controlada tal como no item 4.1.3. A avaliacdo também ocorreu de forma
semelhante ao item 4.1.3 e, portanto, os isolados que apresentaram um desempenho igual ou
maior a 90% em relacdo a inibicdo da germinacdo dos urediniésporos foram identificados e
direcionados para a sua identificacdo e os proximos ensaios para a averiguacdo de possiveis

caracteristicas de interesse agrondémico.

4.3) ldentificacédo taxonémica dos isolados microbianos selecionados

A identificacdo dos melhores isolados selecionados foi realizada utilizando
marcadores moleculares, o DNA foi extraido a partir de culturas puras cultivadas em meio
liquido apropriado por 48 horas utilizando o kit DNeasy UltraClean Microbial da QIAGEN.
O DNA extraido teve sua qualidade aferida através da avaliacdo da sua integridade utilizando
eletroforese em um gel de 1,2% de agarose e a verificacdo de sua pureza foi avaliada com
espectrofotobmetro NanoDrop. Apds a confirmacdo da boa qualidade das amostras extraidas,
elas foram utilizadas para reacGes downstream.

A classificacdo taxonbmica dos isolados bacterianos foi determinada pelo
sequenciamento dos marcadores moleculares da regido 16S (LANE, 1991) utilizando um
conjunto de 8 primers internos do locus 27F; 357F; 357R; 704F; 704R; 114F; 110R E 1494R.

Por sua vez, os isolados fungicos foram identificados utilizando o marcador ITS utilizando o
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conjunto ITS1-F (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3")/ITS-4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (GARDES; BURNS, 1993; WHITE et al., 1991). Os
produtos de PCR foram purificados com Wizard® Genomic DNA Purification Kit e
utilizados para a reacdo de sequenciamento com o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing. As condigdes para amplificacdo ¢ os parametros de ciclagem foram: 1 uL PCR
purificado (35 ng), 2 uL 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer, 1,6 uL oligonucleotideos
iniciadores (5 pmol), 1 pL Ready Reaction PreMix BigDye e¢ 4,4 uL agua ultrapura
esterilizada. O sequenciamento foi realizado no analisador genético Applied Biosystems 3500
XL. A avaliagdo de qualidade e a montagem dos contigs consenso foram realizadas no
programa BioEdit versdo 5.0.9 (HALL et al, 2011). O indice de similaridade foi verificado
com o BLAST+ 2.16.0 comparando as sequéncias obtidas com as sequéncias disponiveis nas
plataformas EzBioCloud (YOON et al, 2017) e NCBI (ALTSCHUL et al, 1990).

4.4.1) Avaliacdo do crescimento de bactérias em meio oligotrofico

A superficie foliar € um ambiente extremamente hostil para o crescimento microbiano.
Agentes de biocontrole de doencas foliares devem crescer e competir nesse ambiente
desprovido de nutrientes. Nesse sentido, a selecdo de linhagens efetivas para o biocontrole de
doencas deve levar em consideracdo a capacidade de um microrganismo em ambiente
oligotrofico.

Isolados bacterianos selecionados na etapa in vitro em lamina escavada foram
cultivados sob as mesmas condicGes do item 4.2. Apds o periodo de cultivo, as células foram
submetidas a um processo de lavagem, realizado consecutivamente trés vezes, consistindo no
seguinte processo: centrifugacdo (4000 rpm, 10 minutos), eliminacdo do sobrenadante, adicao
de agua destilada estéril e vortexizacao até a dissolucdo do corpo de fundo (pellet). A seguir,
aliquotas de 2 pL (~ 2 * 10”8 células) das suspensdes bacterianas foram colocadas com quatro
repeti¢des nas cavidades da microplaca de 96 pogos contendo 200 puL de meio TSB diluido a
1700 vezes a fim de simular a quantidade de glicose disponivel na superficie foliar como visto
em Mercier e Lindow (2000) tendo folhas primérias de feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris
L. cv. Bush Blue Lake) na fase de emergéncia do primeiro trifélio como modelo. A placa
permaneceu sob incubacdo em BOD a 30 °C sem agitacdo tendo a sua densidade Otica
avaliada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm nos periodos de 6, 24, 30

e 48 horas apds a inocula¢do do meio de cultura.



25

4.4.2) Avaliacao da formacao de biofilme por bactérias selecionadas

Aliguotas dos isolados bacterianos cultivados e ajustados no ensaio do item 4.4.2
também foram utilizados para averiguar a formacdo de biofilme em microplaca de 96 pocos
contendo 200 uL de meio TSB ndo diluido avaliados 24 e¢ 48 horas apds a inoculagdo. A
metodologia utilizada para quantificar a formacdo de biofilme foi a baseada na utilizacéo de
corante cristal violeta e etanol como descrito em Djordjevic, Wiedmann e McLandsborough
(2002). Sendo assim, nos intervalos de avaliagdo das placas descartou-se o meio de cultura
contendo as bactérias. Cada pocgo foi lavado com &gua destilada estéril trés vezes, onde
adicionou-se uma solucdo de cristal violeta a 0,1% e, apds 15 minutos de fixacdo, o corante
foi descartado, os pocos foram lavados mais trés vezes para a eliminagdo de corante residual e
foram adicionados 250 pL de etanol absoluto para a solubiliza¢dao do cristal violeta retido no
biofilme. Apds 5 minutos, as densidades Oticas dos pogos foram avaliadas em

espectrofotdbmetro sob um comprimento de onda de 570 nm.

4.5) Avaliacédo do potencial de fungos e bactérias no controle da ferrugem asiatica em
folhas destacadas e em condigdes controladas em casa de vegetacdo

I) Folhas destacadas

Linhagens microbianas que foram selecionadas na etapa de germinacdo em laminas
escavadas tiveram sua eficiéncia em controlar a FAS avaliada em folhas destacadas em placas
de Petri utilizando trés blocos separados com 0s seus proprios controles. A suspensdo de
urediniosporos e os indculos foram preparados de maneira semelhante ao item 4.2. Dessa
forma, o conteudo dos frascos de cultivo foram transferidos para tubos tipo Falcon de 50 mL
limpos, eles foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos em centrifuga modelo
Eppendorf 5430r e ap6s o descarte do sobrenadante foram adicionados 30 mL de agua
destilada + Tween80 a 0,01% (v/v) autoclavados ao corpo de fundo, o conjunto foi
homogeneizado com vortex e centrifugado novamente, esta etapa de limpeza foi realizada
trés vezes a fim de que o indculo final estivesse livre de quaisquer resquicios do meio de
cultura.

Para a montagem das placas, trifélios jovens de mudas de soja no estagio V3-V4
foram coletados ao amanhecer e mantidas em camara Umida até a montagem das placas com
quatro repeticdes por tratamento. Os foliolos destacados, com sua face abaxial voltada para
cima, foram separados e colocados no interior de placas de Petri de vidro com 5,5 cm de
diametro previamente limpas e forradas com papel filtro qualitativo umidificado com agua

destilada autoclavada e um pedaco de algoddo Umido fixado ao seu peciolo (figura 2) (LI et



26

al, 2010). O in6culo foi pulverizado sobre os foliolos utilizando um aspersor manual até que
se atingisse o ponto de escorrimento. Apds 48 horas da inoculagdo dos tratamentos, uma area
circular de 2,9 cm de didmetro no centro de cada foliolo foi inoculada com 20 uL da
suspensdo de urediniosporos (1-2 * 1075 esporos/ mL) com a utilizacdo de pipetas e pincéis
de silicone. Para promover o processo de infecgdo, as placas foram envoltas com papel
aluminio para a criacdo de um ambiente escuro e tmido e mantidas em sala climatizada a 22
°C por 48h, posteriormente o papel aluminio foi removido e as placas foram mantidas sobre a
bancada do laboratério sendo umidificadas quando necessario. As folhas foram avaliadas
apos 14 dias da inoculacdo com urediniésporos, atribuindo-se uma nota de 1 a 3 para cada

trifélio de acordo com o grau de severidade da FAS encontrado dentro do experimento.

