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RESUMO

O desenvolvimento de produtos biolégicos vem crescendo devido a varios fatores,
entre eles a conscientizacdo ambiental, a preocupacdo com a saude humana e a
selecdo cada vez mais comum de patdgenos resistentes aos produtos quimicos
sintéticos. Dentre os géneros estudados para o desenvolvimento de produtos
biolégicos, o género Bacillus spp. tem se destacado devido a producdo de muitas
moléculas antimicrobianas e a resisténcia em condigbes ambientais adversas pela
formacao de enddsporos. Nesse contexto o objetivo do estudo foi identificar a cepa
B. velezensis LABIM40 para realizar analises in silico, envolvendo comparacdes
filogendmicas e a predicdo dos metabdlicos secundarios. Paralelamente, analises in
vitro também foram realizadas para caracterizacdo da atividade antifungica de
LABIM40, para isso, os ensaios foram conduzidos com os fungos: Sclerotinia
sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolia (MP) e Botrytis cinerea (BC). As
melhores condi¢des de cultivo, a estabilidade aos valores de temperatura, pH e luz e
a concentracdo inibitéria minima (CIM) foram avaliadas. Além dessas andlises, o
efeito do sobrenadante de LABIM40 no micélio fungico de SS foi visualizado em
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). O resultado do sequenciamento indicou
que LABIM40 pertence ao grupo B.velezensis e as analises de comparacao
mostraram uma alta similaridade com outras cepas com potencial biotecnoldgico ja
descrito. Os dados de predicdo do genoma de LABIM40 indicaram a presenca de 33
BGCs (Biosynthetic Gene Clusters), dessas, 11 apresentaram algum nivel de
similaridade com alguma BGC ja depositada na base de dados do Minimum
Information about Biosynthetic Gene clusters (MiBiG). O sobrenadante de LABIM40
apresentou ter grande potencial antifungico ao inibir mais de 60 % os fungos
testados, ndo perdendo a atividade nos parametros de temperatura, pH e luz, no
entanto a atividade caiu ao ser submetido as temperaturas de 70, 100 e 121 °C. Os
dados da CIM foram 1,2% para SS, 2,5% MP e 20% para BC e alteracdes
estruturais nas hifas de SS ao ser tratada com o sobrenadante livre de células
também foram visualizadas, concluindo que B. velezensis LABIM40 produz
metabolitos antifungicos com estabilidade nos parametros testados, caracterizando
0S seus compostos para o uso em diferentes condicbes ambientais, sendo, portanto,
um bom agente de biocontrole. Contudo muitas pesquisas ainda devem ser
realizadas para otimizar a producdo dos metabdlitos antifingicos, para identificar o
principio ativo e caracterizar a atividade in vivo.

Palavras-chave: Bacillus sp. Caracterizagdo biologica. Antimicrobianos.
Antagonismo. Produc¢éo sustentavel.
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ABSTRACT

The development of biological products has been growing due to various factors,
such as environmental awareness, the concern for human health and the
increasingly common selection of pathogens resistant to synthetic chemicals. Among
the studied genera related to the development of biological products, the Bacillus
spp. genus stood out for its production of many antimicrobial molecules, as well as its
resistance to adverse conditions by forming endospores. In this context, the objective
of the study was to identify the antifungal agent B. velezensis LABIM40 in order to
perform in silico analysis, with phylogenomic comparisons and predictions regarding
secondary metabolites. At the same time, in vitro tests were performed for the
characterization of LABIM40’s antifungal activity. In order to do that, the experiment
was conducted with the fungi: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolia
(MP) and Botrytis cinerea (BC). The best growth conditions, the stability of
temperature, pH and light values as well as the minimal inhibition concentration (MIC)
were evaluated. Aside from those tests, the effect of LABIM40’s supernatant on SS’s
mycelium was observed in Scanning Electron Microscopy (SEM). The results of the
sequencing pointed that LABIM40 belongs to the group B. velezensis, and the
comparison analysis showed a high similarity with other strains, already described as
with biotechnological potential. The prediction data indicated the presence of 33
BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) in the genome. Of those, 11 presented some
level of similarity with a BGC already included in the Minimum Information about
Biosynthetic Gene clusters (MiBiG) database. LABIM40’s supernatant showed great
antifungal potential when inhibiting more than 60% of the tested fungi, not lowering
its activity on the parameters of temperature, pH and light. However, the activity
lowered when submitted to temperature levels of 70, 100 and 121°C. The MIC data
was 1,2% for SS, 2,5% for MP and 20% for BC, and it was possible to visualize
alterations on the structure of SS’s hypha when treated with the supernatant free of
cells, leading to the conclusion that B. velezensis LABIM40 produces antifungal
metabolites stable on the tested parameters, characterizing its components as viable
for use in different environmental conditions, therefore being a good biocontrol agent.
Nevertheless, there are still many researches that must be done to optimize the
production of antifungal metabolites, to identify its active principle and characterize
the in vivo activity.

Keywords: Bacillus sp. Biological characterization. Antimicrobials. Antagonism.
Sustainable production.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui cerca de 33.9 % de areas agricultaveis (Banco mundial,
2016), no entanto ele é o 4° pais com participacdo nas exportacbes de produtos
agricolas e dentre os produtos de origem vegetal os complexos de soja lideram o
ranking das exportacdes (JAMBOR e BABU, 2016; MAPA, 2018).

Esse desenvolvimento econémico gerado pela agricultura proporcionou
maior atengdo para a produtividade agricola. Porém para manter a produtividade, é
necessario o controle integrado de doencas, pois se tratando de um pais tropical a
incidéncia de doencas no campo é muito comum.

Dentre as doencas, os fungos Macrophomia phaseolina e Sclerotinia
sclerotiorum causam prejuizos em muitas culturas, principalmente na soja (GODOY
et al., 2016). M. phaseolina é capaz de infectar mais de 500 espécies de plantas
(GUPTA et al.,, 2012). Ja S. sclerotinia, mais de 400 espécies (BOLAND e
HALL,1994; BOLTON et al, 2006).

Mas se tratando de horticulturas, Botrytis cinerea é um dos agentes
patogénicos mais comum em morangos no Brasil e demais paises (REIS et al.,
2011; JANISIEWICZ et al., 2016). Esse patdogeno pode infectar mais de 200
espécies de planta, estando entre elas uva, morango, tomate, pepino e flores
ornamentais (SCHUMACHER et al., 2012).

Dessa forma, o uso de defensivos quimicos é amplamente utilizado para
controlar as perdas causadas por doencas no campo. No entanto, a longo prazo
esses defensivos se tornaram prejudiciais em inGmeros aspectos, por contaminar o
meio ambiente (ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008), selecionar espécies resistentes (MA
et al., 2009; GEPP et al., 2012), atuar em organismos nao-alvo (TOSI et al., 2018) e
até mesmo por prejudicar a saide humana (CREMONESE et al., 2017).

Sendo assim, para evitar o uso desses defensivos sintéticos, outras
estratégias foram desempenhadas, entre elas a utilizacdo de plantas geneticamente
modificadas, resistentes a patdogenos (MCCAGHEY et al., 2018). No entanto, esse
manejo também possui impacto negativo na biodiversidade (ANDOW e ZWAHLEN,
2006), e a longo prazo os riscos a saude humana ainda ndo estdo bem
estabelecidos.

Portanto, uma alternativa que esta cada vez mais sendo utilizada, devido

aos seus beneficios agregados é o uso de microrganismos como agentes de
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controle (TIMMUSK et al.,, 2017). Atualmente ha 209 cepas microbianas sendo
utilizadas em produtos comerciais no Brasil, Australia, Canada, Unido Européia,
Japao, Nova Zelandia e Estados Unidos da América (VAN LENTEREN et al., 2018).

A maioria dos produtos bioldgicos registrados segundo van Lenteren (2018),
séo constituidos por bactérias e dentre os diferentes géneros desse grupo, Bacillus
spp. se destacam, principalmente por apresentarem a capacidade de formacéo de
endosporos, producdo de grande variedade de compostos antimicrobianos,
propriedades surfactantes, inducdo de respostas de defesa em plantas, entre outros
(ETESAMI e ALIKHANI, 2017; PEREZ, 2017, VERMA, 2015).

O desenvolvimento destes produtos, tem dependido, na maioria dos casos,
de procedimentos tradicionais de isolamento microbiano e producdo de bioativos,
sem o conhecimento genético do potencial antimicrobiano. No entanto, dada a
rapidez da propagacdo das doencas e da necessidade de novas tecnologias, é
necessaria uma abordagem mais rapida a bioprospeccéo tradicional Desta forma, as
tecnologias de sequenciamento de DNA de “nova geragao” sao ferramentas
indispensaveis para o desenvolvimento de novos inoculantes para protecdo de
plantas (KIM et al., 2016).

