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RESUMO

Fungos sdo os fitopatdgenos que mais afetam a produtividade agricola global de forma substancial.
O desenvolvimento de estratégias e abordagens sustentaveis para o controle de fungos
fitopatogénicos e suas respectivas doencas se torna um topico cada vez mais relevante em vista da
crescente conscientizacdo do consumidor em relacdo a problemética dos agrotoxicos.
Actinobactérias sdo organismos majoritariamente encontrados no solo, capazes de desenvolverem
relacOes simbidticas com vegetais e promover diversas vantagens para seus hospedeiros, incluindo
resisténcia a estresses bidticos. Streptomyces é um género de actinobactérias particularmente
conhecido por seu robusto metabolismo secundario e alto potencial biotecnolégico na producédo de
compostos antimicrobianos, mas estudos apontam também o potencial de tais bactérias no controle
bioldgico de doencas de plantas. O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial
antifungico da cepa MGO04 de Streptomyces sp., isolado do sedimento do mangue, contra fungos
fitopatogénicos de interesse comercial no intuito de obter um panorama geral das propriedades
antagonisticas da cepa orientar potenciais aplicacdes no biocontrole e manejo de doengas em
plantas. Para tanto, foram realizados ensaios de antagonismo in-vitro com cultura dupla, ensaios
com filtrado do cultivo celular e ensaios de antagonismo de compostos organicos volateis, além da
investigacdo do impacto das condicdes de cultivos no potencial antifingico. O potencial antagdnico
da cepa MGO04 foi testada contra os seguintes géneros de fitopatdgenos: Alternaria alternata;
Bipolaris sp.; Ceratocystis paradoxa; Colletotrichum sp.; Lasiodiplodia euphorbicola;
Lasiodiplodia pseudotheobromae; Rhizopus microsporus; Sphaceloma sp. (CNPUV 102) e
Sclerotinia sclerotium. Para tal, foi empregado o ensaio de cultura dupla em placa de Petri (32,20%
a 79,67% de inibicdo), de difusdo em agar de filtrado do cultivo celular (10,54% a 53,57% de
inibicdo), de producdo de compostos orgénicos volateis (19,70% a 86,68% de inibicdo) e foi
aplicado metodologia OSMAC ajustada com design de Plackett-Burman para avaliacdo das
variaveis de maior impacto na produtividade antimicrobiana. Entre os 9 fungos fitopatogénicos
testados, 8 deles demonstraram inibicdo significativa do crescimento, das quais se destacam
Bipolaris sp., Colletotrichum sp. e Sphaceloma sp., agentes causadores da Mancha-de-Bipolaris,

antracnose e do superenlongamento da mandioca, respectivamente.

Palavras-chave: Controle biol6gico; Streptomyces sp.; Fungos fitopatogénicos; Metabdlitos

antifangicos; Compostos organicos volateis.



ABSTRACT

Fungi are the phytopathogens that most substantially affect global agricultural productivity. The
development of sustainable strategies and approaches for the control of phytopathogenic fungi and
their respective diseases has become an increasingly relevant topic because of growing consumer
awareness regarding the issue of pesticides. Actinobacteria are organisms mostly found in soil,
capable of developing symbiotic relationships with plants and promoting several advantages for
their hosts, including resistance to biotic stresses. Streptomyces is a genus of actinobacteria
particularly known for its robust secondary metabolism and high biotechnological potential in the
production of antimicrobial compounds, but studies also point to the potential of such bacteria in
the biological control of plant diseases. The present study aims to evaluate the antifungal potential
of the MGO04 strain of Streptomyces sp., isolated from mangrove sediment, against phytopathogenic
fungi of commercial interest in order to obtain a general overview of the strain's antagonistic
properties and guide potential applications in biocontrol and management of diseases in plants. To
this end, in-vitro double-culture antagonism tests, cell culture filtrate antagonism and voltaile
organic compounds antagonism essays were carried in addition to investigation of the impact of
cultivation conditions on the antifungal potential. The antifungal potential against phytopathogens
was measured against Alternaria alternata, Bipolaris sp., Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum
sp.; Lasiodiplodia euphorbicola; Lasiodiplodia pseudotheobromae; Rhizopus microsporus;
Sphaceloma sp. (CNPUV 102) and Sclerotinia sclerotium. To this end, the double plate culture
assay (32.20% to 79.67% inhibition), diffusion test in cell culture filtrate agar (10.54% to 53.57%
inhibition), of production of volatile organic compounds (19,70% to 86,68% inhibition) and
OSMAC methodology adjusted with Plackett-Burman design was applied to evaluate the variables
with the most significant impact on antimicrobial productivity. Of the nine fungi tested, 8 showed
considerable growth inhibition, particularly Bipolaris sp., Colletotrichum sp. and Sphaceloma sp.,

causative agents of Bipolaris Spot, anthracnose and cassava superelongation, respectively.

Keywords: Biological control; Streptomyces sp.; Phytopathogenic fungi; Antifungal metabolites;

Volatile organic compounds.
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1. INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento tecnoldgico na agricultura € marcado por diversos
problemas e desafios, dos quais os principais estao relacionados a demanda de elevados indices de
producdo num cenario global com a crescente escassez de recursos e degradacdo ambiental
(Shivlata & Satyanarayana, 2017; Srivastav, 2020), com algumas estimativas sugerindo que a
necessidade de producdo agricola crescera em 70% até 2050 devido ao aumento da populagdo
mundial em até 9,7 bilhGes (Molotoks, 2021; Bindraban et al., 2018). Neste sentido, 0 aumento da
demanda alimenticia resulta em uma maior pressdo no mercado agricola na busca de estratégias e
abordagens que resultem no aumento da produtividade e desempenho dos cultivares e ajudem no
desenvolvimento ideal de culturas economicamente importantes (Zhang et al., 2018).

A estratégia comumente empregada na producdo agricola é a aplicacdo de fertilizantes
quimicos e pesticidas que podem aumentar a quantidade das colheitas, a segurancga alimentar e o
aumento da vida util dos produtos (Kawasaki & Lichtenberg, 2015). Entretanto, apesar de sua
consideravel contribuicdo positiva no controle eficiente de doencas de plantas e pragas, nas ultimas
décadas € possivel notar uma mudanca significativa da percepcdo geral do publico em
preocupaces sobre os efeitos negativos dos pesticidas quimicos na sade humana, bem como sobre
seus impactos negativos no meio ambiente extensamente documentados (Kim et al. 2017), como a
contaminacgdo do solo, da &gua, lixiviacdo, eutrofizacdo (Khan et al., 2014) e toxicidade para a
fauna, flora e organismos benéficos no geral (Tudi et al. 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento de produtos e técnicas mais sustentaveis, seguras e
eficazes para 0 manejo agricola vem se tornando cada vez mais interessante para o mercado e
consumidores (Silva et al., 2020; Melovi¢ et al., 2020). Para tanto, o uso de organismos no controle
de doengas de plantas vem se tornando uma alternativa verde cada vez mais atraente, tanto pré
como pos-colheita, especialmente em situacdes onde a resisténcia a doengas ou o controle quimico
ndo sdo alternativas viaveis (Dow et al, 2023). O uso de um microrganismo para o biocontrole pode
trazer diversas vantagens, como uma maior especificidade ao organismo alvo, menor quantidade
de residuos potencialmente nocivos ao ambiente e menor inducdo da resisténcia nos patégenos
(Collinge et al, 2022). Tais organismos sdo capazes de atuar no biocontrole por varios mecanismos
distintos, mas muitas vezes interativos, como a competicdo por nutrientes, por espaco, pelo
parasitismo, pela inducdo dos mecanismos de resisténcia, pela acdo de metabolitos
antimicrobianos, enzimas hidroliticas ou fitotoxinas (Silva et al., 2022; Collinge et al., 2022).

Entre as varias espécies de organismos aplicados no biocontrole, destacam-se 0s
actinomicetos, bactérias do solo capazes de promover os mais diversos efeitos positivos para
vegetais (Strobel, 2003). Essas bactérias sdo capazes de produzir uma gama de compostos de

interesse capazes de acarretar efeitos negativos contra pestes tipicas da agricultura, como
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nematddeos (Yi et al., 2022), fungos, bactérias e até mesmo insetos (Liu et al., 2008). Além disso,
actinobactérias atuam como possiveis simbiontes de plantas, colonizando o tecido vegetal sem
causar atividade patogénica (Joo et al., 2021) e promovendo a salde e crescimento da planta pelo
aumento da biodisponibilidade de nutrientes como o fosfato e o nitrogénio (Silva et al., 2022), além
de produzir uma gama de horménios e enzimas promotores do crescimento vegetal, como o &cido
indolacético (AlA) (Hsu, 2010), giberilinas e citoquininas (Rashad et al., 2015; Verma et al., 2019).
Entre as diversas espécies de vegetais que 0s actinomicetos sdo capazes desenvolver relacoes
simbioticas, muitas sdo relativas a culturas comercialmente relevantes, como a soja, o tomate, o
trigo e o gréo de bico (White et al., 2019).

O género Streptomyces sp. em especifico se destaca por ser um dos maiores produtores de
metabolitos bioativos do mundo, com aplicacdes na medicina e na inddstria (Inbar et al., 2005)
produzindo mais de 80% dos antibidticos conhecidos (Challis & Hopwood, 2003). Entretanto,
apesar de seu elevado potencial para a producdo de compostos de interesse antimicrobiano e de seu
observado comportamento como possivel organismo endofitico, o género Streptomyces ainda é
relativamente pouco explorado na aplicacdo como agente de biocontrole quando comparado com

actinobacterias tipicas do biocontrole (Silva et al., 2022).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fungos fitopatogénicos e doengas de plantas

Apesar de representarem apenas uma pequena parcela da populagéo total de fungos, os
fungos fitopatogénicos sdo os principais agentes causais da maior parte das doencas tipicas em
plantios ao redor do mundo, sendo responsaveis por cerca de 80% de doengas vegetais de
importancia agricola e econémica (Shuping & Eloff, 2017; El Hussein et al., 2014). A
especificidade de alvo varia de fitopatdgeno, alguns possuem hospedeiros especificos, enquanto
outros tém uma ampla gama de hospedeiros, com certas espécies de plantas podendo ser
hospedeiras de multiplos patdgenos fungicos vegetais (Gonzalez-Fernandez et al., 2010; Agrios,
2005). Estima-se que na agricultura as perdas anuais nas colheitas devido a doencas fungicas
excedem o0s 200 mil milhdes de euros, sendo gastos anualmente mais de 600 milhdes de dolares
em produtos fungicidas apenas nos Estados Unidos (Arora et al., 2006).

Além de acarretar em severos prejuizos para o plantio, fungos fitopatogénicos podem
também causar perdas significativas nos processos pds-colheita, no manuseio, no armazenamento,
na embalagem, transporte e até mesmo nas maos do consumidor, sendo o principal agente bioldgico
responsavel pelo apodrecimento acelerado de frutas e vegetais frescos em processos pos-colheita,
podendo destruir de 10 a 30% do rendimento nas etapas seguintes a colheita (Agrios, 2005). Mais

de 100 espécies de fungos séo responsaveis pela maioria das doencas pos-colheita (Tripathi &
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Dubey, 2004).

Neste trabalho foram utilizadas 9 espécies de fungos fitopatogénicos, sendo elas: Alternaria
alternata; Bipolaris sp.; Ceratocystis paradoxa; Colletotrichum sp.; Lasiodiplodia euphorbicola;
L, pseudotheobromae; Rhizopus microsporus; Sphaceloma sp. (CNPUV 102) e Sclerotinia
sclerotium. Os fitopatdgenos e as doencas tipicamente associadas aos mesmos e as principais

plantas hospedeiras estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Fungos fitopatogénicos usados neste trabalho, bem como suas doengas associadas, seus hospedeiros e
suas respectivas referéncias.

Fungo Fitopatogénico

Alternaria alternata

Bipolaris sp.

Ceratocystis paradoxa

Colletotrichum sp.

Lasiodiplodia

euphorbicola

L. pseudotheobromae

Rhizopus microsporus

Sphaceloma sp.

Sclerotinia sclerotium

Doenca(s) associada(s)
Mancha de alternaria;
Mildio da batateira

Podrid&o radicular de
Bipolaris; mancha foliar
de Bipolaris.

Podrid&o negra;
Podriddo mole
Antracnose de

Colletotrichum.

Podridao negra radicular
de mandioca.

Podriddo seca de maniva

Podrid&o de rhizopus

Verrugose;
Superalongamento de
mandioca; Antracnose

de Sphaceloma.

Podridao-de-esclerotinia

Alvos

Milho, Arroz, Algodao,
Batata, Cevada, outros

Arroz, trigo, milho,
sorgo, e varias espécies
de gramineas.

Abacaxi, seringueira,
eucalipto, coco e outras.

Laranja, liméo, café,
cacau, manga, mandioca,
e outros.

Mandioca, graviola, uva,
cajazeira, manga,
acerola.

Mandioca, uva, manga,
cajazeira, graviola, caju,
acerola.