Figura 2: Foliolos destacados com area circular de 2,9 cm de didametro delimitada.

A metodologia de folhas destacadas oferece uma série de vantagens como um maior
controle do ambiente do experimento e menor espaco utilizado. Contudo, a mesma apresenta
limitacGes como a necessidade de suplementacdo de fitohormdnios para evitar e retardar
processos como a clorose e senescéncia (32, 33). Logo, metodologias que consigam garantir

os beneficios mencionados e suplantar as desvantagens sdo desejadas.

1) Plantas cultivadas em tubetes em casa de vegetacao

Nesse quesito, tubetes conicos de plastico de 250 mL preenchidos com substrato
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Carolina Soil Garden (turfa, vermiculita e calcério) foram semeados, mantidos em casa de
vegetacdo com um sistema de irrigacdo em aspersao e apOs suas mudas atingirem o estagio
V4, a por¢do caulinar logo acima do n6 do unifélio foi excisado (figura 3). As mudas
compondo as quatro repeticdes do experimento receberam seus tratamentos da mesma forma
que as folhas destacadas, a seguir elas foram mantidas em camara Umida e escura por 48
horas. As quatro repeti¢des do experimento foram avaliadas 14 dias ap6s a inoculagdo com
patdégeno atribuindo-se uma nota de 1 a 3 de acordo com a severidade encontrada tal como
com as folhas destacadas. Por fim, utilizando-se dos dados obtidos nos ensaios de placas e em
tubetes, pdde-se selecionar uma actinobacteria “CMAA 894” com o melhor desempenho em
controlar a ferrugem asiatica e, portanto, a mesma foi direcionada para 0s proximos

experimentos.

Figura 3: Tubete contendo muda de soja com seus unifélios remanescentes apds excisao.

4.6.1) Tolerancia a fungicidas

Testes preliminares com concentracfes utilizadas em campo do fungicida sistémico
AMISTAR TOP (azoxistrobina 200g/ L; difenoconazol 125g/ L) da Syngenta, foram
realizados em placas de Petri com meio BDA ou TSA simulando de condicGes de 250; 500 e
1000 mL/ ha com o intuito de se avaliar a tolerancia dos microrganismos selecionados a esse
fungicida. Os microrganismos foram inoculados a partir do estriamento por esgotamento ou
colocando-se um plug do micélio anteriormente preservado em frascos tipo Castellani no

centro do meio de cultura. As placas foram mantidas em BOD a 30 °C por 7 dias e a avaliagdo
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foi realizada a partir da observagdo do crescimento dos microrganismos, isto €, se houve o
desenvolvimento de uma cultura e se concentracbes maiores do fungicida inibiram o

desenvolvimento comparado com o controle.

4.6.2) Extracdo de metabdlitos secundarios produzidos por Streptomyces araujoniae
CMAA 894

Para avaliar o potencial bioativo do isolado microbiano em controlar a infecgéo e/ou a
proliferacdo da ferrugem asiatica da soja in vivo, mudas de soja foram cultivadas conforme
item 4.1.2, desbastadas até que se obtivesse apenas duas plantas por vaso e foram tratadas
com suspensdo celular actinobacteria selecionada na etapa 4.5 e seu extrato bruto.

Dessa forma, a fim de se preparar os inoculos, a suspensdo celular foi feita como
descrito no item 4.5. O extrato bruto foi obtido a partir da inoculagdo de 2 L de meio batata
dextrose (BD) distribuidos em 10 frascos de cultivos de 500 mL e inoculados com 500 uL de
pré-indculo (OD600 = 0,5) do isolado CMAA 894. Os frascos de cultivo foram mantidos sob
agitacdo de 150 rpm a 30 °C por 10 dias, visando proporcionar uma otima aeracdo da cultura.
ApoOs o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi centrifugado, o sobrenadante foi
recuperado e filtrado com membrana 0,22 uM, seguido de sua separacdo para a alteracdo de
seu pH para 3,0 e 8,0. A extracdo de seus metabdlitos nas duas faixas de pH foi realizada
utilizando-se acetato de etila como solvente extrator (Y5 do volume total) em uma separacéo
liquido-liquido utilizando funil de separacéo tal como descrito em Melo; Sanhueza (1995).
Por fim, as amostras extraidas foram combinadas, secas em rotaevaporador, pesadas e foi
feito uma solucdo de 0,5 mg/mL, concentracdo de valor conhecido pelo seu efeito fungicida
para uso posterior (BEYER et al, 2019) (SILVA et al, 2014).

4.6.3) Avaliacdo do potencial bioativo da linhagem microbiana selecionada no controle
da ferrugem asiatica da soja (ensaio em condic@es controladas de casa de vegetacao)

Plantas no estagio fenoldgico V6 e inicio do estagio reprodutivo, semeadas ha 35
dias, foram selecionadas e receberam 0s tratamentos separadamente que consistiram na
aplicacdo, até o ponto de escorrimento, do extrato bruto ressuspendido em DMSO a 0,1%
(v/v) (0,5 mg/ mL) e da suspensdo bacteriana em Tween 80 a 0,01% (v/v) (OD600 = 0, 25)
48 horas antes da inoculagio com a suspensdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi (1-2 * 10°
esporos/mL) preparadas como no item 4.1.3. Os vasos foram dispostos aleatoriamente em
mesas (figura 4) em casa de vegetacdo com ambiente parcialmente controlado abaixo de um

sistema aspersor ligado quatro vezes ao dia totalizando 4 minutos a fim de se criar um
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ambiente com alta umidade e &gua livre na superficie foliar, condi¢Ges ideais para infeccéo
das plantas pelo patdgeno e desenvolvimento dos sintomas da doenca (FURTADO et al,
2009). O potencial bioativo do isolado e de seus metabolitos foi avaliado 21 dias apds a
inoculacdo com o fitopatdgeno causador da ferrugem asiatica da soja. Posteriormente,
observando o 6timo desempenho do tratamento com a suspensao celular, o experimento foi
repetido utilizando 2 aplicagbes da suspensdo celular, intervaladas em 7 dias, a fim de

verificar se haveria o aumento da eficiéncia do controle da doenca conferido pelo indculo.

Figura 4: Vasos dispostos aleatoriamente em mesas em casa de vegetacdo. O sistema de aspersdo pode ser visto
logo acima.

4.6.4) Avaliacdo da severidade da doenca em mudas em casa de vegetacao

Duas semanas apés a inoculacdo de patdgenos no experimento 4.7.1, sintomas da
ferrugem asiatica ja eram visiveis e, ao fim de trés semanas, duas folhas do terco médio e
baixo (4 trifolios por vaso) de cada planta foram aleatoriamente coletadas para avaliagdo da
severidade da doenga, totalizando 32 e 40 folhas por tratamento no primeiro e segundo
experimento, respectivamente. Os trifolios foram fotografados e uma secdo de,
aproximadamente, 2,5 cm de diametro do centro de cada foliolo foram recortados com um
fura rolha para avaliagdo da severidade da ferrugem asiatica. Assim, a avaliagdo da severidade
se deu pela contagem com lupa estereoscopica do nimero total de lesdes em cada disco do
trifolio (figura 5), contagem do nimero de urédias em 10 lesdes escolhidas aleatoriamente
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(figura 6) e leitura de imagens das folhas com o ImageJ com o plug-in Robust User-friendy
Script Tool (RUST) adaptado para estimar a &rea acometida pela doenca (figura 7) (BONDE
et al 2006) (GALLEGO-SANCHEZ et al, 2020) (MUELLER, 2003).