Nesse sentido, o objetivo geral deste estudo foi explorar o potencial
biotecnolégico e caracterizar a atividade dos compostos antifingicos produzidos
pela cepa Bacillus velezensis LABIM40, utilizando uma abordagem in silico e

estudos in vitro contra fungos patogénicos de plantas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Explorar o potencial biotecnolégico e caracterizar a atividade dos compostos
antifingicos produzidos pela cepa Bacillus velezensis LABIM40, utilizando uma

abordagem in silico e estudos in vitro contra fungos patogénicos de plantas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Sequenciar o genoma completo de LABIMA40;

2- Realizar uma predi¢cdo dos metabdlitos secundarios, através de uma
abordagem in silico;

3- Avaliar o potencial de antagonismo da cepa LABIM40 contra fungos
fitopatogénicos;

4- Desenvolver meios de cultivo para melhor biossintese dos
compostos antifungicos pela cepa LABIM40;

5- Avaliar o efeito, concentracdo e estabilidades dos metabdlitos

antifangicos produzidos pela cepa LABIM40.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO AGRICOLA NO BRASIL

A colonizacdo do Brasil pelos Portugueses e demais europeus iniciada no
século XVI, até a metade do século XIX, foi marcada pela producédo de cana-de-
acucar em praticamente todo litoral Brasileiro, tendo inicio em Pernambuco, Bahia e
Rio de Janeiro. O clima quente e umido e a mao de obra dos indigenas dessas
regides favoreceram a expanséao da agricultura (JUNIOR, 1945).

Com o passar dos anos todos os estados desenvolveram uma forte
producao agricola, despertando o interesse de estrangeiros, fortalecendo ainda mais
a agricultura no Brasil. Segundo Sauer et al (2012), o estado do Parana obteve
5.130 imdveis rurais sob a propriedade de estrangeiros em 2010, perdendo apenas
para Sao Paulo com 12.291.

O crescente interesse por terras agricultaveis e a intensa producdo de
produtos de origem vegetal, impulsionou a balangca comercial, pois segundo dados
do Ministério da Agricultura (MAPA, 2018), o saldo de exportacdo e importacéo de
julho de 2017 foi de 6.715.699 milhdes de doélares, na mesma época em 2018 o
Brasil obteve um saldo de 7.296.287 em produtos de origem vegetal.

Dos produtos de origem vegetal, os complexos de soja lideraram o ranking,
sendo os mais exportados em 2018 (MAPA, 2018), e a producdo de soja no pais
segundo dados do IBGE (2018) atingiu 117.225.703 toneladas na safra, perdendo
apenas para cana-de-acguUcar.

Apesar do rendimento econdémico, ha também muitas perdas na producéo
agricola, podendo ser provocadas por adversidades bidticas, abidticas e por
questdes de ordem econbmica, ocorrendo em qualguer momento, do plantio a pos-
colheita (IBEGE, 2004).

Se tratando das condi¢cdes bibticas, muitos representantes do filo
Ascomycota sdo patdgenos de plantas, esses geralmente apresentam
caracteristicas necrotroficas e 0s principais mecanismos de patogenicidade na

planta estao relacionados com a producdo de enzimas e toxinas (BERBEE, 2001).
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3.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungos desempenham diferentes estratégias para obtencéo de nutrientes
e sobrevivéncia na planta hospedeira. Segundo Kabbagea et al., (2015) podem ser
classificados como necrotréfico (levam a morte do tecido de seus hospedeiros,
obtendo nutrientes provenientes do material em decomposicdo), biotroficos (néo
levam a morte do tecido, mas manipulam o metabolismo da planta a seu favor) e
hemibiotroficos que combinam ambas as estratégias.

Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Botrytis cinerea se
enquadram como fungos necrotroficos (PRESTI et al. 2015), S. sclerotiorum e M.
phaseolina, podem causar prejuizos em grandes éareas cultivadas com soja e
diferente deles, B. cinerea atinge principalmente horticulturas como uva, morango e
tomate (FILLINGER e ELAD, 2016).

3.2.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Esse agente, pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Familia
Sclerotiniaceae e Género Sclerotinia (MYCOBANK, 2018). Segundo Kreyci et al.
(2016), existem 263 espécies reconhecidas, entre as espécies S. sclerotiorum foi
identificada pela primeira vez em Ontario, Canada em 1946 (BOLAND e
HALL,1988). No entanto S. sclerotiorum ja era estudado desde 1837 (KREYCI et. al.,
2016).

O patdégeno ataca uma variedade de culturas, entre elas destacam-se soja,
feijao, ervilha, canola, girassol, alfafa, batata e tomate (BOLTON et al., 2006). Sendo
um fungo de patogenicidade inespecifica.

S. sclerotiorum é o agente etioldgico do mofo branco da soja e do feijdo. A
doenca causada por esse patégeno também pode ser chamada de podriddo branca
poisS possui um aspecto plumoso e branco, levando ao apodrecimento dos tecidos,
causando a necrose e morte das plantas hospedeiras (SAHARAN e MEHTA, 2008;
KREYCI, 2016).

Esse agente etioldgico pode causar grandes prejuizos no campo. No estudo
de meta-andlise realizada por Lehner et al. (2017), os autores avaliaram uma perda
de 172 Kg ha' a cada 10 % de aumento da doenca, além disso em todos os

tratamentos havia a presenca de esclerddios.



18

Os esclerodios sdo agregados de micélios de S. sclerotiorum, com
capacidade de germinar miceliogenicamente através de um substrato ou hospedeiro,
esses sao resistentes a condi¢cdes adversas, mas quando o ambiente esta favoravel
entram em processo de germinagdo (BARDIN e HUANG, 2001). Esse fungo
também germina carpogénicamente, emitindo apotécios que emergem na superficie
do solo formando ascas, que liberam ascosporos em condi¢cdes de alta umidade e
temperatura de 20°C (SUMIDA, 2012).

A infeccdo do tecido foliar e do tronco de plantas sadias ocorrem apenas
quando os ascésporos germinam e colonizam os tecidos mortos ou senescentes,
geralmente partes de flores, como pétalas (HEGEDUS e RIMMER, 2005). Essa
infeccdo por esporos, ocorrem com maior frequéncia apos o inicio da floracdo, uma
vez que as pétalas sdo uma fonte de nutrientes e um caminho para a infeccéo
(ROTHMANN et al., 2018).

Além da facil propagacdo dos esporos, o que auxilia esse fungo a ter
sucesso na colonizacdo, sao os esclerddios, que sobrevivem no solo em condi¢des
adversas, garantindo a presenca do patdgeno nas safras futuras, sendo um fungo de
dificil controle (RAHMAN et al., 2016).

A principal medida de controle da doenca consiste na prevencdao, evitando a
entrada do patégeno na area (PAULA JUNIOR et al. 2010). Mas, quando o fungo ja
esta no campo, muitas medidas sdo necessarias para 0 seu controle, como por
exemplo, rotacdo de culturas, controle quimico, biolégico e utilizacdo de sementes
tratadas com fungicidas (FERRAZ et al., 2003).

3.2.2 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid

Este patdgeno pertence ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae
(MYCOBANK, 2018), constituido por apenas uma espécie M. phaseolina homeado
por Goidanish (1947). No entanto apresenta uma grande diversidade genética,
sendo relatado pela primeira vez em 1927 no Sri Lanka em cultura de girassol (Khan
et al., 2007; KHAN et al., 2017).

M. phaseolina é um patégeno fungico, cosmopolita, necrotrofico que
acomete muitas culturas, tais como, soja, feijao, sorgo, milho, algodao e girassol,
entre outros (KHAN, 2007; GUPTA, 2012; SHRIVASTAVA, 2017). E o agente da

doenca podriddo de carvdo da soja, nomeado assim pelos sintomas na planta em
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condicbes mais severas, pelo escurecimento de raizes e folhas (HEMMATI et al.,
2018).

No geral, os sintomas das plantas acometidas por esse patdgeno sao,
escurecimento e avermelhamento das folhas, colo das plantas e tecidos vasculares
internos com secagem da folhagem (POPOVIC, T. et al., 2018; DOUBLEDEE et al.,
2018). A infeccdo pode ser associada ao modo de reproducdo do fungo no
ambiente, podendo ocorrer no inicio da germinacdo das sementes uma vez que
esse patdégeno pode estar presente naturalmente no solo (GODOQY et al., 2016).