Milho, girassol e arroz.
Principalmente pos-
colheita.

Feijdo-frade, mandioca,
acerola, uva e outros.

Soja, feijéo, algodao,
batata,tomate e outros.

Fonte: Tabela elaborada pelo autor, respectivas referéncias na tabela.

2.2 Potencial biotecnoldgico de bactérias do mangue

Referéncia

Singh et al., (2015);
Marin-Felix et al., 2019.

Manamgoda et al., 2014,

Magalhdes et al., 2015;
Mbenoun et al., 2013.

Marin-Felix et al., 2017;
Barbieri et al., 2017

Machado et al., 2014;
Cimmino etal., 2017;
Coutinho et al., 2017.

Cimmino et al., 2017;
Coutinho et al., 2017.

Williams et al., 1983;
Partida-Martinez e
Hertweck, 2005.

Alvarez et al., 2003;

Kurata et al., 1954;
Felber et al., 2016.

Boland e Hall, 1994.

O manguezal é um ecossistema costeiro, de transicdo entre o bioma maritimo e terrestre,
caracteristico pelo encontro de aguas de rios com a do mar, ou diretamente expostos a linha da

costa, conhecida também como regido entre-marés. A vegetacdo do mangue é predominantemente
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haléfila por conta do fluxo constante entre agua doce e salgada, com longas raizes para permitir
sustentacdo no solo lodoso do mague e adaptada para a alta quantidade de matéria organica
acumulada no ambiente (Cuzzuol & Campos, 2001; Dos Santos & De Lima, 2021). Por se tratar
de um bioma de transi¢do, onde varios ecossistemas distintos se encontram, 0 manguezal se torna
um espaco onde ocorrem interacdes complexas entre vegetais, animais e microrganismos que
ocupam a regido do manguezal e sdo influenciados pelos fatores abioticos presentes em seu
ambiente (Santos, 2017).

Os microrganismos do mangue sdo conhecidos por seu consideravel potencial como fonte
de produtos biotecnoldgicos de alto interesse econdémico em setores agricolas, na promocéo do
crescimento vegetal e na substituicdo de pesticidas quimicos, devido a muitas de suas
caracteristicas (Thatoi et al, 2013). Por conta da variacao constante das condi¢des ambientais, bem
como a presenca de diversos estressores bioldgicos naturais do bioma, muitos dos microrganismos
do mague sdo dotados de mecanismos de resisténcia a ambientes extremos, 0s tornando
naturalmente mais resistentes a condi¢fes bidticas e abidticas encontradas em ambientes,
marcando-0s como potenciais organismos de interesse para aplicacdo no cultivo e pode torna-los
aptos para produzir novas substancias com potencial biogénico (Sadeer et al, 2023; Thatoi et al,
2013). Por fim, muitos dos microrganismos isolados do mangue sdo conhecidos por seu potencial
na promoc¢do do crescimento vegetal, seja pela producdo de horménios de crescimento,
solubilizacdo do fosfato, fixacdo do nitrogénio ou pela acéo direta e indireta contra fitopatdgenos
(Thatoi et al, 2013; Bibi et al., 2018).

2.2 Actinobactérias

Dentre os diversos grupos de microrganismos que sdo conhecidos por atuarem no controle
biolégico, o filo das actinobactérias apresenta um potencial particular e bem estudado.
Actinobactérias, também conhecidas como Actinomicetos, sdo um filo de bactérias filamentosas
Gram-positivas quimiorganotroficas que crescem tipicamente em pH neutro, mas podem também
se proliferar em condicdes alcalofilas ou aciddfilas. Alguns dos membros especificos do filo podem
desenvolver capacidades autotroficas, mas a grande maioria sao heterotréficas, sendo extensamente
estudadas devido a sua capacidade de produzir uma ampla variedade de metabolitos secundarios,
incluindo antibidticos, enzimas e pigmentos de interesse biotecnoldgico. Sdo encontradas nos mais
diversos habitats, podendo ser isoladas tanto em ambientes terrestres quanto aquaticos (Segaran et
al., 2017).

. Comumente sdo capazes de exercer atividade endofitica e rizosférica, promovendo o
crescimento dos vegetais (Hazarika et al., 2020), a fixacao de nitrogénio (Gadkari et al., 1992), a

producdo de enzimas de interesse como as quitinases, glucanases, amilases, celulases, lipases e
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proteases (Jog et al., 2016) e também aumentando a resisténcia a doencas e estresses abidticos,
como seca e salinidade (Hazarika et al., 2020; Segaran et al., 2017). Além disso, elas também
podem decompor a matéria organica no solo, liberando nutrientes importantes para as plantas e
melhorando a estrutura e a fertilidade do solo (Bhatti et al., 2017).

Por tais motivos, as actinobactérias, seus metabdlitos e suas propriedades antimicrobianas
sdo extensamente estudadas desde a década de 1920, com uma grande variedade de compostos
bioativos sendo isolados das mesmas, comegando com a streptomicina na década de 1940 (Silva et
al., 2022; Waksman et al., 2010). Apesar do extenso respaldo bibliografico existente para as
actinobactérias, ¢ importante ressaltar que a tendéncia é um aumento ainda maior relativo a
demanda global por produtos biotecnoldgicos e do aumento da exploracdo da biodiversidade

microbiana (Silva et al., 2022).

2.3 Género Streptomyces

Dentre os muitos géneros de Actinomicetos conhecidos, um dos que mais se destaca € o
género Streptomyces. Representando a grande maioria dos actinomicetos encontrados em amostras
de solo (Basilo et al., 2003) e sendo 0 mais amplamente estudado na literatura geral, bem como o
mais testado no contexto de biocontrole de doencas de plantas e producdo de metabdlitos
secundarios de interesse biotecnoldgico (Inbar et al., 2005; Ebrahimi-Zarandi et al., 2022).

No que tange a morfologia, o género Streptomyces é conhecido por sua similaridade
superficial a fungos, por conta da similaridade de seu micélio e de sua capacidade de formag&o de
esporos aereos, conidios, dispostos em cadeia ou em esporangio (Strobel, 2003). Esses esporos sao
capazes de germinar em miceélios formadores de hifas vegetativas que penetram no meio de forma
radicular para acessar os nutrientes nele disponiveis. Posteriormente, quando a colénia envelhece
e 0s nutrientes comegcam a se esgotar, a bactéria comeca a desenvolver ramos especializados que
evoluem da superficie da colbnia, resultando na hifa aérea produtora de esporos que cresce
verticalmente e eventualmente ira continuar o ciclo reprodutivo por esporulacdo (Hu, Chen &

Urban, 2012). A Figura 1 representa o ciclo reprodutivo do género Streptomyces.
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Figura 1: Representagdo esquematica do ciclo de vida dos actinomicetos esporulantes.
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Fonte: Adaptado de Barka et al., 2016.

O género é conhecido por apresentar potencial particular na producdo de metabdlitos
secundarios de interesse com aplicacdes na indUstria cosmética, farmacéutica, medicinal, pecuéria
e agropecudria (Inbar et al. 2005; Jog et al. 2016; de Sousa, Gonzaga, Lacava; 2017). Existe
respaldo cientifico extenso e robusto das eximias propriedades antimicrobianas e antifingicas do
género Streptomyces que tornam o género como um alvo de interesse para aplicagdes no controle
de patégenos (Matsumoto et al., 2017; Van der Meij et al.; Sanchez-Suérez et al., 2020; Quinn et
al., 2020). E estimado que pelo menos trés quartos de todas as espécies de Streptomyces sejam
produtoras de antibioticos (Passari et al., 2017) e que dos 13.700 metabolitos bioativos provenientes
de actinobacterias catalogados (Bérdy et al., 2012), mais de 75% deles sao provenientes do género
Streptomyces (Challis & Hopwood, 2003; Kharat et al., 2009). Alguns dos exemplos de compostos

ativos provenientes de Streptomyces estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2: Lista de antibioticos comercialmente disponiveis produzidos por Streptomyces spp..

Espécie Antibidtico Espécie Antibidtico
S. orchidaccus  Cicloserina S.erythraeus Eritromicina
S. oriantalis Vancomicina S. vensuella Cloranfenicol
S. fradiae Neomicina, S. aureofaciens  Clortetraciclina,
Actinomicina, Dimetilcloro, tetraciclina

Fosfomicina, Decamicina

S.nodosus Anfotricina S. ambofaciens  Espiramicina



S.noursei Nistatina S. avermitilis  Avermicina
S. mediterranei  Rifampicina S. alboniger Puromicina
S. griseus Estreptomicina S. niveus Novobicina
S. Canamicina S. platensis Platenmicina
knanamyceticus
S. tenebrarius  Tobramicina S. roseosporus  Daptomicina

S. spectabilis ~ Espectinomicina S. ribosidificus  Ribostamicina
S.viridifaciens  Tetraciclina S. garyphalus  Cicloserina
S. lincolensis  Lincomicina, S. vinaceus Viomicina
Clindamicina
S.rimosus Oxitetraciclina S. clavuligerus  Cefalosporina
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Fonte: modificado de Hasani et al., 2014.

2.4 Streptomyces no controle bioldgico

Agente de biocontrole é um termo que se refere a ferramentas microbiolégicas empregadas
para melhorar o rendimento das colheitas e gerar resultados benéficos no crescimento e na salde
das plantas por varios métodos como o hiperparasitismo, a predacdo, a antibiose e a competicéo
por nutrientes e espaco (Nega et al. 2014). Esses agentes oferecem varias vantagens em relacéo aos
pesticidas quimicos, sendo altamente especificos para seus alvos, minimizando os danos aos
organismos benéficos e a fauna nao-alvo e tém baixo potencial de toxicidade para seres humanos
e animais, reduzindo os riscos a salde e ao meio ambiente. Mas € importante ressaltar que o sucesso
do biocontrole depende de fatores como a escolha correta do agente, a compreensao da biologia da
praga, a identificacdo precisa do problema e a implementacéo adequada das estratégias de manejo,
sendo fundamental contar com o conhecimento e o suporte técnico adequados ao adotar essas
praticas (Nega et al. 2014; Mahanty et al. 2017).

Conforme relatado, Streptomyces sdo bactérias que frequentemente apresentam
propriedades alelopaticas proeminentes, sendo assim, sua implantacdo em sistemas agricolas como
agente potencial de biocontrole tem sido cada vez mais investigada nas Ultimas décadas, apesar de
ainda ser relativamente pouco explorada quando comparada com outras actinobactérias (Silva et
al., 2022; Barka et al., 2016). A Tabela 3 representa alguns dos muitos produtos disponiveis no

mercado que fazem uso de formulagGes contendo cepas de Streptomyces.
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Tabela 3: Biofertilizantes e produtos para biocontrole que constam espécies de Streptomyces como seu produto
ativo.

Produto Comercializado Espécie de Streptomyces Aplicacdo
Streptomyces lydicus WYEC108 Promog&o de crescimento de
Actinovate® AG/Actinovate® SP plantas e fungicida
Actino-lron® Streptomyces lydicus WYEC108 Promocdo de crescimento de

plantas e fungicida

Thatch Control Streptomyces violaceusniger cepa Fungicida e nematicida
YCED 9
Mycostop® Streptomyces griseoviridis cepa Fungicida
K61
YAN TEN Streptomyces Streptomyces saraceticus KH400 Fungicida

saraceticus
Fonte: Adaptado de Ebrahimi-Zarandi et al., 2022.

Existe robusto respaldo da literatura no uso de Streptomyces para controle bioldgico. Por
exemplo, S. aureofaciens melhorou a protecéo contra a antracnose pés-colheita em manga causada
por Colletotrichum gloesporioides (Haggad & Abdall, 2011). Formulagdes a base de talco de S.
griseus foram usadas para controlar a murcha de Fusarium na cultura do tomate (Anitha & Rabeeth,
2009). Streptomyces sp. foi usado para o controle biolégico da casca prateada de tubérculos de
batata produzidos por Helminthosporium solani (Elson et al., 1997). Streptomyces rochei em
combinacgdo com Trichoderma harzianum foi usado para controlar a podriddo radicular em pimenta
causada por Phytophthora capsici (Ezziyyani et al., 2007). A eficacia do biocontrole da cepa AOK-
30 de Streptomyces padanus é observada contra Pestalotiopsis sydowiana em mudas de louro-da-
montanha cultivadas usando a técnica de cultura de tecidos (Meguro et al., 2004). Em um estudo
semelhante, Streptomyces sp. cepa MBCu-56 € relatada para efeitos de biocontrole semelhantes na

antracnose do pepino causada por Colletotrichum orbiculare (Shimizu, 2011).

2.5 Streptomyces na produc¢do de compostos metabolitos

Outra caracteristica das actinobactérias muito estudada por conta de seu alto interesse
biotecnologico € seu enorme potencial para producdo de antibidticos e biostaticos e, portanto,
fornecendo um vasto reservatorio de metabdlitos com alto aplicacdo biotecnoldgica para a industria
(Berdy et al., 2012). Exemplos desse potencial biotecnoldgico séo os antibioticos ciclohexamida e
estreptomicina, que foram os primeiros usados para controlar doengas fangicas e bacterianas em

plantas, sdo produzidos por Streptomyces griseus (Leben & Keitt, 1954). A kasugamicina, um
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metabdlito antibacteriano e antifungico que inibe a sintese de proteinas em microrganismos, é
utilizada para o controle do brusone do arroz causada pelo fungo Pyricularia oryzae e doencas
bacterianas causadas por Pseudomonas em diversas culturas, sendo inicialmente obtida de
Streptomyces kasugaensis (Umezawa et al., 1965).