Figura 5: Secéo foliar com lesdes (pontos necréticos) provocados por FAS.

Figura 6: Lesdo de FAS exibindo urédias com uredinidsporos visiveis.
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Figura 7: ImageJ com o plugin RUST adaptado para avaliacdo da area lesionada por FAS com o threshold
tracado entre 0,83 e 0,93.

4.7) Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Python versdo 3.12.1 no ambiente virtual
Pycharm 2023.3.7 utilizando as bibliotecas Pandas 2. 2..0rc0, SciPy 1.12.0, StatsModel 0.14.2
e Seaborn 0.13.2 e o software Prisma para a geracdo de graficos. Nos experimentos em casa
de vegetacdo 1 e 2 cada repeticdo teve o seu maior e menor valores retirados e com o0s dois
valores restantes fez-se uma média que foi utilizada como input para as analises. Apos
verificar a normalidade e variancias iguais entre os grupos com os Testes de Shapiro-Wilk e
Levene disponiveis no pacote SciPy, utilizou-se os testes ANOVA seguido do Teste de Tukey
e Teste T de Student adotando o valor de alpha = 0,05 em todos as analises para verificacao e
distincdo de quais grupos tiveram resultados expressivos (p-value< 0,05) nos experimentos 1
e 2 respectivamente. Além disso, foi utilizado o teste Z para comparar os resultados obtidos

entre 0s experimentos em casa vegetacdo 1 e 2.

4.8.1) Perfil quimico dos metabodlitos secundarios produzidos por Streptomyces
araujoniae CMAA 894

Em virtude do 6timo desempenho de Streptomyces araujoniae (CMAA 894) em inibir
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o desenvolvimento do patdgeno, 0s seus possiveis mecanismos antagonistas contra o fungo P.
pachyrhizi foram explorados. O extrato bruto foi preparado e extraido tal como na se¢édo 4.7.1
e submetido a uma nova etapa de separacao liquido-liquido semelhante a anterior. Essa nova
etapa foi realizada utilizando um funil de separacdo com quatro solventes de polaridades
diferentes adicionados consecutivamente. S&o eles, respectivamente: hexano, cloroférmio,
acetato de etila e agua. Cada uma das quatro fracfes foi concentrada e seca em rotavapor,
pesada, ressuspendida em metanol e, aliquotas, foram retiradas para os testes de inibicdo. As
leituras foram feitas com Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho acoplada a
Espectrometria de Massas (UPLC-MS) (figura 8).

1) Inoculagdo de frascosde  2) Incuba;ﬁc dos frascos de cultivo 3) Extragio utilizando
cultivo contendo meio BD por 10 dias a 180 rpm e 30 °C. Acetato de etila.
- ’: G |
L s ' »
- 5 'g’ ;”— e /
// ~
—_— — N
- \\
o=
4) Secagem da amostra em £) Segunda etapa de extracdo 6) Avaliagdo da atividade
rotaevaporador. liquido-liquido com os solventes: biologica das fragdes.
hexano, cloroformio, ac. de etila e agua. Analise das fragdes com
UPLC-MS.

Figura 8: Protocolo de extragdo dos metabdlitos secundarios da linhagem Streptomyces araujoniae CMAA 894
utilizando quatro solventes com polaridades diferentes.

Dessa forma, parte das aliquotas foram utilizadas em ensaios de germinacdo de
urediniosporos em lamina escavada tal como nos itens 4.1.3 e 4.2 utilizando as fraces na
concentracdo de 0,5 mg/ mL, ressuspendida em DMSO a 0,1% (V/v).

Por outro lado, o restante das aliquotas e parte do extrato foram utilizados para a
caracterizacdo quimica de seus constituintes, visando a identificacdo de moléculas de
interesse com potencial agdo fungicida. A separagdo e caracterizagdo dos compostos quimicos
presentes nas amostras foi realizada com a Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho

acoplada a Espectrometria de Massas (UPLC-MS) e as moléculas foram sediadas (Na+) em
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modo de andlise positivo. Os dados das massas e cargas de cada fragdo foram analisados
comparando-se com o banco de dados disponivel em CHEMnetBASE: Dictionary of Natural
Products para a sua identificagéo.

4.8.2) Producéo de AIA e promogao de crescimento de plantas

A verificacdo e quantificagdo da producdo de acido indol-acético (AlA) pela linhagem
S. araujoniae CMAA 894 foram realizadas com base nos trabalhos de Frankenberger Jr et al
(1988). Assim, o pré indculo foi preparado a partir da repicagem de uma colénia isolada de
CMAA 894 para 0 meio nutritivo Batata Dextrose (BD) seguida de incubagdo por 48 horas
sob agitacdo de 150 rpm, posteriormente a sua densidade 6tica foi ajustada para o valor de 0,5
e 50 uL foram utilizados para inocular frascos de cultivo de 25 mL contendo 10 mL de meio
Minimal Salt (MS) com elementos tracos e suplementado com L-triptofano. Os frascos com 5
repeticdes para cada tempo foram mantidos sob agitacdo de 120 rpm a 28 °C no escuro até a
sua avaliagcédo 24, 48 e 72 ap0s a inoculagéo.

A quantificacdo de AIA produzido pela actinobacteria nos tempos marcados foi
realizada com base na absorbancia do meio apos adi¢cdo do reagente de Salkowsky. Para isso,
para cada frasco, o meio foi inicialmente centrifugado a 4000 rpm em tubos tipo Falcon de 15
mL por 15 minutos e 100 uL do sobrenadante foi transferido para um po¢o de microplaca de
96 pocos, onde adicionou-se 100 uL do reagente de Salkowsky, a placa foi envolta com papel
aluminio e incubada no escuro por 20 minutos até o momento de sua leitura. O controle
negativo foi realizado no tempo 0 com 5 uL do pré indculo sendo pipetados em 1 mL do meio
MS com elementos tracos e suplementado; o processamento até a leitura foram idénticos ao
realizados com o meio inoculado. A absorbancia de cada poco foi medida com
espectrofotdbmetro configurado com o comprimento de onda de 570 nm com a opg¢édo de
multiplas leituras por poco (16 pontos por poco e 10 flashes por ponto) e com base na curva
padrdo previamente preparada a partir da leitura da absorbancia com AIA sintético (3-
Indoleacetic acid) da Sigma, foi possivel inferir a quantidade de AIA produzido pelo isolado

no periodo de 72 horas.
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5) RESULTADOS

5.1.1) Organizacao das linhagens flingicas e bacterianas

Os isolados cedidos pela Colecdo de Microrganismos de Importancia Agricola e
Ambiental — Embrapa Meio Ambiente foram reativados em meios de cultivo TSA e BDA
através do estriamento por esgotamento. Apds o periodo de incubacdo e verificacdo das
linhagens viaveis, a colecdo de trabalho foi composta por 37 isolados bacterianos e 23
isolados fungicos, os quais foram preservados em solucdo glicerol 20%, a -80 °C para
analises posteriores.