Segundo Sobrinho et al. (2004), M. phaseolina se reproduz tanto pelos
esporos gerados pelos picnidios quanto pelo desenvolvimento de hifas no estagio
esclerocial. Nesse estagio surgem 0s microesclerdcios, que sao estruturas de
resisténcia formados por um aglomerado de micélios fungicos, resistentes a
condi¢cdes adversas e facilmente encontrados sob a epiderme das raizes ou na
camada externa do cértex da planta, sendo de facil proliferacdo quando esse tecido
se decompde liberando essas estruturas no solo (ALMEIDA et al., 2014).

Por se tratar de um patdgeno com desenvolvimento inicial no solo, a
deteccdo da doenca no campo € prejudicada. Para controlar a incidéncia de
doencas, algumas estratégias sdo necessarias, como o plantio direto e a selecéo de
cultivares mais resistentes (ISHIKAWA et al., 2018). Contudo, no Brasil ndo ha
fungicidas registrados para controle dessa doenc¢a e nenhum genotipo foi registrado
com sendo resistente, embora haja ocorréncias de tolerancia (ALMEIDA et al., 2014,
BIZARI et al., 2018), o que torna o desenvolvimento de produtos de origem biolégica

uma alternativa de controle promissora.

3.2.3 Botrytis cinerea Pers.: Fr.

B. cinerea é um fungo pertencente ao Filo Ascomycota, Familia
Sclerotiniaceae e Género Botrytis (MYCOBANK, 2018). O género foi descoberto por
Pier Antonio Micheli em 1729 (ELAD et al., 2007).

Este € um patdgeno necrotréfico que coloniza principalmente tecidos de
plantas senescentes ou mortas, € 0 agente causador da doenca do mofo cinzento
que acomete vérias culturas (JARVIS, 1989). Dentre elas, morango, tomate,
(KONSTANTINOU et al., 2014), uva (KOCSIS et al., 2018) e pepino (SANTISSIMA-

TRINIDAD et al., 2018). Considerado um dos principais problemas em pés-colheita
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do morango no Brasil (PARISI et al., 2016). Sendo também encontrado nas flores,
folhas, peciolos e frutos (YU e SUTTON 1998).

No ciclo de vida dos fungos desse género pode haver varias fases, se
reproduzindo de forma assexuada (Anamorfo), através do desenvolvimento das
hifas, produzindo conidios e assim esporos por mitose e uma fase sexuada
(Telemorfo) produzindo apotécios, resultando em ascdsporos por meiose, nessa
fase o fungo é denominado como Botryotinia (ELAD et al., 2007).

Um dos estagios de B. cinerea é o estado sexual telemorfo Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel (ROJAS et al.,, 2016). No entanto essa concluséo
surgiu quando Gregory (1949) localizou no museu internacional de Londres um
material original de Peziza funckeliana, recoletado por De Bary, ao realizar um
estudo, comparou a similaridade dessa espécie com B. cinerea (ROJAS et al.,
2016).

Segundo Dowling et al. (2018) os esporos sexuais raramente sdo uma fonte
de inéculo que causam a doenca do mofo cinzento. Os principais propagulos de B.
cinerea sdo conidios produzidos em conidioforos ramificados e as formas de
resisténcia sdo denominadas de esclerodios que podem em condi¢bes favoraveis
emitir hifas e iniciar uma infeccao.

Além da complexidade do ciclo reprodutivo de B. cinerea que proporcionam
diferentes formas de propagacdo, a espécie apresenta uma grande variabilidade
fenotipica, tanto quanto morfolégica, producdo de enzimas, patogenicidades e
resisténcia (ROJAS et al., 2016). Esses mecanismos podem proporcionar
capacidade de desenvolver rapidamente resisténcia a fungicidas, tornando cada vez
mais dificil o seu controle.

Se tratando do controle desse patdogeno, é recomendado a limpeza e
destruicdo das folhas, frutose e folhas infectadas, seguindo de aplicacdo de
fungicidas na pré-colheira (REIS e COSTA, 2011).

3.3 CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Para prevenir a perda da producgdo agricola por patégenos muitas técnicas
sao utilizadas, entre elas, duas se destacam, 0 uso de sementes transgénicas e a
utiizacdo de defensivos agricolas que sado comumente utilizadas de forma

complementar, em um sistema de manejo integrado.
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Os defensivos agricolas podem ser classificados em dois grandes grupos,
sintéticos ou nao sintéticos, provenientes de organismos ou de elementos da
natureza. Ambos podem ser introduzidos no cultivo convencional, mas o0 uso restrito
de defensivos biolégicos ou ndo sintéticos € a caracteristica principal de uma
producao organica.

Durante a primeira metade do século XX, agrotéxicos, fertilizantes quimicos,
mecanizacdo e melhoramento genético fomentaram mudancas consideraveis na
agricultura e no setor produtor de insumos, mas foi na chamada “Revolugcao Verde”
em que houve uma transformacao, diminuindo o uso dessas técnicas convencionais
para utilizar técnicas mais sustentaveis e inovadoras (MORO, 2012).

Segundo Prabhu (2012) no periodo da revolucdo verde entre 1961-2000,
houve um grande incremento da produtividade agricola mundial em varias culturas.
Devido a isso, as tecnologias envolvidas nessa conquista vém sendo desenvolvidas
até hoje.

Com o passar do tempo a incidéncia de resisténcia de patégenos no campo,
a contaminacdo ambiental e a conscientizacdo da sociedade impulsionaram o
desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel o que resultou em 1972 na
Federacdo Internacional de Movimentos da Agricultura Organica (IFOAM), reunindo
mais de 750 organiza¢gfes em 108 paises (MORGERA et al., 2012).

Contudo, demorou um pouco mais para 0S paises comecarem a organizar
leis, decretos e programas que apoiassem a causa. A Dinamarca, em 1987, foi o
primeiro pais a introduzir um programa de apoio ao cultivo organico, mas o avango
ocorreu mesmo em 1996, quando todos os Estados-Membros da Unido Europeia,
com excepc¢do a Luxemburgo, introduziram politicas de apoio a agricultura biolégica
(LAMPKIN et al.,1999)

No Brasil, apenas em 2003 foi criada a lei que aprovam o cultivo e a
comercializacdo de produtos organicos, e segundo ela, considera-se sistema
organico de producdo a utilizagcdo de métodos culturais, bioldégicos e mecanicos,
defendendo a eliminacdo do uso de materiais sintéticos e organismos geneticamente
modificados (BRASIL, 2003).
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3.3.1 Controle Quimico

Conforme os fungos patogénicos se tornaram um grande problema para os
agricultores, a sociedade caminhou para o desenvolvimento de mecanismos que
impedisse a sua proliferacdo e assim para combater esses organismos, inicialmente
foi abordado a utilizacdo de minerais como o0 enxofre e cobre, caindo-se em desuso
pelo desenvolvimento de fungicidas sintéticos (GIANESSI e REIGNER, 2005).

Segundo os dados de “Fungicide Resistance Action Committe” (FRAC,
2016), ha aproximadamente 177 nomes comuns de fungicidas quimicos no mercado.
E os grupos quimicos mais comuns, pertencentes a eles sdo triazol, carboxamida,
cabendazim e estrobirulina.

Esses fungicidas podem ser classificados conforme a sua mobilidade na
planta (contato ou sistémicos), de protecdo (preventivos ou curativos) e pelo
espectro de acdo (Sitio-especifico ou mudltiplo-sitio). McGrath (2004) descreveu
fungicidas de contato como sendo aqueles que permanecem na superficie da planta,
sistémicos para aqueles que penetram no tecido vegetal, sem retornar ao local de
aplicacdo, preventivos como o0 proprio nome ja diz, usados para prevenir uma
doenca, e curativos para utilizar apos a infestacdo da doenca.

Fungicidas sitio-especifico possuem um Gnico mecanismo de ac¢ado, podendo
atingir por exemplo um dnico ponto da via metabdlica de um patdégeno. Devido a
essa especificidade, os patdogenos tendem a desenvolver com mais facilidade
resisténcia e para diminuir esse problema, foi desenvolvido os fungicidas multissitios,
que através da combinacdo de diferentes mecanismos de acdo se tornam mais
eficazes no controle de doencas (MCGRATH et al. 2004; LIU et al. 2016; RUPP et al.
2017; POPKO et al. 2018).

O grupo quimico dos triazdis atuam na biossintese de esterdis e como
consequéncia, levam ao desequilibrio dos lipidios na membrana, provocando
alteragbes na sua permeabilidade (RODRIGUES, 2006). Em relacdo a resisténcia
dos triazois, Bowyer et al. (2012) elencou alguns fungos resistentes a eles e entre as
cepas fungicas, Botrytis cinerea era uma delas.