Considerando o potencial antimicrobiano dos metabdlitos e a relagdo natural encontrada
em muitas espéecies de actinobactérias, € esperado que endofiticas produtoras de substancias
antibioticas demonstrem a capacidade de proteger as plantas do ataque de patégenos, como € o caso
da Streptomyces galbus R-5, produtora de actinomicina X2 e fungicromina, oferecendo protecédo
contra a mancha de Pestalotiopsis longisetula (Hasegawa et al., 2006). Alguns estudos também
utilizaram actinobactérias produtoras de antibidticos para o controle de doencas foliares, como
antracnose em inhame (Palaniyandi et al., 2011) e mancha foliar de alfafa (Samac et al., 2003). E
importante ressaltar que, por conta da associacdo dessas bactérias com vegetais, muitos dos
metabdlitos antibidticos produzidos por actinobactérias tém um enorme potencial como bio-
fumigantes na agricultura, podendo se tornar alternativas ecologicamente corretas para quimicos,

como o brometo de metila, o [1, 3-dicloropropano] e a cloropicrina (Shrivastava & Kumar, 2018).

2.6 Compostos organicos volateis (VOCs)

Compostos organicos volateis produzidos por microrganismos (VOCs ou MVOCs) sdo
caracterizadas por seu baixo peso molecular, baixo ponto de ebuli¢cdo e alta pressdo de vapor,
consequentemente se evaporam facilmente e sdo responsaveis por parte do odor caracteristico de
cada microrganismo, sendo muito utilizados como sinalizadores de contaminac¢do na industria
alimenticia (Carpenter et al., 2017; Morath et al., 2012). Diversas classes de compostos se
enquadram na definicdo de VOCs, dentre elas podemos citar: alcoois, aldeidos, compostos
aromaticos, sulfetos, terpenodides e ésteres. Sdo uma classe de substancias produzidas
principalmente como subprodutos metabélicos tanto primarios quanto secundarios e que por tal
motivo, a composicao do perfil de compostos volateis tende a ser altamente especificas para cada
espécie de microrganismo (Korpi et al., 2019).

Os VOCs sdo produtos de alto interesse comercial principalmente na industria alimenticia,
pois sua aplicagdo ndo requer contato direto de microrganismos com os alimentos e se dispersam
mais facilmente, ndo se acumulando no alimento em si, sendo assim considerados como potenciais
bio-fumigantes para armazenamento de safras e aplicacdo no plantio e pos-colheita no controle de
doencas vegetais. Os VOCs derivados de bactérias, especificamente, sdo geralmente polares e
possuem baixo peso molecular, fazendo com que possam se difundir mais facilmente no solo e por
maiores distancias (Zhao et al., 2022).

Streptomyces foi reportado como produtor de compostos volateis por diversas fontes, como
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por exemplo Le et al. (2022), onde a cepa AN090126 de Streptomyces sp. apresentou propriedades
alelopéaticas ou antipatogénicas contra Sclerotinia homoeocarpa, Ralstonia solanacearum e
Xanthomonas euvesicatoria. E possivel citar também o trabalho de Wang e colaboradores (2013),
onde VVOCs de Streptomyces alboflavus apresentaram potencial inibitério in-vitro contra Fusarium

moniliform, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, e Penicillum citrinum.

2.7 Estratégia OSMAC (One Strain Many Compounds)

Enquanto se encara um contexto de progressiva resisténcia microbioldgica, poucos
produtos antibidticos efetivos sdo desenvolvidos em plenitude e adentraram o mercado nas Ultimas
décadas devido a desafios na triagem de candidatos adequados, no desenvolvimento de compostos
antibidticos prospectivos e antibioticos e do fato que a grande maioria dos compostos antag6nicos
oriundos do metabolismo secundario padrdo de organismos produtores de antibidticos ja foi
caracterizado nas Ultimas de 5 décadas (Hoskisson & Seipke, 2020.; Payne et al., 2007; Bailey et
al., 2011).

Entretanto, estudos utilizando a técnica de sequenciamento do genoma completo (WGS)
mostram que apenas uma pequena por¢do do potencial biossintético de certos microrganismos de
interesse é expressa sob condic¢Bes padrdo de cultura in vitro (Khare et al., 2018). Hoje em dia, 0
arcabouco da descoberta de compostos com propriedades antibidticas esta baseado no emprego de
abordagens gendmicas para identificagdo e prospeccdo de clusters de genes biossintéticos e de
diversas técnicas para estimular o metabolismo secundario (Pan et al. 2019; Hoskisson & Seipke,
2020.).

A estratégia OSMAC (One Strain Many Compounds) é uma abordagem metodoldgica
abrangente, simples e robusta empregada frequentemente para descobrir compostos cripticos e
silenciosos em microrganismos, mas além de seu uso classico ela também pode ser utilizada para
a otimizacdo da producdo de compostos organicos naturais e para investigacdo das vias metabolicas
secundarias de um organismo teste. A abordagem OSMAC é baseada na alteracdo dos parametros
do meio de cultivo como: temperatura, salinidade, pH, nutrientes, agitacdo, adi¢do de enzimas, de
quimicos, quelantes e co-cultivo com organismos com propriedades simbioticas ou antagonisticas,
no intuito de acarretar em alteragdes que resultem na inducéo de vias de produgdo de metabolitos
secundarios (Romano et al., 2018; Pan et al. 2019). Um exemplo de actinomiceto otimizado pela
metodologia OSMAC pode ser encontrado no trabalho de Liu e colaboradores (2017), onde
Streptomyces sp. (isolado da formiga) cepa 1H-GS5 se mostrou capaz de produzir um novo
derivado de espectinabilina quando cultivada em meio composto por amido de milho 10%, soja em
p6 1%, farinha de algoddo 1%, a-amilase 0,02%, NaCl 0,1%, K2HPO4 0,2%, MgSO4 - 7H20

0,1%, CaCO3 0,7%, é&cido ciclohexanocarboxilico 0,1%, pH 7,0 otimizado por metodologia
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OSMAC adaptada.

As fontes de carbono e nitrogénio sdo dois fatores de alto impacto na viabilidade e
metabolismo celular, e por isso sdo duas das principais variaveis investigadas em estudos de
variacao de meios (Ruiz et al., 2010; Pan et al., 2019). A fonte de carbono impacta os mais diversos
ambitos do metabolismo celular, mas dentre suas principais funcdes pode-se citar o fornecimento
da base para a expanséo da biomassa, seu papel como o composto mais representativo da energia
bioldgica heterotrofos e também pela mesma ser geralmente a fonte de moléculas de carbono para
a composicdo de metabolitos secundarios. A fonte de nitrogénio, por outro lado, é componente
obrigatorio para a sintese de proteinas e &cidos nucléicos, além de fornecer unidades de Nitrogénio
para a composicao de metabolitos secundarios. Sabe-se que o tipo de fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas tém uma influéncia significativa no metabolismo secundario microbiano (Pan et al.,
2019; Ruiz et al., 2009; Singh et al., 2017). Além disso, € importante ressaltar que a relagdo C/N é
um dos fatores importantes que afetam os produtos de fermentacdo (Pan et al., 2019; Karako¢ &
Aksdz, 2004; Brzonkalik et al., 2012; Dinarvand et al., 2013).

2.8 Plackett-Burman Design (PBD)

Considerando que os bioprodutos derivados de microrganismos sao tipicamente obtidos do
cultivo destes em laboratério, ha o interesse em entender e eventualmente otimizar esses processos
biossintéticos, de modo a executar esse procedimento de forma mais eficiente. Tais condi¢oes
Otimas de cultivo, tanto bidticas como abiéticas, vdo variar de acordo com a biologia do
microrganismo e a quimica das moléculas de interesse, ressaltando a complexidade envolvida em
processos desta natureza. Neste contexto, o planejamento estatistico de experimentos é um método
essencial tanto para o desenvolvimento quanto aprimoramento de processos. Sua utilizagdo permite
o estudo de diferentes varidveis independentes, de modo a encontrar o ponto 6timo de cada
componente, entendendo a influéncia de cada um no processo a ser otimizado. Além disso, a
aplicacdo do planejamento fatorial visa a reducao de variabilidade de resultados, reducéo de tempo
de anélise e também, a reducéo de custos (Button, 2012; Cunico et al., 2008).

O desenho experimental Plackett-Burman (PBD), desenvolvido pelos autores de mesmo
nome (Plackett & Burman, 1946) é um método eficaz para investigar o efeito da composicao e das
condicdes do cultivo, sendo muito Util para rastrear as variaveis mais importantes no que diz
respeito aos seus efeitos principais (Armin et al., 2021). O Plackett-Burman (PBD) é capaz de
estimar o impacto de uma serie de fatores independentes (variaveis), em uma dada quantidade de
niveis (denominados como L), de modo a minimizar a variancia das estimativas em um numero
reduzido de experimentos, evitando assim a necessidade de reproduzir o experimento em um

fatorial completo e diminuindo o volume experimental final do teste. O numero total de
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experimentos realizados de acordo com o PBD é n + 1, onde n é o nimero de variaveis. E
importante ressaltar, entretanto, que os resultados do PBD ndo descrevem a interacdo entre as
variaveis, mas sdo usados para rastrear e avaliar as variaveis que tém um impacto significativo na
resposta. Em outras palavras, é recomendado que o PBD seja utilizado em projetos de prospecgéo,
onde o interesse esta apenas na identificacdo dos principais efeitos, e onde as interagdes entre 0s
fatores possam ser consideradas como insignificantes se comparadas com os mesmos (Silva et al,
2013).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar a atividade antagbnica de Streptomyces sp., cepa MG04, contra fitopatdgenos de
importancia agricola e econdmica mediante aplicacdo de diferentes ensaios de antagonismo relativo

contra os fungos fitopatogénicos e da modificacao das condicdes de cultivo.

3.2 Objetivo Especifico

e Avaliar e quantificar o potencial inibitorio in vitro de células vidveis da cepa MG04
contra diferentes fungos fitopatogénicos;

e Auvaliar, quantificar e comparar a atividade antag6nica do filtrado do cultivo celular
da cepa MGO04 contra os fungos fitopatogénicos;

e Verificar a possivel producdo e respectivo potencial inibitério de compostos
organicos volateis produzidos pela cepa MG04;

e Investigar a viabilidade do design de Plackett-Burman assistido por OSMAC para

identificacdo de fatores de cultivo de maior impacto no potencial antifingico.

4, MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao dos organismos

A cepa MGO04 de Streptomyces sp., isolada de sedimento do mangue, com potencial
endofitico foi providenciada pelo banco de culturas microbianas da Agrivalle Brasil Industria e
Comércio de Produtos Agricolas Ltda. Horst Frederico Jodo Heer, 1420 — Indaiatuba — SP CEP:
13348-758.

Linhagens dos fungos patogénicos: Alternaria alternata; Bipolaris sp.; Ceratocystis
paradoxa; Colletotrichum sp.; Lasiodiplodia euphorbicola; L. pseudotheobromae; Rhizopus
microsporus; Sphaceloma sp. (CNPUV 102) e Sclerotinia sclerotium fazem parte do banco de
culturas microbianas do Laboratorio de Microbiologia e Biomoléculas — LaMiB, Departamento de
Morfologia e Patologia, Universidade Federal de S&o Carlos, campus S&o Carlos, Séo Paulo.
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4.2 Reativacao e avaliacdo da viabilidade da cepa Streptomyces MG04

Cepa MGO04 foi obtida de uma suspensao de esporos criopreservada em ultrafreezer a -80°C
em glicerol 20%, de acordo com a metodologia adaptada de Shepherd et al. (2010).

Para reativacao da cepa, foi plaqueado 100 uL da suspensao em placas de Petri descartaveis
contendo meio ISP-4 e incubadas por 28°C por 14 dias. Para avaliagdo de possiveis contaminagdes,
uma aliquota da suspensdo foi estriada em placas contendo meio BDA e também incubada por 28°C
por 14 dias.

Para avaliagdo da viabilidade dos conidios criopreservados, foi realizada diluicdo seriada
em solucéo salina Tween 80 (0,05%) da suspenséo de esporos, seguida da inoculagédo de 100 uL
das diluicdes 1072, 10 e 10* em placas de Petri descartaveis contendo meio ISP-2 e espalhadas
com uma alca de Drigalski descartavel. As placas foram incubadas a 28°C por 14 dias. Apés 14

dias, as coldnias isoladas foram contadas e a média e desvio padrdo foi obtida (Zin et al., 2010).