5.1.2) Producéo de inéculo de Phakopsora pachyrhizi em condicdes de casa de vegetacgao

Mudas de soja NEO 610 IPRO, cultivadas em vasos de 3 litro e, continuamente
expostas a plantas infectadas com a ferrugem asiatica, desenvolveram sintomas tipicos
semelhantes aos da doenca (figura 9). Isso demonstra que 0 ambiente escolhido e o regime de
aspersao de agua para a manutencao de agua livre na superficie das folhas foram condi¢des
propicias para a multiplicacdo do in6culo de Phakopsora pachyrhizi, criando uma fonte de
indculo ao longo dos experimentos.

Figura 9: Plantas de soja com sintomas tipicos de ferrugem asiatica. A foto & esquerda (A), mostra plantas com
lesBes caracteristicas de FAS com &gua livre em sua superficie. A foto a direita (B), mostra a face abaxial de
folhas com urédias de FAS.
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5.2) Inibicdo da germinacdo de urediniosporos da ferrugem asitica por bactérias e
fungos

Sessenta isolados microbianos foram analisados em relagdo ao seu potencial como
agentes de controle biolégico da ferrugem asiatica. Para isto, foram realizadas sucessivas
etapas de “screening”, sendo a primeira delas a avaliagdo de inibicdo da germinacdo de
urediniésporos de P. pachyrhizi. Dessa forma, foi possivel selecionar os microrganismos que
apresentaram uma taxa de inibicdo de germinacdo de uredinidsporos acima de 90% (em cinza

na tabela 1) que foram utilizados nas proximas etapas.
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Inibicdo da germinacéo de Isolados Inibicao da germinacéo de
Isolados bacterianos urediniésporos (%) flngicos uredinioésporos (%)
F2AFSD2 100 FINCD2 100
BL 100 07-08 100
277 100 F3VSD-F3 100
65 100 30-05 99
19 100 02-13 98
NTN 021/08 98 32-01 98
14 95 44-18 97
EN19 95 F2ASD-F2 95
CMAA 894 94 FINED-F2 93
0G 93 41-15 85
FINAS 92 FINCD-F1 77
F3VSD2 92 FINA7 70
CMAA 1322 91 27-16 67
EN78 91 27 66
133 88 FINCD-F2 54
191 83 FINCD1 34
CMAA 1649 81 F3VAL 22
F3VSD-F1 79 Isol 5 18
FINAl 78 Isol_6 16
149 68 40-09 14
F3VSD1 67 Isol_4 3
FINAS8 58 Isol_3 0
F3VA2 56 PT 0
Isol_7 46
131 45
AFS192 45
Isol_8 40
3T3-R3 32
CMAA 1196 20
3TA-73 20
CMAA 1647 20
CAAT 2-62 18
CAAT 4-22 17
Isol_2 16
Isol_9 15
CAAT 5-38 11
Isol_1 0

Tabela 1: Taxa de inibicdo da germinagéo de uredinidsporos de P. pachyrhizi por microrganismos antagonistas

(células cinzas).
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5.3) Identificacdo taxondmica dos isolados microbianos selecionados

A etapa de identificacdo de microrganismos é uma etapa crucial para a otimizacdo da
bioprospec¢do, tendo em vista que grupos de microrganismos produtores de metabdlitos
secundarios de importancia biotecnologica frequentemente possuem genes responsaveis pelas
enzimas de interesse conservados filogeneticamente, compondo, dessa forma, um cluster de
genes tal como ocorre com Bacillus spp produtores de antifingicos, clado com alto potencial
de ser utilizado como agentes de controle biol6gico (KHURANA et al, 2020).

Assim, ap6s a extracdo do DNA gendmico e verificacdo de sua pureza por
espectrofotometria e integridade em gel de agarose 1,2%, foi possivel utiliza-lo como
template para a amplificacdo das regides de importéancia taxondmica 16S e ITS (figura 10)

para posterior sequenciamento.
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Figura 10: DNA gen6mico extraido de 15 isolados (esquerda). Produtos de PCR purificados das regifes ITS
(~700 pb) e 16S (~2200 pb) (direita). Marcador: Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder.

A reacdo de sequenciamento resultou em leituras (reads) com excelente qualidade. Os
dados foram exportados para a plataforma do software BioEdit versdo 5.0.9 e trimming dos
reads, os contigs dos isolados ainda ndo identificados foram submetidos no BLAST+ 2.16.0,
resultando na identificacdo dos isolados da colecdo de trabalho com base nos cinco maiores

scores (Max Score) dentre os resultados (tabelas 2 e 3).
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Isolados

Identificacéo

bacterianos taxondmica Cadigos de acesso/ referéncias
(MW384546.1) (MH712051.1) (KU291373.1) (KC790240.1)
F2AFSD2 Bacillus sp (MF185159.1)
(MW332243.1) (MF094717.1) (MG893181.1) (MW361242.1)
BL Bacillus sp (MN393073.1)
Brucellaceae (CP175669.1) (OK614086.1) (EF537009.1) (KP326563.1)
19 (Familia) (CP174548.1)
Enterobacteriaceae (MH107113.1) (CP071226.1) (CP142089.1) (OR976060.1)
NTNO021/08 (Familia) (MW?750407.1)
(KR906333.1) (KF788209.1) (MK389435.1) (MN367116.1)
14 Microbacterium sp (MF523801.1)
EN19 Enterobacteriaceae | (CP157375.1) (OP630970.1) (ON845417.1) (OR434944.1) (MT113090)
Erwiniciaceae (U80209.1) (MN428659.1) (MN540930.1) (MT234397.1)
F1NAS (Familia) (MK905372.1)
Pseudomonas (KX456362.1) (AB724294.1) (MH373661.1) (MT982172.1)
F3VvsSD2 cichorii (KC311733.1)
(MW332243.1) (MF094717.1) (MG893181.1) (MW361242.1)
EN78 Bacillus sp (MN393073.1)
(MG893181.1) (MN393073.1) (ON045789.1) (CP136263.1)
0G Bacillus subtilis (OR431488.1)
Streptomyces
CMAA 894 araujoniae Silva et al (2013)
Streptomyces
CMAA 1322 caatingaensis Santos et al (2015)

Tabela 2: Identificacdo taxondmica de linhagens de bactérias antagonistas atraves do sequenciamento do
marcador molecular da regido do RNA ribossomal 16S.
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Identificacédo
Isolados fungicos taxonémica Codigos de acesso
(MG870470.1) (MG870463.1) (MG870480.1) (MT820321.1)
F1INED-F2 Diaporthe sp (MG870461.1)
(OM875470.1) (PP906874.1) (MT371377.1) (PQ451743.1)
30-05 Fusarium sp (PP344798.1)
(MG870422.1) (ON024678.1) (MZ014549.1) (MH474242.1)
F2ASD-F2 Eurotiales (Familia) (KF871458.1)
(PP101536.1) (OM106205.1) (MZ723890.1) (MZ723895.1)
32-01 Fusarium sp (PQ482276.1)
(OR284305.1) (OR350467.1) (MH400822.1) (PP770479.1)
02-13 Trichoderma sp (0z012412.1)
(PQ219339.1) (MK871215.1) (0Q821765.1) (MN634481.1)
44-18 Trichoderma sp (MW361348.1)
(PQ035928.1) (MH284011.1) (MF871526.1) (OR939722.1)
07-08 Trichoderma sp (MK870666.1)
(ON926994.1) (MN912315.1) (MG250432.1) (PQ475961.1)
F3VSD- F3 Curvularia sp (PP564501.1)

Tabela 3: Identificacdo taxondmica de linhagens flngicas antagonistas através do sequenciamento do marcador
molecular da regido ITS (Internal Transcribed Spacer).