Apesar dos fungicidas multissitios de origem sintética serem os mais
indicados, eles também trazem muitos prejuizos, podendo ser téxicos para 0s
microrganismos benéficos, para as plantas, animais e humanos. Araujo et al. (2007),

analisaram a saude de agricultores que utilizavam uma variedade de agrotoxicos,
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inclusive Mancozeb, e encontraram problemas relacionados com a intoxicagao,
cefaleia, sindromes neurocomportamentais, entre outros.

Pandey e Mohanty (2015), observaram altera¢cdes morfologicas e disfuncdes
da producdo de horménios da tireoide de passaros selvagens Bangali-vermelho
(Amandava amandava) apos a ingestdo de Mancozeb. Por esse motivo, a utilizacdo
de produtos de origem biol6égica é uma alternativa promissora para o controle de
fungos fitopatogénicos, por apresentarem baixa ou nenhuma toxicidade, néo

recalcitrancia e serem considerados naturalmente multissitios.

3.3.2 Controle Bioldgico

Controle biolégico é o uso de uma populagdo de um organismo para reduzir
a populacédo de outro organismo (VAN LENTEREN et al.,, 2018). Os agentes de
controle biolégico (ACB), sdo representados pelos insetos, microrganismos e
plantas. Esses agentes podem exercer varios mecanismos de controle, mas 0s
principais séo: antibiose (produgcdo de compostos antimicrobianos), competicdo por
nutrientes e espaco, inducdo de resisténcia, parasitismo e predacdo (DI
FRANCESCO et al., 2016).

Dentre os ACB, os microrganismos sao frequentemente utilizados e
estudados, pelos inUmeros beneficios gerados na associacdo com o0 vegetal,
favorecendo o crescimento de plantas por fornecer nutrientes e fatores de
crescimento, ou por produzir antibiéticos que antagonizam 0S microrganismos
fitopatogénicos (BULGARI et al. 2011; BONATELLI 2012; PASSARI et al. 2017)

Devido aos beneficios gerados pela utilizacdo dos ACB, e pelo crescente
desenvolvimento do mercado em relacdo a producdo de biologicos, se tem
atualmente cerca de 209 cepas microbianas sendo, 94 espécies pertencentes a
produtos comerciais registrados no Brasil, Australia, Canada, Unido Européia,
Japéo, Nova Zelandia e Estados Unidos da América (VAN LENTEREN et al., 2018).

Das cepas microbianas registradas, a maioria sdo bactérias e muitos
géneros sao encontrados com frequéncia na rizosfera e dentro das plantas
exercendo um papel de simbiose harménica, como é o caso dos géneros
Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus (AZEVEDO 1998; COMPANT
et. al. 2005; HAO, et al. 2016).
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O género Pseudomona spp sdo comumente agentes de biocontrole devido a
diversidade de metabdlitos produzidos com atividade antimicrobiana. Como, por
exemplo, o &cido fenazina-1-carboxilica, responsavel pela inibicdo de Botrytis
cinerea (SIMONATO et al. 2017) e o composto do tipo pirole responsavel pela
inibicdo de S. sclerotiorum (BAJPAI et al., 2017).

De forma similar Burkholderia spp. também tem-se destacado no controle de
doencas agricolas. A partir de uma bioprospeccéo, JUNG et al. (2018) isolou o ABC,
Burkholderia cepacia cepa JBK9, como sendo responsavel pela producdo de
pirrolnitrina, principal molécula inibidora dos fungos Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum e Rhizoctonia solani.

Assim como 0s géneros comentados acima, Bacillus spp. produzirem varios
metabdlitos secundérios, sendo a grande maioria de origem peptidica. Essas séo
divididas em dois grupos sendo aquelas sintetizadas pelos ribossomos e de forma
nao ribossémica (FIRA et al., 2018). No entanto a maioria dos metabdlitos
antifingicos se enquadram como nao ribossomais, como os lipopeptideos (ZHAO et
al., 2013). Além destes, outros compostos também podem ser produzidos com acao
antifingica como por exemplo os volateis (GOTOR-VILA et al., 2017).

3.4 GENERO BACILLUS

De acordo com o banco de dados “List of Prokaryotic Names with Standing
in Nomenclature”, existem atualmente 377 espécies do género Bacillus e 8
subespécies. Esse género pertence ao reino Bacteria, filo Firmicutes, classe Bacilli e
ordem Bacillales, foi descrito primariamente por Cohn (1872), quem nomeou a
espécie tipo como Bacillus subtilis (DORIGHELLO et al., 2017).

Estes microrganismos sdo caracterizados como Gram-positivos, aerébios ou
anaerobios facultativos, produtores de enzima catalase, crescem em substratos com
variadas fontes de carbono e formam enddsporos como estrutura de resisténcia em
periodos de estresse ambiental (MADIGAN et al., 2016).

Esse género possui uma ampla distribuicdo, sendo possivel encontra-los em
ambientes variados e em condi¢des abidticas distintas. Souza et al. (2011), isolaram
64 microrganismos de ambientes da Antértica, com potencial para biocontrole.
Destes, 43.75 % corresponderam ao género Bacillus. J& Romano (2015) prospectou

na regido do Cerrado microrganismos com interesse biotecnoldgico para producao
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de antimicrobianos, antitumorais e antiparasitarios, dos 20 isolados de interesse, 15
eram Bacillus endofiticos.

Na regido do Himalaia Indiana, em 3979-5359 metros de altitude, com
temperatura entre -10 e 15°C, pH de 6.5-8.9, Yadav et al. (2016) recuperou 247
Bacillus de amostras de solo e agua, para avaliar a promocdo de crescimento de
plantas.

O desenvolvimento de produtos a partir desses microrganismos estao cada
vez mais ganhando espacgo nas industrias alimenticias, farmacéuticas e agricola.
Este género contém uma grande variedade de espécies de interesse biotecnoldgico,
tais como: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. cereus, B. pumilus, B.
thuringiensis e B. velezensis, que séo as espécies mais estudadas para producédo de
antimicrobianos (LOPES et al., 2018).

No estudo de Vinodkumar et al. (2017), duas cepas de B. amyloliquefaciens
e uma de B. subtilis inibiram o crescimento de S. sclerotiorum. J& no estudo de
Masmoud et al. (2017), através da otimizacdo do meio de cultura para B.
amyloliquefaciens BLB371, conseguiram resultados promissores no controle de
varios fungos fitopatogénicos.

Esse género, contempla a capacidade de producdo de uma variedade de
metabolitos antifingicos, dentre eles, os mais encontrados na literatura sao
lipopeptideos, tais como surfactinas, iturinas e fengincinas (YU et al. 2002; JI et al.
2013; VELANDIA 2018).

Além dos lipopeptideos, espécies desse género podem produzir enzimas,
peptideos entre outros compostos antifungicos. Liu et al. (2011) isolaram uma cepa
de B. subtilis com capacidade para inibir o fungo Rhizoctonia solani no tomate pela
acdo da quitinase. Ja Mora et al. (2011) demonstraram que, entre os 184 isolados
de Bacillus, a maioria apresentou genes associados a producdo de peptideos
antifangicos.

Gacitta et al. (2009), ao isolar algumas espécies de Bacillus, notaram que
quatro se destacavam pela a inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina e
que, o0s metabdlitos responsaveis pela inibicdo, estavam relacionados com
compostos volateis.

B. velezensis possui uma ampla atividade metabdlica e de grande interesse

biotecnoldgico, devido a capacidade antimicrobiana pela producao de lipopeptideos
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e biosurfactantes, além de auxiliar no crescimento de plantas (CAO et al. 2018, LIU
et al. 2010).

3.4.1 Bacillus velezensis

Bacillus velezensis foi identificado pela primeira vez por Garcia- Ruiz et al.
(2005), em Malaga no sul da Espanha. Vélez é o rio onde foi encontrado e deu
inspiracdo ao nome. A espécie B. velezensis sp. nov. foi caracterizada como sendo
uma bactéria Gram-positiva, que cresce bem em temperatura de 15 a 45 C° e pH
entre 5 e 10, produtora de enddsporos, quimiorganotrofica e sem crescimento em
anaerobiose.

Em 2005 a bactéria foi registrada pela primeira vez, no entanto com 0s
avangos da tecnologia de sequenciamento e com a otimizagdo das ferramentas de
bioinformética, pode-se observar que algumas bactérias registradas antes como
outra espécie na verdade eram B. velezensis (WANG et al. 2008; DUNLAP et al.
2016; PAN et al. 2017; CAl et al. 2017).