4.3 Manutencéo do banco de trabalho

Seguindo a metodologia adaptada por Shepherd et al. (2010), suspensBes de esporos
utilizadas nos ensaios foram extraidas de placas ISP-4 incubadas por 14 a 21 dias. Para a coleta dos
esporos, 15 mL de solucgéo salina Tween 80 (0,05%) foi aliquotado diretamente na placa e com o
auxilio de uma alca de inoculacdo, o micélio foi raspado e os esporos foram suspendidos na solug&o.
A suspensdo foi transferida e armazenada em tubos Falcon 50 mL. As suspensfes de esporos
utilizadas foram, com auxilio de uma al¢a de inoculagéo, estriadas em placas contendo meio BDA
para avaliacdo de possiveis contaminagdes. Além disso, a quantidade de unidades formadoras de
colénias (UFC) para cada suspensdo foi obtida pela contagem de coldnias isoladas de placas de
ISP2 incubadas 28°C por 14 dias ap6s inoculagio de 100 uL das dilui¢des 102, 102 e 10 da
suspensdo em solucdo salina Tween 80 (0,05%).

O banco de trabalho dos fungos fitopatogénicos foi obtido pelo repique de discos de agar
armazenados em frascos de vidro contendo agua destilada estéril pela tecnica de Castellani (Aradjo
et al., 2014) em placas de Petri descartaveis contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA) e

incubadas a 28°C por 14 dias.

4.3 Atividade antagonista da cepa em cultivo duplo inoculado com esporos

O potencial antagbnico da cepa MG04 em relacdo aos fungos fitopatogénicos: Alternaria
alternata, Bipolaris sp., Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum sp., Lasiodiplodia euphorbicola,;
Lasiodiplodia pseudotheobromae; Rhizopus microsporus, Sphaceloma sp. (CNPUV 102) e

Sclerotinia sclerotium foi analisado por meio de testes de antagonismo por cultura dupla em um
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protocolo adaptado de Khamna et al. (2009).

Para cada fitopatdgeno, um disco de 0,5 cm de didmetro foi retirado de uma placa de 14
dias e foi transferido aproximadamente 2 cm a direita do centro da de uma placa de Petri contendo
meio BDA. Aproximadamente 4 cm a esquerda de onde o disco foi depositado, foi aliquotado 20
uL de uma suspenséo de esporos da cepa MG04 (aproximadamente 1,09x10° UFC/mI?) e com o
auxilio de uma alca de inoculacdo, a mesma foi estriada no formato de linha paralela ao disco de
fitopatdgeno, como mostra a Figura 2. Nas placas de controle, apenas o disco micelial foi

adicionado a placa. Todos os fitopatégenos foram realizados em duplicata.

Figura 2: Representacgéo das placas de Petri e das medidas no teste de antagonismo por cultura dupla.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As placas foram incubadas a 28°C por 14 dias e a taxa de inibicdo do crescimento do
fitopatogeno foi calculada usando a formula adaptada de (Quiroga, Sampietro & Vattuone, 2001),
representado na Figura 3, onde os valores de Dc e Dt sdo referentes as médias dos respectivos
testes.

Figura 3: Férmula adaptada para mensuragdo da porcentagem de inibicdo. Sendo tanto o crescimento micelial
do controle quanto o do tratamento mensurados a partir da borda do disco do fungo.

Crescimento micelial do controle (Dc) - Crescimento micelial do Tratamento (Dt) %100

%inibigdo =
eInibig Crescimento micelial do controle (Dc)

Fonte: adaptada de Quiroga, Sampietro & Vattuone, 2001.

4.4 Atividade antagonista de compostos organicos volateis (VOCs)
Para a avaliacdo do impacto da presenca de possiveis compostos organicos volateis no

crescimento e morfologia dos fungos fitopatogénicos, foi utilizado uma metodologia com placas
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de Petri com divisoria contendo meio BDA dos dois lados adaptada de Le et al. (2022). De um lado
da placa, uma aliquota de 50 uL de suspenséo de esporos de Streptomyces sp. cepa MG04 (4,75x10*
UFC/mL™) foi plaqueada 3 dias antes da inoculagdo com o fungo. Nas placas controle esse lado
ndo foi plagueado com a suspensdo de esporos. Apds 3 dias, um disco de 0,5 cm didmetro de cada
fitopatogeno foi retirado de uma placa de 14 dias de crescimento e transferido do outro lado a
aproximadamente 2 cm do centro da placa. As placas foram seladas duas vezes com parafilme e
incubadas a 28°C por 3 dias, onde foram abertas e a inibicdo calculada pela formula adaptada
representada na Figura. Esta formula visa medir a inibicdo a partir da area quadrada total do
miceélio, enquanto exclui a area do disco do fungo transferido para a placa, para tanto, a area do
disco é calculada e subtraida da area do controle e do tratamento. A Figura 5 representa as placas

utilizadas nesse ensaio e as medidas nele empregadas.

Figura 4: Férmula da % de inibigdo no teste de antagonismo de compostos organicos volateis (VOCs).

_ ((axb)-(mr?) - ((c x d) - (%))

inibicao (%) x100

(@ x b) - (1rr%)

Sendo: a = comprimento da col6nia fungica no controle (cm); b = largura da colénia fungica no
controle (cm); ¢ = comprimento da col6nia flngica no tratamento (cm); d = largura da col6nia flngica no
tratamento (cm); r = raio do disco do fungo fitopatogénico.

Fonte: Adaptado de Le et al., 2022 e Quiroga; Sampietro; Vattuone, 2001.

Figura 5: Representacao das placas de Petri divididas no teste de antagonismo por compostos organicos volateis
(VOCs)

Placa Controle Placa Tratamento

Disco do fitopatdiens Disco do fitopat:

Sendo: a = comprimento da col6nia fingica no controle (cm); b = largura da col6nia fingica no
controle (cm); ¢ = comprimento da coldnia fungica no tratamento (cm); d = largura da col6nia fangica no
tratamento (cm).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Atividade antagonista do filtrado de cultivo por difusdo em poco de &gar
4.5.1 Cultivo em meio liquido ISP-2 para producdo de compostos antifangicos

Para avaliacdo do potencial antagdnico do filtrado de cultivo livre de células foi inoculado
100 uL de suspens&o de esporos (2,45x10* UFC/mI™) em frascos de fundo arredondado de 250 mL
contendo 100 mL de cultivo liquido ISP-2 (Kieser et al. 2000). Os cultivos foram transferidos para
uma incubadora shaker e incubados a 28°C, 180 rpm, por 14 dias. O ensaio foi realizado em
triplicata. 7 dias apds inoculacdo, a presenca de possiveis contaminac@es foi averiguada por estria
em placa de BDA com o auxilio de alcas de inoculacdo descartaveis em condi¢Oes estéreis. O

cultivo que ndo apresentou contaminacdo foi selecionado para a proxima etapa.

4.5.2 Filtracéo do caldo de cultivo bruto

Ap6s o periodo de incubagdo, foi aliquotado 1 mL do caldo de cultivo bruto em 12
microtubos de fundo conico de 1,5 mL com o auxilio de uma pipeta de 1000 uL. Os tubos foram
centrifugados sem refrigeracdo a 14000 rpm por 10 minutos para formacéo do pellet contendo as
células. Imediatamente ap6s os 10 minutos, os tubos foram levados para dentro de uma cabine de
fluxo laminar e a fase aquosa da solucéo foi transferida para um tubo de 50 mL. O caldo de cultivo
centrifugado foi entdo coletado com uma seringa de 10 mL e filtrado em um filtro estéril PES para

seringa com membrana de 0.22-pum em um protocolo adaptado de Krespach et al. (2023).

4.5.3 Ensaio de antagonismo por difuséo de filtrado em poco

Utilizando-se de ponteiras de 1000 uL, foi feito um poco de 0,5 cm de didmetro em placas
contendo meio BDA aproximadamente 2 cm a esquerda do centro da placa. Em seguida, seguindo
metodologia adaptada de Grammer et al. (1976) foi pipetado uma aliquota de 50 uL do filtrado
dentro do pogo e observado por 30 minutos para averiguar a possibilidade de o0 mesmo escorrer
para debaixo da placa. Os tubos Falcon 50 mL contendo o filtrado livre de células e conidios foram
vortexados por 10 segundos imediatamente antes de qualquer uso. Para cada fitopatdgeno, foi
transferido um disco de 0,5 cm de didmetro retirado de uma placa de 14 dias de crescimento
equidistante do centro da placa no lado oposto do pogo. Todos os testes foram realizados em

triplicata. A Figura 6 representa as placas utilizadas nesse ensaio.
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Figura 6: Representacédo das placas de Petri no teste de antagonismo por difuséo em poco de agar do filtrado de
cultivo.

Placa Tratamento Placa Controle

Pogo com filtrado Disco do fitopatogeno} Pogo sem filtrado Disco do fitopatigeno

Fonte: Elaborado pelo autor.

As placas foram incubadas a 28°C por 7 dias e a taxa de inibi¢cdo do crescimento do
fitopatdgeno foi também calculada usando a férmula adaptada de (Quiroga, Sampietro & Vattuone,
2001), representado na Figura 3, onde os valores de Dc e Dt sdo referentes as médias obtidas das

triplicatas respectivos testes.

4.6 Variacdes da atividade antagonista de filtrado de cultivo assistido por OSMAC
4.6.1 Escolha da fonte de carbono e da fonte de nitrogénio

Para as proximas etapas dos ensaios auxiliados pela metodologia OSMAC, onde a
quantidade das fontes de carbono e a de nitrogénio seriam variadas, foi necessario primeiramente
definir quais seriam as fontes utilizadas nas mesmas. Para tanto, foi escolhido como base um meio
liquido otimizado para producdo de metabolitos em Streptomyces adaptado de Chen et al. (2022),
de composicdo KoHPO4 (0.27 g/L), MgSO4-7H20 (0.50 g/L), CaCOs (1.00 g/L), FeSO4-7H20 (0.10
g/L) e NaCl (3.0 g/L), pH=7.2 (+-0.1). As fontes de carbono analisadas foram: Dextrose, Trealose,
Extrato de Malte, Glicerol e Amido. Da mesma forma, as fontes de nitrogénio analisadas foram:
Nitrato de Potassio (KNO3), Sulfato de Aménia ((NH4)2S04), Peptona Bacterioldgica, Extrato de
Levedura e Extrato de Soja. A quantidade das fontes de carbono foi padronizada em 10 g/L,
enquanto as fontes de nitrogénio foram padronizadas em 1 g/L. Para analisar a significancia das
fontes de carbono, o Nitrato de Potassio (KNO3) foi fixado como fonte de Nitrogénio. No mesmo
sentido, a Dextrose foi fixada como fonte de carbono quando a fonte de Nitrogénio estava sendo

variada. A Tabela 4 representa 0s 9 meios obtidos.
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Tabela 4: Meios de cultura para escolha da fonte de carbono e Nitrogénio

Fonte de Carbono Fonte de Nitrogénio
Ensaio A Dextrose KNO3
Ensaio B Trealose KNO3
Ensaio C Extrato de Malte KNOs3
Ensaio D Glicerol KNOs3
Ensaio E Amido KNO3
Ensaio F Dextrose (NH4)2S0,
Ensaio G Dextrose Extrato de Levedura
Ensaio H Dextrose Peptona
Ensaio | Dextrose Extrato de Soja

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi entdo preparado 100 mL de cada um dos meios em frascos de fundo arredondado de
250 mL, inoculados com 100 uL de suspens&o de esporos (1,09x10* UFC/mL™) e incubados por 7
dias a 28°C. Apos o periodo de incubacdo, foi repetido o protocolo de avaliagdo de atividade
antagonista do filtrado do cultivo por difusdo em poco de agar (descrito no item 4.5 deste
documento) para cada ensaio.

Apbs a analise dos resultados, foi preparado, seguindo a mesma metodologia, um meio
(intitulado de Ensaio 0) utilizando a fonte de carbono e Nitrogénio selecionadas a partir dos testes
preliminares. Foram utilizadas as mesmas condic¢des de cultivo e concentragdo dos componentes.
Todos os protocolos de filtracdo do caldo bruto e antagonismo por difusdo em pogo de &gar
descritos no paragrafo anterior foram repetidos para o Ensaio 0. Apo6s 7 dias de incubagdo, a

porcentagem de inibig&o foi aferida.

4.7.2 Modelagem estatistica dos componentes do cultivo em metodologia OSMAC assistida
por Plackett-Burmann

Com o objetivo de identificar quais variaveis de cultivo e componentes do meio
influenciam a producédo de moléculas com potencial antifngico e por consequéncia a porcentagem
de inibi¢do contra os mesmos, foi realizado varia¢éo dos parametros de cultivo da cepa (OSMAC)
orientado pelo planejamento experimental desenvolvido pelo design de Plackett-Burman (PBD)
utilizando o software Protimiza Experimental Design. O experimento foi montado com 8 varidveis

diferentes e independentes em 2 niveis: aumentado (+1) e reduzido (-1) e 3 pontos centrais (0),
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retornando para duas varidveis resposta, sendo essas a taxa de inibicdo fungico (%) e a taxa de
inibicdo bacteriano, como representado na Tabela 5. As variaveis analisadas foram: Trealose (g/L),
Extrato de Levedura (g/L), KoHPO4 (g/L), MgSQO4-7H20 (g/L), NaCl (g/L), CaCOsz (g/L), Tempo
de incubacdo (dias) e Temperatura (°C). A partir do preenchimento da matriz, o PBD designou as
condigOes e parametros de 15 ensaios, sendo os 12 primeiros referentes as variagdes distintas das
condi¢fes aumentada e reduzida enquanto os 3 Gltimos referentes as triplicatas dos pontos centrais.
Uma representacdo da matriz com os parametros de cada um dos ensaios pode ser observada na
Tabela 6.