5.4.1) Avaliacdo do crescimento de bactérias em meio oligotréfico

As condicdes bidticas como a disponibilidade de nutrientes na superficie da folha de
um vegetal s@o condicionantes da composicdo e tamanho da comunidade epifitica de um
vegetal (MORALES et al, 2018). Nesse contexto, a disponibilidade de fontes de carbono
como apontado por Mercier e Lindow (2000) configura como o principal fator limitante para
0 desenvolvimento de populacdes de microrganismos. Além disso, pelas fontes de carbono
estarem desigualmente distribuidas ao longo da superficie foliar, a filosfera é caracterizada
por ser um ambiente majoritariamente oligotrofico com limitados nichos de nutrientes como
nas proximidades de veios por onde vazam fotoassimilados (LEVEAU; LINDOW, 2001).
Assim, com o intuito de simular o crescimento das bactérias selecionadas sob a superficie
foliar, um meio de cultura com a quantidade de fonte carbono modificada para as
concentracBes usualmente encontradas em folhas de feijdo-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.
cv. Bush Blue Lake) foi utilizado a fim de avaliar o crescimento de bactérias selecionadas em

um meio oligotréfico (Figura 11).
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Crescimento de Isolados Bacterianos em Meio Oligotrofico
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Figura 11: Crescimento de bactérias em meio oligotréfico de bactérias selecionadas.

5.4.2) Avaliacao de formacéo de biofilme por bactérias selecionadas

A filosfera é um ambiente que esta em contato direto com a atmosfera e, portanto, este
espaco é caracterizado por um alto dinamismo de suas condi¢cfes abioticas como umidade,
temperatura e incidéncia de raios UV (KOSKELLA, 2020). Dessa forma, os microrganismos
epifiticos necessitam dispor de adaptacdes que 0s permitam que sobrevivam neste ambiente.

O biofilme bacteriano € uma matriz composta, principalmente, por EPSs
(exopolissacarideo) produzido por comunidades de organismos formando agregados que
permanecem unidos ocupando a superficie e que confere aos seus uma maior resisténcia a
estresses ambientais (YIN et al, 2019). No contexto da filosfera, 70% das bactérias residentes
desse micro nicho vivem em comunidades delimitadas por um biofilme (MONIER,;
LINDOW, 2003), ou seja, é notavel a importancia que essa forma de cooperacédo possui no
sucesso da colonizacdo de microrganismos sobre a superficie do vegetal. Colbnias de

bactérias produtoras de biofilme apresentam ndo sé uma maior adesdo e protecdo contra a
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dessecacdo, como também amenizam os efeitos nocivos das altas temperaturas e radiagdes
UV incidentes sobre a planta (STONE; WEINGARTEN; JACKSON, 2018). Portanto, a
capacidade de formacgdo de biofilme é uma caracteristica que potencializa a capacidade de
permanéncia e colonizacdo de microrganismos na filosfera e sua avaliacdo é necessaria no
processo de desenvolvimento de inoculantes voltados ao controle biolégico, de acdo
preventiva, na parte aérea (FESSIA et al, 2022).

Assim sendo, a fim de avaliar estes importantes aspectos no processo de
desenvolvimento de um inoculante para o controle da ferrugem asiatica da soja, experimentos
foram realizados com os isolados bacterianos selecionados a fim de verificar a formacdo de

biofilme in vitro (figura 12).

Formacio de Biofilme por Isolados Selecionados
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Figura 12: Formacéo de biofilme por bactérias antagdnicas a ferrugem asiatica in vitro.

5.5) Avaliacdo do potencial de microrganismos no controle da ferrugem asiatica
Phakopsora pachyrhizi € um patégeno biotréfico e, portanto, seu ciclo de vida é
dependente da colonizacdo dos tecidos vivos da planta para o seu desenvolvimento
(GAUTHIER et al, 2014). Desse modo, experimentos utilizando trifélios e mudas de soja
tiveram como intuito simular o processo de infec¢do do patdégeno em condi¢des de campo e
em condicdes controladas de laboratorio.
Assim sendo, 8 fungos e 15 bactérias pré-selecionadas foram avaliadas. Nos ensaios in

vitro, ainda que constantemente fosse observado a perda de coloragdo natural dos trifolios, foi



43

possivel selecionar os melhores isolados que resultaram nas menores notas de severidade e,
portanto, eliminar aqueles causadores de fitotoxicidade (valores negativos) (tabela 4).

No ensaio em tubetes, duas linhagens foram selecionadas quanto as suas capacidades
de reduzir a severidade da doencga e, por isso, prosseguiram para 0s testes em vasos em casa
de vegetacdo. Contudo, devido a acdo fungicida de uma das linhagens ja ter sido atestada em
trabalhos anteriores envolvendo a avaliagdo de seu perfil de produtos metabélicos e o
biocontrole de Botrytis cinerea em morangos no pos colheita (SILVA et al, 2013) (SILVA et
al, 2014) (ZUCCHI, ; MORAES; MELO, 2008), a linhagem Streptomyces araujoniae
(CMAA 894) foi selecionada para ser avaliado em condic¢Oes de casa de vegetacdo (figura
13).
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Severidade de FAS
Linhagens Folhas destacadas Tubetes
Controle 2,00 3,00
F2AFSD2 2,50
NTNO021/08 1,00* 1,33*
BL 1,75
277 2,00
CMAA 1322 1,25* 2,00
FINCD2 3,00
0G 1,50
Controle 2,50 3,00
EN78 2,33
CMAA 894 0,00* 1,00 *
65 1,50* 2,00
19 2,75
EN19 2,75
FINAS 2,33
14 1,67* 2,00
F3VSD2 2,25
Controle 2,00 3,00
FINED-F2 0,67* 1,00*
30-05 -0,50
F2ASD-F2 -1,00
32-01 -0,50
02-13 -0,50
44-18 -0,50
07-08 0,75

Tabela 4: Reac¢do de folhas e plantas de soja & inoculagdo com P. pachyrhizi. Ensaios realizados utilizando-se
trifolios destacados de soja e em tubetes. Isolados com as células em vermelho e com * apresentaram 0s
melhores resultados.
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CMAA 894

Figura 13: Sintomas da ferrugem asiatica em folhas destacadas. A folha a esquerda mostra sintomas tipicos da
ferrugem (controle), enquanto a folha a direita mostra reducéo da area lesionada com a inoculagdo da
actinobactéria, S. araujoniae, CMAA 894.

5.6) Tolerancia de fungos e bactérias antagonistas a Phakopsora pachyrhizi ao fungicida
Amistar Top

A avaliacdo da compatibilidade de microrganismos com potencial de serem utilizados
como agentes de controle bioldgico com outros métodos de controle como os baseados na
utilizacdo de quimico sintéticos sdo essenciais para o desenvolvimento de estratégias no
contexto do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (BOTELHO; MONTEIRO, 2011). Dessa
forma, os isolados selecionados tiveram sua tolerancia ao fungicida AMISTAR TOP
(azoxistrobina 200g/ L; difenoconazol 125g/ L) avaliada através do seu crescimento em meio
de cultura contendo concentracGes do fungicida 0,5, igual e duas vezes superior ao utilizado

em campo (figuras 14 e 15).
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NTNO21/08

Figura 14: Aspecto do crescimento de bactérias em meio com o fungicida AMISTAR TOP, indicando uma
resisténcia aos componentes do produto.