Em andlises de predicdo do genoma a espécie possui genes relacionados a
producdo de metabdlitos antimicrobianos, como fengicina, iturina, Bacilaene,
surfactina, bacilibactin entre outras, mostrando um potencial biotecnoldgico (CAI et
al. 2017). Além disso, dois isolados de B. velezensis, Y6 e F7, demonstraram
atividade contra Ralstonia solanacearum e Fusarium oxysporum associada aos
lipopeptideos fengincina e iturina, sendo esse Ultimo o principal responsavel pela
acao antifungica (CAO et al., 2018).

Em experimentos de campo, B. velezensis RC 218, controlou Fusarium
graminearum no cultivo de trigo. Através das analises do genoma e de purificacao,
ericina foi identificada como sendo o metabdlito responsavel por essa inibicdo
(PALAZZINI et al., 2016)

Gao et al. (2016), observaram compostos volateis inibindo um espectro
maior de fungos fitopatogénicos, como: Alternaria solani, B. cinerea, Valsa mali,
Monilinia fructicola, F. oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum. Dos 29
compostos volateis encontrados, pirazina (2,5-dimetil) foi o mais efetivo contra B.
cinerea e A. solani.

Um resultado similar foi encontrado por Lim et al. (2017). No entanto, além

dos compostos volateis, metabdlitos difusiveis também foram registrados como
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antifingicos em experimentos in vivo com B. velezensis G341, controlando os
agentes: Magnaporthe oryzae em plantas de arroz, R. solani em plantas de arroz; B.
cinerea em tomateiro; Phytophthora infestans também em tomateiro; Puccinia
recondita em plantas de trigo; Blumeria graminis f. sp. hordei em plantas de cevada
e Colletotrichum coccodes, em plantas de pimenta vermelha. Os compostos volateis
foram avaliados in vitro, e entre eles dimetilsulfoxido, 1-butanol e 3-hidroxi-2-
butanona (acetoina), foram produzidos por essa cepa.

B. velezensis pode também produzir enzimas com atividade antifungica, Xu
et al. (2016), conseguiram purificar B-1, 3-1, 4-glucanase, enzima que apresentou
atividade antifungica contra Cryphonectria parasitica, Helicobasidium purpureum e
Cylindrocladium quinqueseptatum.

Além da capacidade de inibir fungos fitopatogénicos, espécies de Bacillus
podem ser associadas a promocdo de crescimento de plantas. Meng et al. (2016),
aplicaram B. velezensis BACO3 em rabanete, beterraba, cenoura, pepino, abobora e
tomate. Em todas as plantas testadas houve uma melhora no crescimento, sendo a
producédo de acido indol-3-acético (AlA) e NHs responsavel pelo resultado.

Alguns produtos biologicos utilizando B. velezensis ja existem no mercado, o
produto comercial para controle biolégico Serenade® (Bayer CropScience Inc.,
Monheim, Alemanha) anteriormente referido como B. subtilis € um deles (PANDIN et
al., 2018), além de RhizoVital42® (ABITEP GmbH Inc., Berlim, Alemanha),
anteriormente conhecido como sendo B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42
(DUNLAP et al., 2016).
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ABSTRACT Bacillus velezensis strain LABIM40 holds high potential for biological control
of plant pathogens. Its complete genome contains one chromosome of 3,972,310 bp
with 3,777 DNA coding sequences and displays 33 gene clusters potentially involved in
the suppression of fungal pathogens.

he increasing demand for safe and sustainable food supplies requires an efficient

control of the major plant diseases. Current management practices are largely
based on the application of synthetic pesticides, but their massive use has caused
serious environmental impact and human and animal health concerns. Therefore, there
is need for new environmentally friendly technologies and products to replace partly or
fully chemical-based pesticides, contributing to safer crop disease control (1).

The use of plant pathogen antagonists for biological control has increased signifi-
cantly, particularly in the last decade. Aerobic endospore-forming bacteria, such as
Bacillus spp., are present in soil microbial communities and are known to produce
structurally diverse metabolites with various biological effects, including antimicrobial
activity against plant pathogens and other plant growth-promoting properties (2). The
metabolites produced by Bacillus spp. include aminoglycosides, polyketides, and sev-
eral small ribosomally and nonribosomally synthesized peptides, such as bacteriocins,
oligopeptides, and lipopeptides, all of which have important roles in suppressing fungal
diseases (3-5).

In this study, we report the complete genome sequence of Bacillus velezensis
LABIMA40, isolated as an antagonist contaminant of Fusarium oxysporum in vitro in the
city of Londrina, Brazil; the strain was deposited at the Microbial Collection of the
Microbial Biotechnology Laboratory, Universidade Estadual de Londrina. The cell-free
supernatant of the bacterium strongly inhibits the growth of the important fungal plant
pathogens Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinereal, and Macropho-
mina phaseolina (6), confirming its high biotechnological potential for biological con-
trol.

The Gentra Puregene genomic DNA kit (Qiagen, Brazil) was used for genomic DNA
extraction. The B. velezensis LABIM40 genome was sequenced on the MiSeq platform,
using a MiSeq version 3 reagent kit (600-cycle, lllumina, Brazil) at Embrapa Soja,
Londrina. After we sequenced them, the reads were subjected to trimming and filtering
using CLC Genomics Workbench version 10.0. Reads with an average Phred quality
value of less than 30 and with one or more ambiguities were removed; reads smaller
than 50 bp, as well as the last 10 nucleotides of the 3" end of each read, were also
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removed. Sequencing allowed a genome coverage of 212-fold, assembled into 19
contigs with CONTIGuator software (7). The genome was compared with other ge-
nomes of the same species, and the gaps were removed with recursive rounds of short
reads mapped against the scaffold (8). The annotation was created using the NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP). The genome was estimated at
3,972,310 bp, with a G+C content of 46.5%, and the average nucleotide identity with its
closest strain, B. velezensis S141 (9), was 99.1%. The genome of LABIM40 harbors 3,777
DNA coding sequences, 7 rRNA operons, 75 tRNAs, and 105 pseudogenes. Thirty-three
putative gene clusters responsible for secondary metabolite biosynthesis were identi-
filed by using antiSMASH version 4.1.0 (10). Among them, we can highlight thiopep-
tides, polyketide synthase antibiotics, nonribosomal peptide synthetase antibiotics,
bacteriocins, and terpenes, which may be responsible for the antifungal activity. The
genome of B. velezensis LABIM40 may help to explore the metabolic pathways related
to its antimicrobial activity, emphasizing its biotechnological potential.

Accession number(s). This whole-genome project was deposited at the DDBJ/
EMBL/GenBank under the accession number CP023748 (BioProject PRINA412668,
BioSample SAMNO07722662). The version described in this paper is the first version,
CP023748.1.

ACKNOWLEDGMENTS

We acknowledge the financial support from the Brazilian National Council of Sci-

entific and Technological Development (CNPq), the Fundacdo Araucaria de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Estado do Parana (FAPPR), and the
Simbiose-Agro Company. S. F. Yamada-Ogatta and M. Hungria were supported by a
research fellowship from CNPq. E. R. Tavares was supported by a postdoctoral fellow-
ship from the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

REFERENCES

[

w

b

wn

o

. Pérez-Garcia A, Romero D, de Vicente A. 2011. Plant protection and

growth stimulation by microorganisms: biotechnological applications of
bacilli in agriculture. Curr Opin Biotech 22:187-193. https://doi.org/10
.1016/j.copbio.2010.12.003.

McSpadden Gardener BB. 2004. Ecology of Bacillus and Paenibacillus spp.
in agricultural systems. Phytopathology 94:1252-1258. https://doi.org/
10.1094/PHYT0.2004.94.11.1252.

. Finking R, Marahiel MA. 2004. Biosynthesis of nonribosomal peptides.

Annu Rev Microbiol 58:453-488. https://doi.org/10.1146/annurev.micro
.58.030603.123615.

Tareq FS, Lee MA, Lee H-S, Lee Y-J, Lee JS, Hasan CM, Islam MT, Shin HJ.
2014. Non-cytotoxic antifungal agents: isolation and structures of
gageopeptides A-D from a Bacillus strain 109GGC020. J Agric Food
Chem 62:5565-5572. https://doi.org/10.1021/jf502436r.

. Walsh CT. 2008. The chemical versatility of natural-product assembly

lines. Acc Chem Res 41:4-10. https://doi.org/10.1021/ar7000414.