Cada ensaio foi montado para 100 mL de meio em frascos de fundo arredondado de 250
mL, inoculado com 100 uL de suspensdo de esporos (1,14x10* UFC/mL™) e incubados pelo tempo
de cultivo e temperatura indicados na Tabela 6. Apds o periodo de incubacdo, foi repetido o
protocolo de avaliagdo de atividade antagonista do filtrado do cultivo por difusdo em poco de agar

(descrito no item 4.5) para cada ensaio.

Tabela 5: Valores utilizados no planejamento fatorial com para cada parametro aferido nos dois niveis
empregados e nos pontos centrais.

Variavel Unidade -1 0 +1
Trealose g/L 10 15 20
Extrato de Levedura g/L 1 3 5

K2HPO4 g/L 0,17 0,27 0,37
MgSO4 g/L 0,3 0,5 0,7
Temperatura °C 28 30 32
Tempo de incubagéo dias 7 10,5 14
NaCl g/L 1 3 5

CaCOs g/L 0,7 1 1,3

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6: Matriz Plackett-Burmann dos componentes e das condicoes de cultivo variados para os ensaios de antagonismo assistido por metodologia OSMAC. As variaveis
resposta “Potencial antifiingico” e “Potencial antibacteriano” discutidas posteriormente estdo destacadas em cinza.

Ensaios Trealose Extrato de K2HPO4 MgSOs4 (g/L)  Temperatur Tempo de NaCl (g/L)  CaCOs (g/L) Potencial Potencial
(g/L) levedura (g/L) a (°C) incubacéo Antifingico ~ Antibacteria
(g/L) (dias) (%) no (%)
1 20 1 0,37 0,3 28 7 5 13 73,33 4
2 20 5 0,17 0,7 28 7 1 1,3 61,25 7
3 10 5 0,37 0,3 32 7 1 0,7 41,05 65
4 20 1 0,37 0,7 28 14 1 0,7 69,05 73
5 20 5 0,17 0,7 32 7 5 0,7 40 63
6 20 5 0,37 0,3 32 14 1 1,3 14,29 0
7 10 5 0,37 0,7 28 14 5 0,7 50,75 4
8 10 1 0,37 0,7 32 7 5 1,3 48,85 74
9 10 1 0,17 0,7 32 14 1 1,3 42,5 71,6
10 20 1 0,17 0,3 32 14 5 0,7 40,48 8
11 10 5 0,17 0,3 28 14 5 1,3 51,25 75,5
12 10 1 0,17 0,3 28 7 1 0,7 74,29 71
13 15 3 0,27 0,5 30 10,5 3 1 31,09 15
14 15 3 0,27 0,5 30 10,5 3 1 53,1 73
15 15 3 0,27 0,5 30 10,5 3 1 47,62 72

Fonte: Adaptado pelo autor da aba de Metodologia do Software Protimiza Experimental Design.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Viabilidade do banco criopreservado

Por meio das andlises em spread-plate das dilui¢des seriadas, a viabilidade e integridade
do banco criopreservado foi confirmada por contagem de células viaveis, expressas em Unidade
Formadora de Col6nia por grama (UFC.g-1). O banco apresentava aproximadamente 1,30E+04
celulas viaveis e nenhuma contaminacéo aparente. Os resultados obtidos das trés diluicdes do banco

podem ser observados na figura 8.

Figura 7: Viabilidade de células do banco criopreservado para as diluicdes 102, 10 e 10** da suspenséo de
esporos.

Fonte: Registado pelo autor.

5.2 Potencial antagdnico em cultura dupla

O ensaio de antagonismo em placa de cultura dupla é 0 método mais comumente usado
para triagem de isolados bacterianos quanto ao antagonismo fungico, tendo sido muito utilizada no
passar dos anos na identificacdo de muitos microrganismos com potencial antagonista (Nysanth et
al., 2022). A técnica é baseada na comparacgéo de efeitos de antagonismo que surgem da interacao
de dois componentes bioldgicos distintos em uma mesma placa. Por meio da avaliacdo da inibigdo
do crescimento e da mudanca da morfologia, é possivel entdo observar os efeitos no metabolismo
e morfologia dos agentes bioldgicos decorrentes do contexto especifico de interacdo entre os
agentes (Senthilkumar et al., 2021).

Por conta da simulacdo parcial da interacdo dos agentes na natureza, o ensaio de cultura
dupla é um excelente teste de triagem para observar o potencial de biocontrole de uma bactéria
contra fungos (Raaijmakers et al., 2010). Importante ressaltar que existem sim outros ensaios in
vitro que podem ser empregados para 0s mesmos propdsitos que podem melhor similar as
condi¢bes do campo e a interacdo vegetal-fitopatogeno (Anith et al. 2002, 2003; Daayf et al. 2003;
Dinu et al. 2007). No entanto, tais ensaios necessitam de uma maior preparacdo, sdo mais dificeis
de serem realizados e o0 processo de obtencao de resultados séo notavelmente mais demorado.Nesse
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trabalho um protocolo adaptado do ensaio de cultura dupla por parede de esporos foi empregado
para examinar o potencial antagbnico de Streptomyces sp. (MGO04) contra os 9 fungos
fitopatogénicos de interesse (Figuras 8, 9 e 10).

Foi observado que tanto Ceratocystis paradoxa (Figura 8) quanto Sclerotinia sclerotium
(Figura 10) ndo apresentaram efeito inibitdrio padrdo nos ensaios realizados, com a auséncia de
halo tipico ou inibicio padrdo do crescimento. E importante ressaltar, entretanto, que ambos s&o
fitopatdgenos de crescimento vigoroso (Mbenoun et al., 2013; Boland e Hall, 1994), colonizando
a placa em menos de 4 dias no caso do S. sclerotium e em 7 no caso do C. paradoxa. Alem disso,
é possivel notar uma mudanca na morfologia local (destacado pelas setas azuis) de ambos os
fungos, quando em proximidade a parede de células de Streptomyces sp.. Quando em proximidade
a coldnia de bactérias, é possivel observar reducdo da formagédo de hifas aéreas e um afinamento
do micélio do fungo, sugerindo que apesar do efeito alelopatico da cepa néo ser o suficiente para
inibir efetivamente o crescimento dos fungos, a cepa ainda € capaz de exercer algum efeito

antagbnico contra os fitopatdgenos.

Figura 8: Testes de antagonismo de cultura dupla contra os fungos Alternaria alternata, Bipolaris sp. e
Ceratocystis paradoxa. As setas azuis representam a area onde foi possivel observar afinamento do micélio.
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Fonte: Registado pelo autor.
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Figura 9: Testes de antagonismo de cultura dupla contra os fungos Colletotrichum sp., Lasiodiplodia.
euphorbicola e L. psudotheobromae.

Colletotrichum sp. E euphor@/cola" L. pseudotheobreomae-.

Tratamento Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.

Figura 10: Testes de antagonismo de cultura dupla contra os fungos Rhizopus microsporus, Sclerotinia
sclerotium e Sphaceloma sp.. Setas azuis representam a area onde foi possivel observar afinamento do micélio.
Setas amarelas representam a interacdo entre o Sphaceloma sp. e o Streptomyces sp., dando origem a colonias

satélites que se espalham pela placa.

Tratm

Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.
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Com excecdo do C. paradoxa e S. sclerotium, a cepa MGO04 apresentou potencial
antagobnico in vitro contra todos os outros fitopatdgenos testados, como apresentado na Figura 11,
variando entre uma porcentagem de inibi¢do de 32,20% (Lasiodiplodia pseudotheobromae) até
79,67% (Colletotrichum sp.). Em especial se destacam o Colletotrichum sp (Figura 9)., um dos
fungos fitopatogénicos de maior impacto econdmico mundial (Dowling et al., 2020), o Bipolaris
sp. (Figura 8), um fitopatdgeno de espécies de gramineas de alto interesse agronémico
(Manamgoda et al., 2014; de Paula et al. 2022) e o Sphaceloma sp (Figura 10), o agente causador
do superalongamento da mandioca e da doenca do feijao-caupi, principal cultura de exporte da
Uganda (Afutu et al., 2017).

Figura 11: Representacdo em colunas da porcentagem de inibicdo obtida para os testes de antagonismo por
cultura dupla contra fitopatdgenos. O eixo x é representativo da Porcentagem de inibicéo (%) enquanto o eixo y
representa os fitopatdégenos. As porcentagens de inibigdo obtidas foram: Alternaria alternata (50,00%); Bipolaris
sp. (61,67%); Ceratocystis paradoxa (0%); Colletotrichum sp. (79,67%); Lasiodiplodia euphorbicola (41,17%);
L. pseudotheobromae (32,20%); Rhizopus microsporus (39,17%); Sclerotinia sclerotium (0%) e Sphaceloma sp.
(70,67%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No caso especifico do Sphaceloma sp., é possivel notar nos ensaios a presenca de colénias
satélite (destacas pelas setas amarelas) que aparentam germinar da massa original da col6nia de
Streptomyces sp. MGO04. Para verificar se tal fato teria sido resultado de um erro experimental, o
ensaio foi repetido mais duas vezes (Figura 12) usando de placas distintas de Sphaceloma incubadas

por 14 dias e duas suspensdes de esporos coletadas de duas placas de MG04 distintas também
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incubadas por 14 dias. E possivel que a origem de tais col6nias ainda se deva ao exato mesmo erro
experiemental sendo coincidentemente repetido em todos os ensaios, mas considerando que o
mesmo efeito ndo foi notado em nenhum dos outros ensaios, talvez, este seja resultado de alguma

interacdo ainda ndo documentada entre a cepa de Streptomyces sp. e o fungo Sphaceloma sp..

Figura 12: RepeticBes do ensaio de cultura dupla em Sphaceloma sp. com trés suspens@es de esporos distintas e
trés discos de fungo proveniente de diferentes placas, demonstrando a germinacéo de col6nias avulsas.

Fonte: Registado pelo autor.

5.3 Potencial antagdnico do filtrado por difusdo em agar

Uma das principais caracteristicas do género Streptomyces é sua capacidade de producdo
de metabdlitos de interesse antimicrobiano (Silva et al. 2022). Para avaliar o potencial de producao
de possiveis metabdlitos de interesse da cepa MGO04, foi extraido o sobrenadante do cultivo liquido,
onde compostos extracelulares sdo secretados pelas bactérias. O caldo bruto do cultivo foi filtrado
por centrifugacdo e por membrana PES até se tornar completamente livre de células e injetado em
um pogo no agar para que os componentes do filtrado pudessem se difundir (Krespach et al., 2023).

Por conta da taxa de difusdo pelo meio, pela auséncia de uma fonte produtora constante de
novVos compostos e por conta da auséncia de estresses bidticos que podem incentivar as células a
produzirem mais metabdlitos secundarios, a efetividade do filtrado por difusdo é geralmente menor
do que em um cultivo com células viaveis (Colombo et al., 2019; Devillers, Steiman & Seigle-
Murandi, 1989). Essa tendéncia é observada nos resultados apresentados nas figuras 13, 14 e 15.
Foi obtido porcentagens de inibicdo notavelmente menores, variando de 10,53% (A. alternata) até
53,57% (Sphaceloma sp.). Os resultados do percentual de inibicdo estdo representados na Figura
16.
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Figura 13: Testes de difusdo do filtrado em poco de &gar contra os fungos Alternaria alternata, Bipolaris sp. e
Ceratocystis paradoxa.

A. alternata Bipolaris sp. C. paradoxa

Controle v S Controle

Tratamento Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.

Figura 14: Testes de difusdo do filtrado em pogo de agar contra os fungos Colletotrichum sp, Lasiodiplodia
euphorbicola e L. psedotheobromae. A seta vermelha indica a formacao de um halo ao redor do pogo de &gar,
representativo de um maior efeito antagonistico local.

Colletotrichum sp. L. euphorbicola- L. pseudotheobroma

Tratamento . Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.
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Figura 15: Testes de difusdo do filtrado em pogo de agar contra os fungos Rhizopus microsporus, Sclerotinia
sclerotium e Sphaceloma sp..

R. microsporus S. sclerotium

Controle

Tratamento —— Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.

Nos resultados dos ensaios com Colletotrichum sp. (Figura 14), é possivel notar a presenca
de um forte halo de inibicdo na proximidade do pogo (destacado pela seta vermelha), que associada
a reducdo do crescimento do micélio do fungo por grande parte da placa, pode sinalizar a existéncia
de substancias ativas antimicrobianas com diferentes propriedades fisico-quimicas e por
consequéncia capacidades de difusdo e distribuicdo do meio distintas (Choyam et al., 2015).