Figura 15: Aspecto do crescimento de fungos e actinobactéria em meio com o fungicida AMISTAR TOP,
indicando uma resisténcia aos componentes do produto.

5.7) Avaliagdo do potencial de controle da ferrugem em condicdes de casa de vegetacao
A ferrugem asiatica da soja possui sintomas observaveis dentre os quais estdo o

desenvolvimento de lesdes foliares com fenotipo variado abrangendo coloragcdes desde o

verde acinzentado até o castanho escuro ou castanho claro e erupcdo de urédias mais
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comumente encontradas na face abaxial da folha (HOSSAIN et al, 2024)(MURITHI et al,
2016). Assim, a fim de se avaliar a eficiéncia de controle conferida pela suspensdo de células
e pelos metabolitos da linhagem CMAA 894 as mudas de soja selecionadas nos dois
experimentos , a severidade da doenca foi aferida através da contagem do nimero de lesdes
totais no trifélio em secdes no centro de cada foliolo (figura 16), nimero de urédias em 10
lesBes selecionadas aleatoriamente no trifolio (figura 17) e leitura da area total lesionada de
cada trifélio utilizando o software ImageJ/Fiji com o plug-in Robust User-friendy Script Tool
(RUST) adaptado para a ferrugem em soja (figura 18). Da mesma forma, o experimento em
casa de vegetacao (experimento 2) teve os mesmos parametros avaliados para o levantamento
da severidade de FAS utilizando somente o in6culo com células de S. araujoniae (figura 19-
21).

5.7.1) Avaliacéo do potencial de controle da ferrugem asiatica por suspensdo de micélio
de S. araujoniae, CMAA 894, e seus metabdlitos secundarios em condicOes de casa de
vegetacao (experimento 1)

O namero de lesdes, urédias e a area lesionada sdo pardmetros que estdo diretamente
relacionados com a severidade da ferrugem asiatica da soja. Portanto, no primeiro
experimento realizado com apenas uma aplicacdo dos tratamentos, foram realizadas
pulverizacdes do extrato bruto (0,5 mg/ mL) e da suspensdo de micélio S. araujoniae CMAA
894 (OD600 = 0,25) preparadas conforme descrito no item 4.7.1 e 4.7.2, respectivamente, e
foi observada uma diminuicdo da severidade (tabela 5) quando comparada com 0s seus

respectivos controles assim demonstrado nas figuras 16, 17 e 18.

Paradmetros | Tween 80 | CMAA Diminuicao da DMSO Extrato de Diminuicéo da
(M) (0,01%0) 894 severidade (%0) (0,01%) | CMAA 894 | severidade (%0)
Numero de
lesdes 190,2 68,1 64,1 137,7 1144 16,9
Numero de
urédias 31,7 20,3 35,9 31,6 21,1 33,2
Area
lesionada 5 1,9 62 51 1 80,3

Tabela 5: Médias de pardmetros analisados para inferir a severidade de FAS em mudas de soja em casa de
vegetacdo (experimento 1) e seus respectivos percentuais de controle (diminuigdo da severidade).
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Figura 16: Numero de lesGes em secdes circulares no centro de foliolos de soja no experimento em casa de
vegetacdo 1 (uma aplicacdo dos tratamentos). Cores iguais correspondem ao controle e seu respectivo
tratamento. (ANOVA, P-value = 0,0004; F-statistic = 8,21).
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Figura 17: Ndmero de urédias em 10 lesBes aleatérias de secdes circulares no centro de foliolos de soja no
experimento em casa de vegetagdo 1. Cores iguais correspondem ao controle e seu respectivo tratamento.
(ANOVA, P-value = 5,14e-05; F-statistic = 11,41).
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Figura 18: Estimativa da area (pardmetro “% Coverage”) do trifolio acometido por FAS utilizando o plugin
RUST no experimento em casa de vegetacdo 1. Cores iguais correspondem ao controle e seu respectivo
tratamento. (ANOVA, P-value =0,0028; F-statistic = 6,01).

5.7.2) Avaliacdo do potencial do controle de ferrugem asiatica por suspensdo de micélio
de S. araujoniae, CMAA 894, em condicdes de casa de vegetacdo (experimento 2)

O 6timo desempenho da suspensdo de micélio da linhagem de S. araujoniae CMAA
894 no controle biologico da ferrugem asiatica da soja no primeiro experimento em condicoes
de casa de vegetacdo (5.6.1), demonstrou a eficiéncia do tratamento com células do
microrganismo sob aquele que utilizou unicamente uma suspensdo composta por seus
metabolitos secundarios. Dessa forma, um segundo experimento foi conduzido utilizando
apenas a suspensao de micélio (OD600 = 0,25) com uma aplicacdo adicional do tratamento. O
objetivo desta etapa foi averiguar quaisquer incrementos de controle da doenca
proporcionados por um aumento da quantidade inicial de indculo do agente de biocontrole,
avaliados sob 0os mesmos parametros do experimento 1, como observado nas figuras 19, 20 e
21.
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Figura 19: NUmero de lesGes em secdes circulares no centro de foliolos de soja no experimento em casa de
vegetacgdo 2. (T-student test, P-value =1,2479 e-09; T-statistic = -11,832).
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Figura 20: Ndmero de urédias contabilizadas em 10 lesdes aleatorias de se¢Bes circulares com 2,5 cm de
didmetro do centro de foliolos de soja no experimento em casa de vegetacdo 2. (T-student test, P-value =0,0002;
T-statistic = -4,62).
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Figura 21: Estimativa da area (pardmetro “% Coverage”) do trifolio acometida pela ferrugem asiatica utilizando
o plugin RUST no experimento em casa de vegetacdo 2. (T-student test, P-value = 1,3063e-08; T-statistic = -
10,11).

Dessa forma, a partir da quantificacdo dos parametros: nimero de lesdes totais no
trifolio em secdes no centro de cada foliolo, nimero de urédias em 10 lesdes selecionadas
aleatoriamente no trifélio e leitura da area total lesionada (figuras 19, 20 e 21), p&de-se inferir
que a aplicacdo do inoculo de S. araujoniae CMAA 894 promoveu a diminuicdo da
severidade da ferrugem asiatica (tabela 6) em mudas de soja, ponto corroborado a partir da

comparacdo visual das plantas utilizadas nos experimentos (Figura 22).

Parametros
(M) Tween 80 (0,01%) CMAA 894 Diminuicdo da severidade (%0)
Numero de lesbes 323,3 48 85,1
NuUmero de urédias 31 23,3 24,8
Area lesionada 9,4 2,9 69,1

Tabela 6: Médias de pardmetros analisados para inferir a severidade de FAS em mudas de soja em casa de
vegetacdo (experimento 2) e seus respectivos percentuais de controle (diminuicdo da severidade).
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Figura 22: Mudas de soja inoculadas com P. pachyrhizi. A planta a esquerda (controle) apresenta sintomas de
FAS como folhas amareladas e desfolha precoce, enquanto a planta a direita inoculada com S. araujoniae
apresenta poucos sintomas da doenca e 6timo vigor.

5.8.1) Perfil quimico dos metabdlitos secundarios produzidos por Streptomyces
araujoniae (CMAA 894)

Os ensaios da bioatividade das quatro fragdes em laminas escavadas resultaram em

Otimas taxas de inibicdo comparada com o controle (tabela 7).