Baptista JP, Sanches PP, Higashi A, Goncalves RM, Balbi-Pefia MI, de
Oliveira AG. 2017. Biocontrol potential of Bacillus sp. LABIM40 strain
against plants pathogenic fungi, abstr 0542. Abstr 50th Brazilian Con-

Volume 6 Issue 25 e00595-18

~

©

o

=

gress of Phytopathology, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil, 21-23 August
2017.

. Galardini M, Biondi EG, Bazzicalupo M, Mengoni A. 2011. CONTIGuator: a

bacterial genomes finishing tool for structural insights on draft genomes.
Source Code Biol Med 6:11. https://doi.org/10.1186/1751-0473-6-11.

Tsai 1J, Otto TD, Berriman M. 2010. Improving draft assemblies by
iterative mapping and assembly of short reads to eliminate gaps. Ge-
nome Biol 11:R41. https://doi.org/10.1186/gb-2010-11-4-r41.

. Sibponkrung S, Kondo T, Tanaka K, Tittabutr P, Boonkerd N, Teaumroong N,

Yoshida K. 2017. Genome sequence of Bacillus velezensis 5141, a new
strain of plant growth-promoting rhizobacterium isolated from soybean
rhizosphere. Genome Announc 5(48):e01312-17. https://doi.org/10.1128/
genomeA.01312-17.

Weber T, Blin K, Duddela S, Krug D, Kim HU, Bruccoleri R, Lee SY,
Fischbach MA, Mller R, Wohlleben W, Breitling R, Takano E, Medema
MH. 2015. antiSMASH 3.0—a comprehensive resource for the genome
mining of biosynthetic gene clusters. Nucleic Acids Res 43:W237-W243.
https://doi.org/10.1093/nar/gkv437.

genomea.asm.org 2

1senb AQ @10z ‘1.z sunr uo /610’ wse eawousby/:d)y Woi) pepeojuMod

29



30

ARTIGO 2

Potencial de Bacillus velezensis LABIM40 no controle de fungos
fitopatogénicos: Uma abordagem in silico e avaliacao in vitro

Julia Pezarinit; Maria Isabel Balbi Pefia?; Admilton Gongalves de Oliveira® *
Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Parana, Brasil

2Departamento de Agronomia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,

Brasil

* Autor para correspondéncia: Admilton Gongalves de Oliveira, Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de
Microbiologia. CEP 86051-990, Londrina, Brasil. admilton@uel.br

Resumo

O desenvolvimento de produtos biolégicos vem crescendo devido a varios fatores,
entre eles a conscientizacdo ambiental e a resisténcia de patdégenos causada por
muitos produtos quimicos sintéticos. Dentre 0s géneros estudados para o
desenvolvimento de produtos biologicos. Bacillus spp. tem se destacado pela
producdo de muitas moléculas antimicrobianas. Nesse contexto, o potencial
antifingico de B.velezensis LABIM40 foi explorado pela predicdo in silico dos
metabolitos secundarios e pelos testes de atividade in vitro contra os fungos
fitopatogénicos: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolina (MP) e
Botrytis cinerea (BC). As melhores condi¢cGes de cultivo, a estabilidade aos valores
de temperatura, pH e luz e a concentragao inibitéria minima (CIM) foram parametros
avaliados pelos testes in vitro e para visualizar o efeito do sobrenadante de
LABIM40, um disco de micélio fungico de SS foi analisado em Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Os resultados in silico indicaram que LABIM40
possui metabolitos com potencial antifungico. Os dados dos testes in vitro
reforcaram o observado no teste anterior, com atividade antifingica ao inibir mais de
60 % os fungos testados, ndo perdendo a atividade nos ensaios de estabilidade. Os
dados da CIM foram 1,2% para SS, 2,5% MP e 20% para BC e alteracbes
estruturais nas hifas de SS ao ser tratada com o sobrenadante livre de células
também foram visualizadas, concluindo que B. velezensis LABIM40 é um agente de
biocontrole que pode ser utilizado no controle de fungos fitopatogénicos.

Palavras-chave: Bacillus sp. Caracterizagdo biolégica. Antimicrobianos.
Antagonismo. Predi¢cao
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ABSTRACT

The development of biological products has been growing due to various factors,
among which are environmental awareness, the search for healthier products and the
resistance to pathogens caused by many synthetic chemical products. Among the
studied genera related to the development of biological products, the Bacillus spp.
have been standing out for its production of many antimicrobial molecules. In this
context, the B.velezensis LABIM40’s antifungal potential was explored by in silico
prediction of the secundary metabolites and by in vitro activity tests against the
phytopathogenic fungi: Sclerotinia sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolina (MP)
and Botrytis cinerea (BC). The best cultivation conditions and stability of values of
temperature, pH and light, as well as the minimal inhibition concentration (MIC), were
parameters evaluated by in vitro tests. To visualize the effect of LABIM40’s
supernatant, a disk of SS fungal mycelium was analyzed in Scanning Electron
Microscopy (SEM). The results in silico indicated that LABIM40 has metabolites with
antifungal potential. The data from the tests in vitro reinforced the data above,
showing antifungal activity by inhibiting more than 60% of the tested fungi, not losing
activity on the stability tests. The MIC data was 1,2% for SS, 2,5% for MP and 20%
for BC. Structural alterations on SS’s hyphae when treated with free supernatant from
cells was also observed, concluding that B. velezensis LABIM40 is a biocontrol agent
that can be utilized in the control of phytopathogenic fungi.

Keywords: Bacillus sp. Biological characterization. Antimicrobials. Antagonism.
Prediction
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1 Introducéo
O aumento do uso de pesticidas quimicos se deve principalmente pela necessidade

de controlar doencas de plantas cada vez mais agressivas, estratégia muito usada
durante anos para evitar as perdas na produtividade agricola (ECOBICHON et al.
2001; OERKE, et al. 2005). No entanto, com o passar do tempo, inumeros fatores
como, a resistencia de patégenos (MA et al. 2009; GEPP et al. 2012) a
contaminacdo do meio ambiente, (ESTEVEZ et al. 2007; TOSI et al. 2018), e os
prejuizos para a saude humana (CREMONESE et al., 2017), incentivaram o
desenvolvimento de pesticidas organicos.
Dentre os pesticidas organicos, os microrganismos por estarem naturalmente no
ambiente, se tornaram uma alternativa promissora para o biocontrole (TIMMUSK et
al., 2017). S&o varios os géneros estudados para atuar como agentes de
biocontrole, no entanto, o género Bacillus se destaca devido a sua capacidade de
sintetizar uma vasta gama de substancias benéficas para fins agrondémicos e
industriais além de serem resistentes a altas temperaturas ao formar enddsporos
(FRITZE, et al., 2004; PEREZ, et al., 2017).
Bacillus velezensis pussui a capacidade de produzir varios compostos antifiingicos,
como lipopeptideos (MEENA et al., 2018), enzimas (XU et al., 2016) e compostos
volateis (LIM et al., 2017), além de promover o crescimento em plantas (FAN et. al.,
2018), sendo um importante agente com potencial biotecnoldgico.

O processo de identificacdo desse género esta evoluindo (DUNLAP et al.,
2016), pois novos métodos de sequenciamento e comparacdes estdo sendo
utilizados (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013), além de ferramentas que possibilitam o
conhecimento dos metabdlitos envolvidos em aplicagdes biotecnoldgicas (WEBER et
al., 2015). Nesse contexto, temos como objetivo, explorar o potencial biotecnolégico
e caracterizar a atividade dos compostos antifiingicos produzidos pela cepa Bacillus
velezensis LABIM40, utilizando uma abordagem in silico e estudos in vitro contra

fungos patogénicos de plantas.
2 Materiais e métodos
2.1 Microrganismos e condi¢cOes de crescimento

A cepa bacteriana LABIM40 foi isolada como sendo um contaminante antagonista

em uma placa de cultivo fangico. O genoma foi sequenciado e anunciado por
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Baptista et al., (2018) como sendo Bacillus velezensis e o cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado - SisGen foi registrado sob n° A7TDAEBE ( Anexo ). A cepa, foi cultivada
em caldo Luria-Bertani (LB), (Acumedia, EUA) a 28 °C e armazenada no mesmo
meio com 40% de glicerol (Synth, BRASIL) a -80 °C. Os isolados fungicos de
Sclerotinia sclerotiorum (SS) Macrophomina phaseolina (MP) e Botrytis cinerea (BC),
foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA) (Acumedia, EUA) a 25 °C com
fotoperiodo de 12h e armazenados no mesmo meio a 4 °C. Todos 0s microganismos
estdo armazenados no Laboratério de Biotecnologia Microbiana (Londrina, Parana,

Brasil).