Destaque também aos resultados do antagonismo em Lasiodiplodia euphorbicola e L.
pseudotheobromae (Figura 14). Ambas sdo espécies com potencial fitopatogénico, mas também
conhecidas por colonizarem endofiticamente certas espécies vegetais, apenas exercendo atividade
patogénica mediante a estresse ou sinalizacdo externa (Segaran & Sathiavelu, 2023). Esses
microrganismos sdo, portanto, também conhecidos por produzirem certos compostos
antimicrobianos (Wei et al., 2014) e atuarem no controle de certas doengas. Por tais motivos, é
possivel que ambas produzam compostos inibitorios no meio, que resultem na inibicdo do fitness
do Streptomyces e consequente diminuicdo da atividade antimicrobiana. Hipdtese essa corroborada
pelo crescimento mais vigoroso observado nos testes de cultura dupla, onde ambas as cepas
comegaram a contornar a parede de Streptomyces sp..
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Figura 16: Representacdo em colunas da porcentagem de inibicdo obtida para os testes de antagonismo por
difusdo do filtrado de cultivo em poco de agar contra os fitopatdgenos. O eixo x € representativo da Porcentagem
de inibicdo (%) enquanto o eixo y representa os fitopatégenos. As porcentagens de inibicdo obtidas foram:
Alternaria alternata (10,53%); Bipolaris sp. (46,67%); Ceratocystis paradoxa (28%); Colletotrichum sp.
(49,17%); Lasiodiplodia euphorbicola (40,50%); L. pseudotheobromae (43,86%); Rhizopus microsporus
(30,17%); Sclerotinia sclerotium (0%) e Sphaceloma sp. (53,57%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Presenca e potencial antagdnico de Compostos Orgéanicos Volateis

Os VOCs sdo grandes alvos de interesse para a industria alimenticia por conta de seu grande
potencial como biofumegantes na aplicacdo pos-colheita de safras agricolas, no intuito de prevenir
doencas, retardar o apodrecimento e a perca nutricional do vegetal, melhorando assim a aparéncia
e o tempo de prateleira dos produtos (Dow et al., 2023; Carpenter et al., 2017; Morath et al., 2012).
Outro fator que aumenta significantemente a procura por novos VOCs de interesse antimicrobiano
é o fato de que a producdo dos mesmos é intimamente ligada ao metabolismo intrinseco de cada
microrganismo, resultando assim em uma diversidade consideravel de compostos, bem como da
proporcao relativa dos mesmos empregados pelos microrganismos (Zhao et al., 2022).

Para avaliacdo da possivel producdo de VOCs e de seu respectivo impacto nos fungos
fitopatogénicos no presente estudo, foi empregado uma metodologia de placa de Petri bipartida
adaptada de Le et al. (2022). O intuito da placa dividida é impedir o contato direto entre os dois
agentes organicos inoculados nos dois lados, seja por contato célula-célula ou por difusdo de

substancias no meio. Sendo assim, desde que a mesma seja devidamente hermeticamente fechada,
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0s Unicos compostos que terdo impacto antagdnico serdo aqueles capazes de se volatizar no ar (Kai,
Vespermann, & Piechulla, 2008).

Os resultados da inibicdo dos compostos organicos volateis estdo representados na Figura
17. Né&o foi observado inibigéo significativa nos fungos Ceratocystis paradoxa (0,39%), Sclerotinia
sclerotium (0,86%) e Sphaceloma sp. (0,17%). E provavel que essas taxas de inibicdo tdo proximas
de zero sejam apenas decorrentes da variagcdo de crescimento natural entre os discos do fungo,
portanto, para todos os propositos a inibi¢do do C. paradoxa, S. sclerotium e Sphaceloma SP. serd
considerada como 0%. A tendéncia demonstrada pelos ensaios € que conforme as classes de
moléculas e compostos se torna mais restrita e a quantidade de possiveis agentes com acdo
antifungica diminui, também € diminuido o efeito inibitério observado. Entretanto, com excecdo
destes 3 fungos, todos os outros fitopatdgenos testados apresentaram inibicdo no crescimento
(Figuras 18, 19 e 20).

Apesar da maior restricdo da quantidade de possiveis agentes antifungicos, o maior valor
de inibigdo entre todos os testes foi obtido nesta etapa de experimentos. O fungo Bipolaris sp.
sofreu inibicdo de 86,68% praticamente ndo crescendo a partir da borda do disco do fungo. Essa
interacdo marca o Bipolaris sp. como um possivel alvo sensivel a compostos volateis e a estratégias
de biofumigagao.

Os outros fungos testados variaram de 19,70% a 57,08%. Sendo o Lasiodiplodia
euphorbicola e R. microsporus 0s que apresentaram menor resisténcia aos compostos volateis
presentes no meio enquanto o L. pseudotheobromae apresentou a maior inibigéo entre todos os seus
outros resultados, reforcando a hipdtese que o resultado com baixo potencial antifingico observado

no teste de cultura dupla era decorrente de uma interacao inibitdria do fungo contra o Streptomyces
sp..

5.5 Escolha da Fonte de Carbono e Nitrogénio por meio do potencial antifingico

Existe extenso respaldo na literatura dos impactos da fonte de carbono e nitrogénio nos
mais diversos parametros de crescimento celular e producdo de metabolitos secundarios (Pandey
et al.,, 2005; Moreira et al., 2020; Volker e Altaba, 2001). Tais fatores estdo intimamente
relacionados a regulacéo das vias metabolicas internas que levam a producdo dos compostos de
interesse e alterar tanto a identidade quanto quantidade das fontes de alimentacdo para a cultura
pode resultar em mudancas drasticas no perfil metabolémico (Thakur et al., 2009). No intuito de
avaliar a proporcdo Carbono/Nitrogénio na etapa seguinte do experimento, foi primeiramente

analisado o papel individual de cada fonte candidata.
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Figura 17: Representacdo em colunas da porcentagem de inibicdo obtida para os testes de presenca e potencial
antifungico de compostos organicos volateis produzidos por Streptomyces sp. contra fitopatdgenos. O eixo x é
representativo da Porcentagem de inibicdo (%) enquanto o eixo y representa os fitopatdgenos. As porcentagens
de inibicdo obtidas foram: Alternaria alternata (39,20%); Bipolaris sp. (86,68%); Ceratocystis paradoxa
(0,39%); Colletotrichum sp. (39,37%); Lasiodiplodia euphorbicola (21,93%); L. pseudotheobromae (57,08%);
Rhizopus microsporus (19,70%); Sclerotinia sclerotium (0,86%) e Sphaceloma sp. (0,17%)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18: Testes do potencial antifingico de compostos organicos volateis contra os fungos Alternaria alternata,
Bipolaris sp. e Ceratocystis paradoxa.

A. alternata Bipolaris sp. C. paradoxa
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Tratamento Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.
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Figura 19: Testes do potencial antifingico de compostos organicos volateis contra os fungos Colletotrichum sp,
Lasiodiplodia euphorbicola e L. pseudotheobromae.

Colletotrichum sp. L. euphorbicola L. pseudotheobroma:
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Fonte: Registado pelo autor.

Figura 20: Testes do potencial antifingico de compostos organicos volateis contra os fungos Rhizopus
microsporus, Sclerotinia sclerotium e Sphaceloma sp..

R. microsporus-—— S. sclerotium ‘ Sphaceloma.sp.
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Tratamento T Tratamento Tratamento

Fonte: Registado pelo autor.
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Foram escolhidas as 5 fontes de carbono e 5 de nitrogénio conforme apresentado na Tabela
4, os cultivos foram incubados e o teste de difusdo de filtrado celular em pogo agar foi realizado
conforme a metodologia previamente apresentada. Por questdo de adequacdo do volume
experimental ao escopo deste trabalho, foram selecionados apenas 2 fungos como agentes de teste
para esta etapa de ensaios. O Colletotrichum sp. foi escolhido como um dos fitopatdgenos por conta
de sua maior inibicéo frente as propriedades antifungicas da cepa MG04, observado nos resultados
anteriores, tornando-o mais sensivel para mudancas no perfil metabolémico antifingico mediante
as alteracbes do meio de cultivo, além de ser o fitopatdgeno de maior interesse comercial ou
importancia em termos de perda economica. (Dean et al., 2012).

O Alternarua alternata, por outro lado, foi selecionado para este ensaio pelo motivo oposto,
sendo um dos fungos que apresentou menor inibicao aparente nos testes por compostos do filtrado
celular, ele foi escolhido no intuito de observar tanto o efeito das mudangas das condicdes de cultivo
em fungos com maior resisténcia aos compostos quanto possivelmente servir de indicador para a
presenca da producdo de metabdlitos da qual o Colletotrichum apresenta menor sensibilidade. Os
resultados da inibicdo estdo representados na Figura 21 para A. alternata e na Figura 22 para

Colletotrichum sp..

Figura 21: Placas de Petri dos ensaios de antagonismo assistido por OSMAC, alterando a fonte de carbono e
nitrogénio e observando o impacto no potencial antagdnico por difusdo do filtrado de cultivo em pogo de agar
contra o fungo A. alternata. As fontes utilizadas no ensaio foram: Dextrose, Trealose, Extrato de Malte, Glicerol
e Amido. Da mesma forma, as fontes de nitrogénio analisadas foram: Nitrato de Potassio (KNO3), Sulfato de
Amoénia ((NH.)2SO4), Peptona Bacterioldgica, Extrato de Levedura e Extrato de Soja. As setas em amarelo
destacam as &reas das placas onde foi possivel observar diminuicdo da espessura micelial por conta do efeito
antagonico.

Fonte: Registado pelo autor.



43

Figura 22: Placas de Petri dos ensaios de antagonismo assistido por OSMAC, alterando a fonte de carbono e
nitrogénio e observando o impacto no potencial antagonico por difusdo do filtrado de cultivo em pogo de agar
contra o fungo Colletotrichum sp.. As fontes utilizadas no ensaio foram: Dextrose, Trealose, Extrato de Malte,
Glicerol e Amido. Da mesma forma, as fontes de nitrogénio analisadas foram: Nitrato de Potassio (KNO3),
Sulfato de Amonia ((NH4)2S04), Peptona Bacterioldgica, Extrato de Levedura e Extrato de Soja. As setas
vermelhas destacam as areas onde é possivel observar a presenca de um pequeno halo de aproximadamente 0,2
cm ao redor dos pocos de agar.

Trealose
| >

Fonte: Registado pelo autor.

Como observado nas figuras, os resultados da inibi¢cdo foram, no geral, menores para as
fontes de carbono do que para as fontes de nitrogénio, indicando que o nitrogénio pode ser um fator
de maior impacto nas propriedades antifungicas, que o0 KNO3z utilizado nas fontes de carbono pode
resultar em um efeito negativo na variavel resposta, ou que as fontes de carbono selecionadas
podem estar interferindo em algum outro fator ndo observado. O fato da fonte de Dextrose com
KNOs apresentar porcentagem inibitoria severamente abaixo da média (2,7% em Colletotrichum e
6,9% em A. alternata) pode dar credéncia a segunda hipotese, enquanto a porcentagem de inibicéo
ndo observavel em A. alternata e de 5,4% em Colletotrichum pode ser indicativo de uma maior
possibilidade da terceira, considerando que o glicerol pode, em alguns casos, apresentar
propriedades deletérias para o crescimento celular, para a disponibilidade de agua no meio e para
a viabilidade da biomassa total (Pinto et al., 2004).