Fracéo (0,5 mg/ mL) Taxa de inibicéo (%)
Hexano 94
Cloroférmio 95
Acetato de etila 90
Agua 84

Tabela 7: Taxa de inibicdo de metabdlitos de CMAA 894 extraidos com diferentes solventes.

Além disso, com base nos padres de massa sobre carga (m/z) das fragdes obtidas a
partir de UPLC-MS foi possivel realizar uma compara¢do com informagdes do banco de
dados disponivel em CHEMnetBASE: Dictionary of Natural Products resultando na

identificacdo de diversas moléculas da classe das bafilomicinas (figura 23).
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Figura 23: Anélise por UPLC-MS do extrato bruto de S. araujoniae CMAA 894. A. Cromatograma TIC do
extrato bruto de S. araujoniae CMAA 894. B-J. Cromatogramas de ions extraidos das bafilomicinas sodiadas
[M+Na]+ com seus respectivos m/z em modo de analise positivo.

5.8.2) Producéo de Acido Indol -Acético por Streptomyces araujoniae

O éacido indol-acetico (AlIA) é um fitohormdnio da classe das auxinas com amplo
espectro de acdo nas plantas, atuando tanto como promotor de crescimento, como também
contribuindo para a sua defesa contra fitopatogenos (DUCA et al, 2014). Grupos de bactérias,
especialmente aquelas Gram positivas como as actinobactérias, possuem numerosos
representantes em seu clado que sdo linhagens conhecidas pela sua capacidade de biossintese
de AIA (GOUDJAL et al, 2013). Nesse contexto, o isolado CMAA 894 teve sua capacidade
de producéo do fitohormdnio avaliada.

Assim, com base na curva padrdo obtida anteriormente com a formula y = 0,0126 *
x+0,0477 e R2= 0,99, foi possivel inferir que ao fim de 72 horas, a concentracdo de AIA no
meio de cultura foi de 28,8 ug/ mL, contudo na hora 0 (branco) ja era observado uma
concentracdo resquicial inferior a concentracdo final do fitorménio, evidenciado a capacidade

do isolado, de fato, de produzir AlA.
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6) DISCUSSAO

O presente trabalho de pesquisa fez uso de sucessivas etapas de ‘“‘screening”,
realizadas tanto in vitro como in vivo em condigdes com ambiente parcialmente controlado,
com o intuito de se selecionar um isolado microbiano com um bom desempenho em controlar
a ferrugem asiatica da soja. A selecdo foi composta por trés etapas e todos microrganismos
selecionados j& na primeira triagem foram identificados e tiveram suas outras caracteristicas
exploradas com énfase em producéo de enzimas e outras matrizes de interesse agrondmico,
tais como fosfatases, formacao de biofilmes etc.

Assim, dentre os 23 isolados com acdo antagdnica a germinacao de uredinidésporos de
P. pachyrhizi selecionados na primeira fase, foi verificada a presenca de representantes de
grupos de microrganismos ja extensivamente utilizados no contexto do controle biologico tais
como Bacillus, Trichoderma e Streptomyces (NGALIMAT et al, 2021) (SOOD et al, 2020)
(EBRAHIMI-ZARANDI; SABERI RISEH; TARKKA, 2022). Dessa forma, os isolados
bacterianos e fangicos com os melhores resultados foram, respectivamente, Streptomyces
araujoniae (CMAA 894) e Diaporthe sp (FINED-F2).

Diaporthe € um género de fungos com mais de 1200 espécies legitimamente
catalogadas segundo o banco de dados Mycobank no ano de 2024 (CROUS et al, 2004). Os
representantes do género sdo comumente encontrados no ambiente filosférico e estabelecem
uma ampla gama de rela¢Ges ecoldgicas com os seus hospedeiros, variando desde potenciais
fitopatdgenos, i.e oportunistas, até microrganismos endofiticos promotores de crescimento de
plantas (GOMES et al, 2013)(DE ALDANA et al, 2021). Nesse sentido, ndo ha relatos na
literatura até o presente ano em relacdo a capacidade representantes do género Diaporthe em
promover a resisténcia contra a ferrugem asiatica. Contudo, sob uma 6tica com enfoque no
controle biologico, 0 que se observa é a prevaléncia de relatos de representantes desse género
como microrganismos endofiticos generalistas secretores de moléculas bioativas com acédo
antimicrobiana como visto em Yan et al (2018), porém os estudos de proteémica funcional
desse grupo de fungos ainda vem sendo explorada como nos trabalhos de Xu et al (2021) e
Wei et al (2023). Por conseguinte, o isolado FINED-F2 revela-se como um fungo com o
potencial como agente de controle biolégico ainda a ser investigado, especialmente em
relacdo a sua utilizacdo em outras culturas de importancia econémica dada a sua natureza
generalista.

Além disso, a partir dos testes in vivo realizados com folhas destacadas e tubetes como
visto em Li et al (2010) foi possivel eliminar da triagem linhagens de microrganismos

causadores de fitotoxicidade. O principal grupo de microrganismos cujos representantes
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especificos foram eliminados por sua agdo indesejada nos trifélios de soja foi o dos fungos
filamentosos em que sequenciamentos do marcador molecular ITS revelaram que se tratavam
de microrganismos fitopatdgenos ou com acdo de toxicidade ja relatadas na literatura como
Fusarium spp, Trichoderma spp e Talaromyces sp (XU et al, 2023) (ZHAO et al,
2019)(ZHAI et al, 2016). Nesse contexto, 0 isolado que apresentou maior fitotoxicidade foi o
Talaromyces domesticus (F2ASD-F2), cujo género de fungos filamentosos possui varios
representantes conhecidos por serem produtores de rubratoxinas, micotoxina com acao
citotoxica (VOCADLOVA et al, 2023) (YILMAZ et al, 2014). O isolado F2ASD-F2 durante
toda a selecdo apresentou alta producdo de metabdlitos de coloracdo avermelhada, sugerindo
gque 0 mesmo possua a capacidade de producdo de rubratoxinas ou outros pigmentos de
interesse biotecnolégico como azafilona (FRISVAD et al, 2013)

O isolado que apresentou notoriamente o melhor desempenho em diminuir a
severidade da ferrugem asiatica da soja foi 0 CMAA 894, um actinomiceto identificado como
Streptomyces araujoniae. Assim, desde sua identificacdo com o trabalho de Silva et al
(2013), isolados de S. araujoniae tém demonstrado um potencial de controle do
desenvolvimento de varios microrganismos fitopatogénicos tais como Botrytis cinerea
(SILVA et al, 2014), Phytophthora cinnamomi (SUN et al, 2023) e Fusarium oxysporum f.
sp. ciceris (Foc) (ZEYAD et al, 2022). A antibiose vem sendo a principal forma de
antagonismo relatada pelo qual a actinobacteria selecionada desempenha o seu papel como
agente de controle biologico.