2.2 Comparacao do genoma e predi¢cdo de metabdlicos secundarios

Uma andlise filogenémica foi realizada utilizando o programa Gegenees, os dados
de similaridade obtidos por essa analise foram exportados para o programa
SplitsTree4 para montagem da arvore filogenémica.

A comparagdo do genoma entre LABIM40 (BAPTISTA et al. 2018) e outros
genomas de Bacillus foram realizadas utilizando ANI (Average Nucleotide Identity),
através da web server ANI Calculator fornecido pelo servidor Kostas Lab
(RODRIGUEZ & KONSTANTINIDIS, 2016) e pelo parametro de dDDH % (DNA-DNA
digital hybridization) através do web server GGDC (Genome-to-Genome Distance
Calculator) (MEIER-KOLTHOFF et al., 2014).

Para representar o genoma circular da cepa LABIM40 e comparar com o genoma de
4 cepas com potencial biotecnolégico ja descrito na literatura (FZB42, QST713,
SQR9 e TrigoCor 1448), foi utilizado o programa BRIG (ALIKHAN et al., 2011). A
identificacdo das possiveis BGCs (Biosynthetic gene clusters) foram obtidos através
do web server antiSMASH 4.0 (WEBER et al., 2015).

2.3 Ensaio de cultura dupla

Em um ensaio de cultura dupla in vitro, LABIM40 foi submetida a avaliacdo da
antibiose contra SS, MP e BC, em meio BDA, (Acumedia, EUA). Para isso, uma
amostra de 0,6 cm de didmetro contendo micélio dos fungos indicadores foram
adicionados no centro de uma placa de petri. A cepa antagonista LABIM40 foi
inoculada na placa a uma distancia de 2,5 cm do fungo. A percentagem de inibicao

do crescimento foi avaliada apds 3-5 dias usando o seguinte calculo:
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ICM (%) =[ c t] % 100

Onde, 'ICM' representa a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, 'dc’
didmetro médio da colbnia no controle e 'dt', diametro médio da colénia de cada
tratamento, todos medidos em mm (YAHYAZADEH et al., 2008). Para cada fungo,
quatro repeticbes foram realizadas em dois experimentos independentes e 0s
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

2.4 Producdo de metabdlitos antifungicos

LABIM40 foi ativada e subcultivada em meio LBA (Luria Bertani agar), (Acumedia,
USA) a 28 °C por 24 h. Para o preparo do pré-indculo, col6nias foram suspensas em
solucéo salina (cloreto de sodio a 0,85%, p / v) e ajustadas em uma suspensao de
0,5 McFarland, o que corresponde a 1,5 x 108 unidades formadoras de colénia mL?
(UFC mL™Y). Para o preparo do inéculo, 0,1% (v / v) dessa suspensédo de células
foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de caldo LB
(Acumedia, EUA), esses foram incubados por 24 horas a 25 °C em 125 rpm
(agitador orbital Thoth 6430B, Brasil). Apds esse periodo, para producdo dos
metabdlitos de interesse uma aliquota de 1% (v / v) foi transferida para um frasco
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL do meio em estudo:

M1 (g/l): triptona, 10; extrato de levedura 5; NaCl 5, pH 7,1.

M2 (g/l): triptona 12,4; glicose 20; NaCl 5; K2HPO4. 3H20 1,5; MnSO4 - H20 0,04;
FeS04.7H20 1,67; MgCl2.6H20 1,22; pH 7,1.

Todos os meios de cultura foram da marca Acumedia (EUA) e os reagentes da
marca Synth (BRASIL). A cepa LABIM40, foi cultivada nesses meios por 72 horas,
25 °C a 150 rpm (agitador orbital Thoth 6430B, Brasil). Apds esse periodo, a cultura
foi centrifugada por 15 min, 6450 g a 4 °C (Hitachi, CR21G Himac) para obtencédo do
sobrenadante livre de centrifugado (SC). Para avaliar a atividade antifangica do
sobrenadante, amostras foram testadas pelo método de difusdo em agar contra SS,
MP e BC.

2.5 Atividade antifungica do sobrenadante livre de células

Para avaliacdo da atividade antifungica, aliquotas do SC foram esterilizadas por
filtracdo em filtro de celulose com tamanho de poro de 0,22 um (Millipore, Bedford,
MA). Um disco de &gar contendo micélio fungico (0,6 cm de diametro) foi retirado de
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placas com 6 dias de cultivo, o disco foi transferido ao centro de placas com BDA
(Acumedia, USA). Simetricamente, em uma distancia de 2,5 cm do centro da placa,
quatro pogos receberam 200 pl do SLC (sobrenadante livre de células) obtido por
filtracdo. O meio de cultura estudado foi considerado controle. As placas foram
incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 h e a porcentagem de inibicdo do
crescimento foi medida apds 3 - 5 dias avaliadas de acordo com o item 2.3. Para
cada fungo oito repeticdes foram realizadas em trés experimentos independentes e
os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

2.6 Avaliacdo da atividade antifungica durante o crescimento de B. velezensis
LABIM40

Todos os procedimentos antecedentes a producdo dos metabdlitos de interesse,
como ativacdo, subcultivo, preparo do pré- indculo e indculo, descrito no item 2.5, se
repete para a avaliagcdo da cinética do crescimento microbiano e atividade da cepa
LABIM40, no entanto para esse teste e 0os demais, 0 meio M2 foi escolhido para
producdo dos metabdlitos de interesse.

Para determinacdo da atividade antifingica e do crescimento bacteriano, as
amostras foram removidas em intervalos de 12 horas por um periodo de 72 horas. O
crescimento bacteriano foi avaliado por contagem celular (UFC / mL) de aliquotas de
diluicbes seriadas no fator 1:10, em solucdo salina a 0,85% e cultivadas em agar
MYP (Acumedia, USA), ndo suplementado, a 28 °C por 24h. Foram realizadas 3
repeticdes por tempo em 2 experimentos independentes.

Para avaliar a atividade antifingica, um disco de agar contendo micélio dos fungos
de interesse, foram retirados de placas com 6 dias de cultivo, o disco foi transferido
para o centro de placas com BDA (Acumedia, EUA). Simetricamente, em uma
distancia de 2,5 cm do centro da placa, pocos foram feitos e 200 ul do SLC foram
transferidos para os pocos. As placas entdo, foram incubadas a 25 °C com
fotoperiodo de 12 h e a % ICM foi medida apds 3 - 5 dias, avaliadas de acordo com
o item 2.3. Para cada fungo oito repeticdes foram realizadas em dois experimentos
independentes.
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2.7 Efeito da temperatura, pH e luz no sobrenadante de B. velezensis LABIM40
Para determinar a estabilidade térmica, aliquotas do SC foram mantidas a
temperaturas constantes de 70 (Banho Maria, TECNAL, Brasil) e 100 °C, por 30
minutos e 121 °C por 15 min (Autoclave, Prismatec, Brasil), uma aliquota sem
tratamento térmico foi considerada como controle. Apés o tratamento, as amostras
foram resfriadas em temperatura ambiente (28 °C), esterilizadas com filtro de
celulose com poro de 0,22 ym (Millipore, Bedford, MA) e testadas de acordo com o
item 2.3. O experimento foi realizado trés vezes com oito repeticdes cada e uma
andlise de regresséo linear (p <0,05) foi utilizada para representacdo dos dados

Para avaliar a estabilidade as variacGes de pH, foi utilizado a metodologia descrita
por Liu et al. (2007). Aliguotas do SC foram ajustadas na faixa de pH 3,0-11,0
usando HCI 2 M ou NaOH 2 M, mantidos a 4 °C por 24 h, ap0s esse periodo, as
amostras foram reajustadas para 7,0, filtradas para esterilizacdo e testadas de
acordo com o item 2.3. O teste foi conduzido em 2 experimentos independentes com
4 réplicas cada, com analise descritiva.

A estabilidade do sobrenadante a radiacao ultravioleta (365 nm) e luz branca, foi
avaliada de acordo com Ji et al. (2013) com adaptacOes, utilizando uma placa de
petri com 20 mL do SC, exposto nos respectivos comprimentos de luz por 12 horas a
uma distancia de 15 cm. O sobrenadante estocado ao abrigo da luz serviu como
controle e apds os tratamentos as amostras foram esterilizadas por filtragdo e
testadas de acordo com o item 2.3. Seis repeticdbes foram realizadas em dois
experimentos independentes. O experimento foi avaliado de acordo com o teste néo

paramétrico de Kruskal-Wallis (p <0,05).