A porcentagem de inibicdo obtida através da metodologia descrita no item 4.5 estdo

representadas na Figura 23 para A. alternata e na Figura 24 para Colletotrichum sp..
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Figura 23: Representacdo em colunas da porcentagem de inibigdo obtida nos testes de antagonismo por difusdo
do filtrado de cultivo em poco de agar contra A. alternata para cada fonte de carbono e nitrogénio testado. O
eixo x é representativo do Potencial de inibicéo (%), enquanto o eixo y representa as diferentes fontes de carbono
e nitrogénio: Dextrose (6,92%), Trealose (16,67%), Extrato de Malte (15,38%), Glicerol (0%), Amido (5,13%),
Nitrato de Potassio (6,92%), Sulfato de Ambnia (24,36%), Peptona Bacterioldgica (25,90%), Extrato de Levedura
(27,95%) e Extrato de Soja (20,77%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24: Representacdo em colunas da porcentagem de inibigdo obtida nos testes de antagonismo por difusio
do filtrado de cultivo em pocgo de &gar contra Colletotrichum sp. para cada fonte de carbono e nitrogénio testado.
O eixo x € representativo do Potencial de inibicdo (%), enquanto o eixo y representa as diferentes fontes de
carbono e nitrogénio: Dextrose (2,7%), Trealose (27,03%), Extrato de Malte (25,95%), Glicerol (5,41%), Amido
(10,81%), Nitrato de Potassio (2,70%), Sulfato de Amdnia (33,95%), Peptona Bacterioldgica (36,84%), Extrato
de Levedura (34,87%) e Extrato de Soja (28,68%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os melhores resultados para fonte de Carbono foram observados no uso da trealose (27%
em Colletotrichum e 16,8% em A. alternata) e do extrato de malte (25,9% em Colletotrichum e
15,4% em A. alternata). Apesar do maior uso na literatura do extrato de malte, a trealose foi
escolhida como fonte de carbono para a proxima etapa devido ao seu potencial osmorregulatério
(Hounsa et al., 1998), seus impactos positivos na viabilidade celular (Silljé et al., 1999) e de sua
maior porcentagem de inibig&o observada. Os melhores resultados para fonte de Nitrogénio foram
observados na peptona bacterioldgica (36,84% em Colletotrichum e 25,9% em A. alternata) e no
extrato de levedura (34,87% em Colletotrichum e 27,9% em A. alternata), além disso, foi possivel
observar nestes dois ensaios a presenca de um halo de 0,2 cm ao redor dos pogos no teste contra
Colletotrichum (destacados pelas setas vermelhas) e uma diminuicéo visivel da espessura micelial
em A. alternata (destacado pelas setas amarelas) na proximidade dos mesmos. Como neste caso 0s
compostos de maior inibicdo foram diferentes entre os dois fitopatdgenos, o fator decisivo para a
selecdo para a proxima etapa foi a incidéncia dos mesmos na literatura, da qual o extrato de levedura
aparentou ser mais utilizado tanto em ensaios de otimizagdo de meio (Ramirez-Rodriguez et al.,
2018; Krysenko, 2023; Le et al., 2022), quanto em meios padrao para crescimento de Streptomyces
sp. (Shepherd et al., 2010).

No intuito de investigar a possibilidade de interagdes prejudiciais entre as fontes escolhidas
que poderiam prejudicar a viabilidade celular e o potencial antiflngico, foi realizado um ensaio
preliminar nos mesmos parametros de cultivo, com 0s mesmos componentes de meio, porém com
a adicdo da trealose e do extrato de levedura nas mesmas concentracfes. O crescimento micelial
foi mensurado e a porcentagem de inibicdo calculada segundo a metodologia discutida no item 4.5.
Foi obtido percentual de inibicdo de 50,35% para Colletotrichum sp. e de 33,8% para A. alternata
(Figura 25), resultado superior aos outros ensaios de teste para fonte de carbono e nitrogénio e
superior até mesmo aos resultados obtidos no cultivo padrdo de ISP-2 observados no item 5.3 no
caso do Colletotrichum sp. Sendo assim, é possivel afirmar que as fontes selecionadas nédo
aparentam apresentar efeito negativo quanto usadas em conjunto e que as mesmas podem ser

escolhidas para a proxima etapa de testes.
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Figura 25: Placas de Petri do antagonismo por difusao do filtrado celular em poco de &gar contra Colletotrichum
sp. e A. alternata do Ensaio 0, contendo a fonte de carbono (trealose) e de nitrogénio (extrato de levedura)
selecionados. A) placa controle do fungo Colletotrichum sp., contendo apenas o disco do fungo; B) placa
tratamento do Colletotrichum sp., contendo o disco e o poco com filtrado celular; C) placa controle do fungo A.
alternata, contendo apenas o disco do fungo; D) placa tratamento do A. alternata, contendo o disco e 0 pogo com
filtrado celular.

Fonte: Registado pelo autor.

5.6 Monitoramento das variac¢fes no potencial antagénico por metodologia OSMAC assistida

A otimizacdo efetiva dos parametros de cultivo para um organismo especifico requer varias
etapas para obtencdo e interpretacdo de dados fidedignos. O PDB é uma das possiveis etapas de
triagem inicial usado para apontar os fatores mais importantes no comeco da fase de
experimentacdo. Entretanto, apesar de ser possivel estimar se os parametros de cultivo estdo
préximos de uma condi¢do 6tima através da analise da curvatura dos efeitos, o0 PDB sozinho €
incapaz de calcular a otimizacdo plena dos parametros de cultivo (Li et al., 2016). Para tanto, seria
necessario a implementacdo de métodos estatisticos mais complexos, como o Delineamento
Composto Central Rotacional ou a expansdo do PDB para um método de Fatorial Fracionado
utilizando-se dos parametros de maior efeito nele obtido (Neu, 2022; Li et al., 2016). Por fim, seria
necessario ainda fornecer evidéncias de que a metodologia desenvolvida pela andlise estatistica
realmente é responsiva e efetiva por meio dos mais diversos parametros, como por exemplo:
eletividade, linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, reprodutibilidade e exatiddo (Neu,
2022; Inmetro, 2020). Devido ao grande volume experimental, arcabougo de materiais, ferramentas
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e técnicas, além da aptiddo tanto experimental quanto estatistica necessaria para a realizagao de tal
objetivo, foi determinado que a otimizacdo plena dos parametros de cultivo escapava do escopo
deste trabalho, e 0 PDB e suas metodologias auxiliares foram aplicadas como ferramentas de
triagem inicial para determinacéo dos principais efeitos nos parametros de cultivo.

Apbs a definicdo da fonte de carbono e nitrogénio, a quantidade dos componentes e as
condicdes do meio de cultivo foram variadas conforme a Tabela 5. Os 15 ensaios foram incubados
pelo tempo indicado, o caldo bruto do cultivo foi filtrado e foi realizado teste de difuséo de filtrado
celular em poco agar conforme a metodologia previamente apresentada. O Colletotrichum sp. e 0
Alternaria alternata foram selecionados novamente como fitopatdgenos alvo para o antagonismo

e foi observado o crescimento em placas de Petri.

5.6.1 Analise estatistica dos ensaios contra Colletotrichum sp.

A andlise estatistica dos dados obtidos variando as condi¢Ges e componentes do cultivo
descritos no item 4.7.2, indica que, para o fungo Colletotrichum sp., duas das variaveis testadas
foram significativas para o potencial antifungico do caldo de cultivo filtrado. Na Figura 26 €
possivel observar um gréfico de Pareto representando o comportamento de cada variavel, sendo
que o comprimento de cada barra é diretamente proporcional ao valor do efeito principal calculado
para cada variavel, ao mesmo tempo a linha vertical indica um nivel de confianga de 95% (p <0

,05), usado como padrdo minimo para que uma variavel possa ser considerada como relevante.

Figura 26: Gréfico de Pareto e nivel de significancia do Plackett-Burman para a variavel resposta "potencial
antifungico contra Colletotrichum sp.". As variaveis analisadas estdo dispostas no eixo x do grafico, organizadas
em ordem crescente em funcao de seu efeito direto na variavel resposta. O risco preto observado entre 0 e 5 do
eixo y é o limite minimo de nivel de confianga de 95%. As variaveis de significAncia foram destacadas pelo seu
efeito relativo na varidvel resposta, sendo elas a Temperatura (-25,46) e o Extrato de levedura (-14,99). O tempo
de incubacao (--11,74) também foi destacado por se aproximado do nivel de confianca estabelecido.

Média

Temperatura (xs)

Extrato de levedura (xz2)
Tempo de incubagao (xs)
Curvatura

CaCo3 (xs)

Variavel

MgSO4 (xs)
K2HPO4 (x3)

Trealose (x1)

NaCl (x7)

0 5 10 15 20
Efeitos Padronizados (tcalc)

Fonte: Adaptado do software Protimiza Experimental Design.



48

O delineamento pelo software demonstrou que a temperatura do cultivo e a concentragao
de extrato de levedura foram as variaveis com efeito mais significativo (p<0,05) para a variével
resposta analisada pelo potencial antifingico contra o fitopatbgeno. Ambas as varidveis
apresentaram um efeito negativo na variavel resposta, valores de, respectivamente, -25,46 e -11,74.
Esses valores sdo indicativos de que concentracbes menores de extrato de levedura e que
temperaturas menores tendem a ter resultados melhores no antagonismo do filtrado. O tempo de
incubacéo pode também se mostrar como uma varidvel de interesse mediante repeticdo dos testes
devido ao seu maior nivel de confianga quando comparado aos outros fatores observados, mas para
os ensaios observados nao foi possivel confirmar seu efeito significativo com a=5%.

Os dados obtidos foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA). Os resultados
calculados no software Protimiza Experimental Design indicam que a curvatura ndo foi
estatisticamente significativa com p=0,27 para qualquer uma das respostas analisadas, indicando

assim que nenhuma das variaveis avaliadas esta em sua condicdo ideal (Tabela 7).

Tabela 7: Efeitos estimados, Erro padrao, t calculado e p-value de cada variavel dos ensaios da metodologia
OSMAC assistida por Plackett-Burmann no potencial antiflingico contra Colletotrichum sp..

Nome Efeito Erro padréo t calculado p-valor

Média 50,5908 2,4469 20,6752 0,0000

Curvatura -13,3083 10,9430 -1,2161 0,2782

Trealose (X4) -1,7150 4,8939 -0,3504 0,7403

Extrato de levedura -14,9850 4,8939 -3,0620 0,0280
(X2)

K2HPO, (X3) -2,0750 4,8939 -0,4240 0,6892
MgSOa4-7H20 (X4) 2,9517 4,8939 0,6031 0,5727
Temperatura (Xs) -25,4583 4,8939 -5,2021 0,0035

Tempo de incubagéo -11,7417 4,8939 -2,3993 0,0617
(Xe)
NaCl (x;) 0,3717 4,8939 0,0759 0,9424

CaCoOs (xg) -4,0250 4,8939 -0,8225 0,4482

Valores aproximados para 4 casas decimais. As variaveis de maior impacto na variavel resposta estdo destacadas
em negrito. A coluna contendo o p-value referenciado no texto esta destacada em cinza.
Fonte: Adaptado do software Protimiza Experimental Design.

Como ¢é possivel observar pelos resultados observados no grafico da Figura 27 e nas placas

de Petri incubadas por 7 dias mostradas na Figura 28, os ensaios de antagonismo por poco de agar
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tenderam a variar bastante dependendo dos parametros modificados. As menores inibi¢es foram
obtidas no ensaio 6 (14,29%) e no ensaio 13 (31,09%), enquanto as maiores foram obtidas no ensaio
1 (73,33%) e no ensaio 12 (74,29%).

Apesar dos resultados do PBD indicarem que a temperatura do cultivo e a concentragdo de
extrato de levedura sdo variaveis de interesse, os resultados separados do antagonismo podem
indicar uma tendéncia preocupante. Os ensaios 13 a 15 sdo as triplicatas referentes ao ponto central
do PBD (Tabela 6), incubadas sob os exatos mesmos parametros, portanto, suas respostas deviam
ser 0 mais proximas possivel. Contrario a expectativa, é possivel observar uma diferenca de
aproximadamente 22,01% entre o menor e maior resultado na inibicdo do ponto central. Essa
variancia consideravel pode ser indicativa de erro experimental ou da influéncia de fatores nédo-
considerados durante a elaboracdo dos parametros-teste, tais como: luminosidade, quantidade de
oxigénio dissolvido ou osmolaridade do meio.

Figura 27: Representacdo em colunas da porcentagem de inibi¢do por antagonismo de difusdo do filtrado celular
em poco de &gar contra Colletotrichum sp., obtida nos ensaios OSMAC assistido por Plackett-Burmann. O eixo
X é representativo do Potencial de inibi¢do (%), enquanto o eixo y representa os ensaios do Plackett-Burmann,
organizados ordem crescente de seu respectivo nimero. Os resultados obtidos nos ensaios foram,
respectivamente: 73,33%; 61,25%; 41,05%; 69,05%; 40%; 14,29%; 50,75%; 48,85%; 42,5%; 40,48%; 51,25%;
74,29%; 31,09%; 53,1% e 47,62%.

Porcentagem de inibigao (%) contra Colletotrichum sp. dos
Ensaios de OSMAC

80,00 7333 74,29
69,05
. 61,25
=z
o o000 5075 45 g5 5125 53;1“4?62
2 4105 [ 4000 4250 4048
& 4000 31,09
£
ak]
=
E 20,00 14,29
o
o
0,00

Ensaios

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28: Placas de Petri dos 15 ensaios da metodologia OSMAC assistida por Plackett-Burmann para
antagonismo por difusdo em poco de &gar contra o fungo Colletotrichum sp..Na primeira coluna estdo os 3
controles utilizados nos ensaios, cada um deles referente aos ensaios realizados com tempo de incubacao de 7,
10.5e14 dlas respectlvamente A partir da segunda coluna, os resultados estdo dlspostos de forma crescente

Controled@ s o Ensaio3s = Ensaio 4 o Ensaio 5,

Controle

Fonte: Registado pelo autor.