Os resultados obtidos com S. araujoniae (CMAA 894) nos experimentos com P.
pachyrhizi no presente estudo vdo ao encontro com os dados na literatura. Ao longo do
experimentos a inoculacdo com uma suspensdo de S. araujoniae, especialmente nos estagios
iniciais de triagem, demonstraram um 6timo controle da ferrugem asiatica da soja como no
ensaio com folhas destacadas em que houve a inibicdo total do processo de infeccdo pelo
fitopatdgeno, evidenciado pela auséncia de pontos necréticos, lesdes ou surgimento de
urédias. Posteriormente, 0s ensaios em casa de vegetacdo corroboram com 0 antagonismo
evidenciado promovido por por S. araujoniae, a aspersdao dos metabolitos (extrato bruto)
solubilizados em DMSO a 0,1% na concentracdo de 0,5 mg/ mL promoveu a diminuicdo da
severidade média da doenca comparando com o controle. Entretanto, a eficiéncia foi ainda
maior com a aspersao de células (OD600 = 0,25), tratamento pelo qual todos os parametros
avaliados “Numero de lesdes por folha”, “Total de urédias em 10 lesdes” e “Area lesionada
(%)” demonstraram uma queda de em média 64, 36 e 62% quando comparado com o seu

respectivo controle (dgua destilada esterilizada + Tween80 0,01%). Ademais, em um novo
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experimento realizado com duas aplicagdes do inoculante bacteriano com as mesmas
caracteristicas foi observado um aparente incremento no controle da ferrugem. Os parametros
citados anteriormente utilizados para avaliar a severidade entre o controle e o tratamento
tiveram uma queda média de 85, 24 e 69%. Entretanto, com base no teste Z utilizando os
dados do primeiro e do segundo experimento, foi possivel concluir que ndo houve diferenca
estatistica e, portanto, o niumero de aplicacbes ndo culminou em um maior controle da
ferrugem asiatica da soja. Por fim, os testes demonstraram o 6timo desempenho de S.
araujoniae em ensaios em casa de vegetacdo com ambiente parcialmente controlado.

O género Streptomyces compreende uma diversidade de bactérias com caracteristicas
agrondmicas relevantes, dentre as quais se destacam a producdo de elicitores que promovem a
resisténcia sistémica de plantas (YANG et al, 2023), antibidticos (DONALD et al, 2022) e
fitohormdnios como o acido indol-acético (GOUDJAL et al, 2013). Nesse contexto, o isolado
CMAA 894 teve suas interacfes ecologicas com o cultivar de soja NEO 610 IPRO e P.
pachyrhizi exploradas a fim de se elucidar os mecanismos por tras do controle biologico
promovido pelo isolado em todos 0S ensaios realizados.

Assim, por meio de analises com Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho
acoplada a Espectrometria de Massas (UPLC-MS) foi possivel identificar moléculas da classe
das bafilomicinas. As bafilomicinas sdo uma classe de antibioticos com acdo antifingica
através da inibicdo de enzimas como as ATPase vacuolares (V-ATPase), primeiramente
identificada em Streptomyces griseus sp. sulphurus em 1984 (YU et al, 2011) (ZHANG et al,
2013). A classe das bafilomicinas, embora tenha sido mais amplamente explorada na area
médica, demonstra grande potencial de ser utilizado na agricultura, tendo em vista a sua
capacidade de controlar doencas de plantas que acometem culturas agricolas, incluindo a soja,
causadas tanto por fungos do solo como também o0s que atacam a parte aérea da planta, como
ja demonstrado em trabalhos de antagonismo in vitro com Rhizoctonia solani (ZHANG et al,
2011) e Botrytis cinerea (SILVA et al, 2014) e Sclerotinia sclerotiorum (LIU et al, 2019).

O género Streptomyces é sabidamente um grupo de microrganismos possuidores do
cluster de genes codificadores de bafilomicinas e o seu papel ja vem sendo explorado na
medicina gracas a sua acdo antibidtica e citotoxica, potencializando tratamentos
quimioterapicos (HWANG et al, 2013) (GUO et al, 2016). A acdo das bafilomicinas se deve
principalmente pela sua estrutura com dezesseis anéis de lactona, conformagdo que permite
que a molécula interaja com V-ATPases responsaveis por processos que Sao essenciais a
celulas como a autofagia e regulacdo do pH de vesiculas lisossomais (LI; LU; SHEN, 2010)

(RIVERA_GIL et al, 2012). Atualmente, nenhum estudo realizou uma avaliagdo do
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mecanismo de acdo por trds da inibicdo das celulas de P. pachyrhizi por bafilomicinas,
contudo SU et al (2018) conduziu estudos para averiguacdo da acdo da molécula sobre
células de Candida albicans, revelando que a bafilomicina C1 atua diminuindo a expressdo
de genes relacionados com a biossintese de ergosterol, componente que por sua vez modula
diretamente as V-ATPases através de um mecanismo conservado em fungos e,
consequentemente, é responsavel pela viruléncia do fungo (ZHANG et al, 2010).

O éacido indolacético (AIA) é um fitohorménio da classe das auxinas comumente
produzido por rizobactérias, incluindo as do género Streptomyces (HARIKRISHNAN;
SHANMUGAIAH; BALASUBRAMANIAN, 2014) e como demonstrado no presente
trabalho, pelo isolado CMAA 894. O fitohorménio AIA desempenha uma série de funcdes
essenciais para o desenvolvimento da planta, especialmente no que concerne ao
desenvolvimento de suas raizes laterais (WOODWARD; BARTEL, 2005), e embora 0s seus
efeitos na planta ndo constituam diretamente uma forma de antibiose no contexto do controle
biologico, estudos como de Ghanashyam e Jain (2009), Hoffman et al (2013) e Mainali e
Nyaupane (2023) sugerem que a promocdo de crescimento mediada por microrganismos
promotores de crescimento vegetal produtores de AIA esteja correlacionada com o aumento
de resisténcia da planta a estresses bidticos.

A inducdo de resisténcia sistémica (IRS) é um estado fisioldgico vegetal pelo qual
através de estimulos por elicitores, uma planta é capaz de desenvolver hipersensibilidade
(priming) responsavel pelo desencadeamento de uma resposta mais rapida e intensa frente a
infeccdo de um fitopatdgeno (YU et al, 2022). Os estimulos que desencadeiam a IRS incluem
os elicitores de origem bacteriana primariamente atuantes na ativacdo de vias de sinalizacdo
do jasmonato, etileno e &cido salicilico culminando na ativacdo de mecanismos de defesa
como a producdo de ROS, fenilpropandides e quitinases e, consequentemente, levando a um
aumento da imunidade vegetal (VOS; PIETERSE; VAN WEES, 2013) (DE PAULA et al,
2021). Nesse sentido, o género Streptomyces possui diversos representantes produtores de
elicitores ja explorados como nos trabalhos de Salla; Astarita; Santarém (2016), Dias et al
(2017), Vergnes et al (2020), Sophie et al e Han et al (2021); consequentemente o isolado
CMAA 894 demonstra um possivel mecanismo ainda a ser explorado em relacdo ao seu papel
como microrganismo indutor da resisténcia sistémica vegetal.

Assim, o controle biolégico promovido por S. araujoniae (CMAA 894) observado ao
longo de todo os experimentos pode ser atribuido a uma série de caracteristicas que atuam
conjuntamente para gerar o resultado, ou seja, diminui¢do da severidade da ferrugem asiatica

da soja. Dessa maneira, a partir das vérias etapas de selecdo, pdde-se selecionar um
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microrganismo e elucidar os mecanismos que o tornam t&o efetivo no controle doenga,
contudo futuros estudos ainda devem ser feitos em relacdo ao escalonamento tanto de sua
producdo em maior escala em biorreatores, como também a sua utilizagdo em campos
experimentais e com outros cultivares de soja. Assim, o presente estudo pdde galgar os
primeiros passos rumo ao desenvolvimento de um possivel inoculante agricola que possa
enfim promover um controle efetivo ndo s6 da ferrugem asiatica, como também de outras

possiveis doencas fungicas.
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