A possibilidade de que a quantidade de oxigénio dissolvido seja um fator influente é
reforcada pelos resultados do PBD, pois menores temperaturas resultam em uma maior
disponibilidade de oxigénio no meio celular em meios de cultura liquido (Somerville & Proctor,
2013), maiores quantidades de extrato de levedura adicionadas nos meios de cultivo resultaram em
um meio mais turvo e com mais espuma (Figura 29), os tampdes utilizados no lacre dos frascos de
fundo arredondado ndo foram padronizados e poderiam apresentar capacidades de isolamento
hermético distinto, os cultivos com a cepa MGO04 tendem a formar colénias vigorosas nas paredes
do frasco na altura da superficie (Figura 30), onde a disponibilidade de oxigénio é maior
(Somerville & Proctor, 2013), e também pois nos estudos iniciais da producéo de esporos utilizando
Streptomyces sp. da cepa MGO04, foi observado que a quantidade de esporos produzidos em 14 dias
pode aumentar em até uma ordem de grandeza quando a cepa é inoculada na mesma quantidade de
ISP-4 em um frasco Pyrex™ Erlenmeyer Wide-Neck 250 ml, que possui maior abertura, maior
espaco interno e que por consequéncia proporciona uma melhor aeracdo para a cultura nele
inoculada (Sundaramurthy, 2016). A relevancia da quantidade de oxigénio dissolvido na expressdo
de certas propriedades antimicrobianas de Streptomyces sp. foi reportada por Mitrovic e
colaboradores (2017), onde um maior didmetro da zona de inibi¢do contra os fungos Alternaria
alternata e Fusarium avenaceum foi observado na maior taxa de mistura (200 rpm) de cultivo de
S. hygroscopicus, indicando que uma maior transferéncia de oxigénio para as celulas resultou em

um efeito positivo em seu potencial antifungico.
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Figura 29: Meios de cultivo dos Ensaios 11, 12 e 13 do Plackett-Burmann antes da inoculagdo com esporos. Os
meios de cultivo dos ensaios 11, 12 e 13 foram preparados, respectivamente, com 5 g/L, 1 g/L e 3 g/L de extrato
de levedura. E possivel observar uma correlacéo entre turbidez do meio e a quantidade de extrato de levedura.

Fonte: Registado pelo autor.

Figura 30: Col6nias que se formam na superficie do cultivo de Streptomyces sp. em um meio contendo Trealose
apdés 7 dias.

Fonte: Registado pelo autor.
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Além disso, é importante ressaltar que uma das principais desvantagens do PBD ¢é sua
incapacidade de considerar a interacdo entre as variaveis de teste (Silva et al, 2013). Sendo assim,
é possivel que a variancia observada seja resultado de interacdes entre os componentes e condi¢es
selecionadas. Nesse caso, 0 PBD néo seria capaz de levar em consideragéo tais interacdes internas
e como consequéncia as verdadeiras varidveis responsaveis pelo efeito antifingico seriam

relegadas para os resultados abaixo do nivel de significancia.

5.6.2 Analise estatistica dos ensaios contra uma bactéria.

Os resultados do fungo A. alternata ndo foram responsivos para potencial antifingico, pois
a placa mae de onde os discos de dgar foram extraidos foi contaminada por bactéria, como mostrado
nos resultados da Figura 31. A bactéria em questdo colonizou a placa mae como um todo, causando
ou a morte do fungo ou a deplecéao de sua carga micelial para um quantidade ndo-observavel. Apds
7 dias, o crescimento da contaminagéo proveniente dos discos parou completamente e permaneceu
estavel pelos proximos 7 dias, formando halos permanentes observados nas placas. Como
resultado, todos os discos do fungo utilizados no teste do potencial antifingico sdo na realidade
representativos do potencial antibacteriano do filtrado de cultivo celular.

Os resultados do potencial antibacteriano relativo estdo demonstrados na Figura 32. Como
é possivel observar, os resultados apresentaram tendencia aos extremos, com muitos dos ensaios
apresentando potencial antibacteriano extremamente reduzido (Ensaios: 2, 3, 5, 7, 11, 13 e 15),
enguanto outros apresentavam potencial extremamente alto (Ensaios: 1, 4, 6, 9, 10, 12 e 14),
principalmente considerando que tais testes apresentaram halos permanentes, em contraste aos
testes contra Colletotrichum sp., onde o filtrado celular demonstrou apenas capacidade de reducao
do crescimento fangico.

A andlise estatistica dos dados obtidos variando as condi¢Ges e componentes do cultivo
descritos no item 4.7.2, indica que, para a bactéria em questao, apenas o extrato de levedura (Efeito
de -58,17) foi uma variavel significativa para o potencial antibacteriano do caldo de cultivo filtrado.
Esse valor € um forte indicativo de que concentracdes menores de extrato de levedura tendem a
resultar em melhoras significativas no antagonismo do filtrado. Na Figura 33 € possivel observar
um grafico de Pareto representando o comportamento de cada variavel, sendo que o comprimento
de cada barra é diretamente proporcional ao valor do efeito principal calculado para cada variavel,

ao mesmo tempo a linha vertical indica um nivel de confianca de 95% (p <0 ,05).
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Figura 31: Placas de Petri dos 15 ensaios da metodologia OSMAC assistida por Plackett-Burmann para
antagonismo por difusdo em poco de &gar contra o fungo A. alternata. Na primeira coluna estdo os 3 controles
utilizados nos ensaios, cada um deles referente aos ensaios realizados com tempo de incubagéo de 7, 10.5 e 14
dias, respectivamente. A partir da segunda coluna, os resultados estéo dispostos de forma crescente.

Controle B Ensaio 1 ~ Ensaio 2 Ensaio 3 T Ensaio 4 B Ensaio 5

Fonte: Registado pelo autor.

Figura 32: Representacéo em colunas da porcentagem de inibi¢do por antagonismo de difuséo do filtrado celular
em pogo de agar contra A. alternata, obtida nos ensaios OSMAC assistido por Plackett-Burmann. O eixo x é
representativo do Potencial de inibico (%), enquanto o eixo y representa os ensaios do Plackett-Burmann,
organizados ordem crescente de seu respectivo ndmero. Os resultados obtidos nos ensaios foram,
respectivamente : 4%; 77%; 65%; 73%; 63%; 0%; 4%; 74%; 71,6%; 8%; 75,5%; 71%; 15%; 73% e 72%.

Porcentagem de inibicdao (%) contra a Bactéria dos Ensaios
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Fonte: Elaborado pelo autor.



54

Figura 33: Gréfico de Pareto e nivel de significancia do Plackett-Burman para a variavel resposta "potencial
antibacteriano”. As variaveis analisadas estdo dispostas no eixo x do gréafico, organizadas em ordem crescente
em funcao de seu efeito direto na variavel resposta. O risco preto observado entre 0 e 5 é o limite minimo de nivel

de confianca de 95%. O extrato de levedura, como Unica variavel de significancia, foi destacado pelo seu efeito
relativo na variavel resposta (-58,17).

Média

Extrato de levedura (xz2)
Trealose (x1)

MgSO4 (xa)

Tempo de incubagdo (xs)

K2HPO4 (xa)

Variavel

NaCl (x7)
CaCo3 (xs)

Curvatura

Temperatura (xs)

0 1 2 3 4 5
Efeitos Padronizados (tcalc)

Fonte: Adaptado do software Protimiza Experimental Design.

Os dados obtidos foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA). Os resultados
calculados no software Protimiza Experimental Design indicam que a curvatura ndo foi
estatisticamente significativa com p=0,85 para qualquer uma das respostas analisadas, indicando
assim que nenhuma das variaveis avaliadas esta em sua condicao ideal (Tabela 8).

A variacao extrema entre as triplicatas do ponto central (13 a 15) pode reforcar a hipdtese
de que fatores de consideravel impacto ndo estdo sendo observados pelo PBD ou que existe
interacdo entre os parametros selecionados. Entretanto, mediante observacdo do alto desvio padréo
observado (21,31) nos ensaios e a completa falta de correlagdo entre os resultados obtidos no
antagonismo contra Colletotrichum sp., é provavel que a variagdo nos resultados seja decorrente
do erro experimental associado a contaminacéo original da placa mae.

Mesmo assim, € relevante notar uma forte correlacdo entre a diminuicdo da concentracao
de extrato de levedura no meio e um aumento direto e significativo do potencial antimicrobiano,
pois a grande maioria dos ensaios com menor atividade antibacteriana pertencia também ao grupo

de ensaios que recebeu uma maior concentracdo de extrato de levedura.
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Tabela 8: Efeitos estimados, Erro padrao, t calculado e p-value de cada variavel dos ensaios da metodologia
OSMAC assistida por Plackett-Burmann no potencial antifingico contra A. alternata.

Nome
Média
Curvatura
Trealose (X4)

Extrato de levedura

(X2)
K2HPO4 (Xs)
MgS04 (x,)
Temperatura (Xs)

Tempo de incubagdo

(Xe)
NaCl (x7)

CaCo3 (xg)

Efeito
48,8417
8,9833
-22,6833

-2,8500

-24,3500
23,1833
-3,8167

-20,3167

-21,5167

3,0167

Erro padréo
10,6560
47,6551
21,3120

21,3120

21,3120
21,3120
21,3120

21,3120

21,3120

21,3120

t calculado
4,5835
0,1885
-1,0643

-0,1337

-1,1425
1,0878
-0,1791

-0,9533

-1,0096

0,1415

p-valor
0,0059
0,8579
0,3358

0,8988

0,3050
0,3263
0,8649

0,3842

0,3590

0,8930

Valores aproximados para 4 casas decimais. A varidvel de maior impacto na resposta esta destacada em negrito.

A coluna contendo o p-value referenciado no texto esta destacada em cinza.

Fonte: Adaptado do software Protimiza Experimental Design.
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6. CONCLUSAO

A cepa MGO04 de Streptomyces sp. apresentou extenso potencial antiflngico, contra fungos
fitopatgenos de interesse comercial e agricola nos testes de antagonismo empregados.

No ensaio de antagonismo por cultura dupla em placa de Petri foram obtidos os melhores
resultados gerais. A cepa ndo foi capaz de inibir Ceratocystis paradoxa ou Sclerotinia sclerotium,
mas a menor porcentagem de inibicdo obtida nos fungos inibidos foi de 32,20% para o
Lasiodiplodia pseudotheobromae e a maior foi de 79,67% para Colletotrichum sp.. Além disso,
uma interacdo entre Streptomyces sp. e o fungo Sphaceloma sp. resultando na germinagdo de
coldnias satélite da bactéria foi reportada pela primeira vez.

No ensaio de antagonismo do filtrado de cultivo por difusdo em poco de agar, a cepa MG04
novamente foi incapaz de inibir S. sclerotium, mas demonstrou capacidade de inibir C. paradoxa.
A porcentagem de inibi¢do foi no geral menor, variando de 10,53% (A. alternata) até 49,17%
(Colletotrichum sp.).

No antagonismo por compostos organicos volateis ndo foi obtida inibicdo para C.
paradoxa, S. sclerotium e Sphaceloma sp. O maior percentual de inibi¢ao dentre todos os testes foi
obtido para Bipolaris sp. (86,68%). Além disso, resultados variaram de 19,70% (R. microsporus)
a 57,08% (L. pseudotheobromae).

Cinco fontes de carbono e cinco fontes de nitrogénio do cultivo liquido foram testadas em
fungdo do potencial antifngico e foi observado os melhores resultados para trealose (27% em
Colletotrichum e 16,8% em A. alternata) e extrato de levedura (34,87% em Colletotrichum e 27,9%
em A. alternata).

Por fim, as condi¢es de cultivo foram variadas e foi definido que a temperatura de cultivo
e concentracdo de extrato de levedura sdo os fatores de maior impacto no potencial antifingico
contra Colletotrichum sp., exercendo efeito negativo de -25,46 e -11,74, respectivamente. Para A.
alternata ndo foi possivel obter os resultados para o potencial antifungico devido a uma

contaminacdo na placa mae.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A alta porcentagem de inibicdo antiflngica observada nos testes de cultura-dupla indica
que a cepa MG04 de Streptomyces sp. apresenta alto potencial como componente ativo de produtos
para biocontrole de fungos fitopatogénicos. Portanto, se torna interessante a investigacao da cepa
contra outros fitopatdgenos, a investigacdo a fundo de seu potencial antimicrobiano comparativo e
o desenvolvido de formulacdes para a aplicacdo da mesma no biocontrole.

Da mesma forma, se torna também interessante a caracterizacdo dos compostos
metabdlicos produzidos pela cepa, tanto para a melhor compreensdo dos resultados observados,
quanto para o isolamento de novos compostos de interesse. Para tanto, seria possivel empregar
técnicas gendmicas, como por exemplo o sequenciamento e avaliacdo dos clusters biossintéticos
ou até mesmo técnicas cromatogréaficas para determinacao das moléculas produzidas.

Além disso, a porcentagem de inibicdo atipicamente alta observada no ensaio de
antagonismo de compostos organicos volateis contra o fungo Bipolaris sp. indica o alto potencial
para o isolamento de moléculas de interesse e desenvolvimento de produtos biofumegantes para o
controle biologico.

Por fim, metodologias de teste mais rigorosas devem ser implementadas para investigagdo
mais a fundo das vias biossintéticas de producéo de compostos antimicrobianos e os parametros de
cultivo associadas a mesma, no intuito de otimizar as condi¢Bes de cultivo e, possivelmente,

ampliacdo para producao em escala industrial
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