2.8 Avaliacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo teste de macrodiluicdo em &agar, para isso, apds a
producdo em meio M2, o sobrenadante foi incorporado separadamente em meio
BDA (Acumedia, EUA) nas concentracbes de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31;
0,15 e 0,07%, placas sem o sobrenadante foram consideradas como controle. Para
esterilizacéo, as solugdes foram autoclavadas e em seguida, vertidas em placas de
60 mm, um disco de micélio fungico foi adicionado ao centro. As placas foram
incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 h e avaliadas de acordo com o item 2.3. O

ensaio foi realizado em triplicata em trés experimentos distintos e os dados foram
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submetidos a uma regresséo logistica para avaliar a dose efetiva (ED) de 50 e 90%

da inibicdo do crescimento micelial.

2.9 Avaliagéo estrutural

Para caracterizacao estrutural da colénia e das células de B. velezensis LABIMA40,
uma colodnia inteira crescida em meio LB agar (Acumedia, EUA) por 48 h foi fixada
por imersdo em solucdo fixadora (glutaraldeido a 2,5% em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 7,2), pés-fixadas em OsO4 a 1% e desidratadas em série de etanol
(30, 50, 70, 90 e 100%).

Para avaliar a morfologia dos micélios fungicos tratados com o SLC, amostras de 0,7
mm foram retiradas da regido entre o crescimento fungico e a zona de inibi¢édo
(ensaio 2.5). As amostras foram fixadas por imersdao em solucdo fixadora
(glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 2% em tampdao cacodilato de sodio 0,1 M
(Electron Microscopy Sciences, USA), pos-fixadas em OsOas (Electron Microscopy
Sciences, USA) a 1% e desidratadas em série de etanol 30, 50, 70, 90 e 100%
(Synth, Brasil). Todas as amostras (colénia bacteriana e micélio fungico) foram
secas ao ponto critico com CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer, Holanda),
revestidas com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater, Holanda) e observadas em

MEV (microscoépio electronico de varredura), (FEI Quanta 200, Holanda).

3 Resultados

3.1 Comparacao do genoma e predicdo de grupos metabolicos secundarios

O resultado da analise filogenémica mostrou que B. velezensis LABIM40 (Figura 1) e
outras cepas dessa mesma espécie estdo proximas ao grupo B. amyloliquefaciens e
ambos estdo relacionados ao grupo dos B. subtilis. Entre as cepas de Bacillus
selecionadas para analise de similaridade dDDH e ANI apresentados na Tabela 1,
demonstraram que, a cepa S141 e NKG-1, sdo as mais similares com LABIM40, e
as cepas NCIB3610 e 168, as mais divergentes pelos mesmos parametros de
comparacao. O DNA circular de LABIM40 (Figura 2), foi comparado com cepas de
potencial biotecnolégica ja descrito. Sendo possivel observar muitas regides
similares e lacunas de regides distintas, demonstrando sequencias exclusivas de

LABIM40 quando comparado com as cepas de referéncia.
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Figura 1: Relacéo filogenémica de LABIM40 com as cepas FZB42, CC178, TrigoCor
1448, NKG-1, SQR9, QST713, DSM7, TA208, 168 e B3610, todas disponiveis no

GenBank.

Tabela 1. Comparacao do genoma de LABIM40 com cepas do género Bacillus

Cepas N° de acesso no dDDH  ANI GC Bp Fonte
GenBank % (%) (%) (Gb)

B. velezensis

LABIM40 NZ_CP023748.1 100 100 46.50 3.97 Contaminante (Baptista et
al. 2018)

S141 AP018402.1 92.30 99.10 46.50 4.03 Rizosfera de soja
(Sibponkrung et al. 2017)

TrigoCor1448 CP007244.1 90.70 98,95 46.50 3.95 Rizosfera de trigo (Nelson
et al. 2014)

NKG-1 CP024203.1 91.10 9895 46.30 4.19 Solos vulcanicos nas
montanhas de Changbai
(Ge et al. 2016)

FzB42 NC_009725.1 91.00 98.87 46.50 391 Rizosfera de beterraba
(Chen et al. 2009)

QST713 NZ_CP025079.1 88.10 98.64 4590 4.23 Cepa comercial usada no
produto (Serenade® :
Bayer,
SERENE100/40) (Pandin et
al. 2018)

SQR9 CP006890.1 86.00 98.29 46.10 4.11 Rizosfera do milho (N.
Zhang et al. 2015)

UCMB5033 NC_022075.1 90.40 98.82 46.20 4.07 Regido endofitica de
algodéo (Niazi et al. 2014)

UCMB5036 NC_020410.1 89.00 98.64 46.20 3.91 Regido endofitica de
algodédo (Manzoor et al.
2013)

Y2 NC 017912.1 85.10 98.26 4590 4.23 Rizosfera de trigo (Hao et
al. 2012)

B. amyloliquefaciens

CCi78 NC_022653.1 91.00 98.88 46.50 3.91 Filosfera de pepino (Kim et
al. 2015)

DSM7T NC _014551.1 55.60 93.61 46.10 3.98 Na&o especificado (Rickert
et al. 2011)

TA208 CP002627.1 55.20 93,56 45.80 3.93 Gerado por Mutagénese
convencional ( Zhang et al.
2011)

B. subtilis

NCIB 3610 CP020102.1 20.70 80.16 43.34 4.29 Solo (Nye etal. 2017)

168 NC_000964.3 20.70 80.11 43,50 4.21 Microrganismo modelo

(Kunst et al. 1997)

Legenda: dDDH= Hibridizagdo digital DNA-DNA, ANI = Identidade média de nucleotideos, GC =
Guanina e Citosina, Bp= Pares de bases, Gb = Gigabase.
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Os dados provenientes das analises de antiSMASH mostraram 33 BGCs
identificadas no genoma da cepa LABIM40 (Tabela 2 e Figura 2). Entre esses, dois
clusters codificadores da TransATPKS (trans-Acyl Transferase Polyketide
Synthetase), um NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase), dois codificadores
Trans ATPKS-NRPS, dois Terpenos, um Tiopeptideo, um cluster codificando
Bacteriocina-NRPS. Além de 11 clusters possivelmente relacionados a sintese de
Surfactina, Butirosina, Citrulina, Macrolactina, Bacillaene, Fengicina, Dificidina,
Bacilibactina, Bacilisina, Acido Teucurénico e Molibdénio e 13 BGCs relacionados a

biossintese de metabdlitos secundarios ainda néo identificado pela base de dados.

GC Skew

B ccseenis

. GC Skew(+)
31 3.2 33 B Gc Content
R _ﬂ\ 1 FzB42

30 : /_,/ﬁ:—ﬂ\\ 2 . 100% igenty

3 I T\\ 70% identity
" / 0’/: ‘ ey \\5 \ 50% ety
et e hic.
28 / > __,p««"w(h wf“*‘}“\' Ve .~ QsT713
. e e %, YA B 00 icentty

70% identity

27 50% identity
26 SQR9
] 100% identty
> ) 70% identity
50% identity
d TrigoCor1448
25 I' |__8 100% icentty
Er 70% identity
24- | .~ |- 3000 kbp Bacillus velezensis LABIM40 = ;?0 S——
\ \ 3972310 bp 11
A2
\ \ =, ]
14
-15

Figura 2: Representacao circular e comparacdo do genoma da cepa LABIM40 com
outras cepas de Bacillus velezensis, utilizando o programa BRIG. Onde segue de
dentro para fora: representacao do tamanho do genoma de LABIM40, GC Skew, GC
Conteudo, posicdes dos clusters da cepa LABIM40, descrito na Tabela 2 e
respectivamente as cepas FZB42, QST713, SQR9 e TrigoCor 1448.
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Tabela 2: Andlise de genémica comparativa de Bacillus velezensis LABIM40 com
outros genomas de B. velezensis

Bacillus velezensis LABIM40 Presenca (+) ou auséncia (-)
de cluster relacionados a
biossintese de metabolitos
secundarios

Clus BGC Posicao Metabol % de SQ QST FzZB TrigoCor
ter predita dos itos similaridad R9 713 42 1448
clusters e como
cluster ja
depositado
no MIBIG

1 Tiopepti 2662 2930 - - - - - -
deo 13 32

2 NRPS 3066 3720 Surfacti BGC00004 + + + +
86 93 na 33 cl
(86%)
3 Cf_ 3829 3985 - - + + + +
hipotétic 63 45
o]
4 Cf_ 5173 5248 - - - - - +
hipotétic 44 68
o]
5 Cf acido 5411 5623 - - + + + +
graxo 01 36
6 Cf_ 6878 7174 - - - + + +
sacaride 73 64
o]
7 Cf_ 7906 8117 - - + + + +
hipotétic 15 66
o]
8 Outros 9031 9444 Butirosi BGC00006 + + + +
KS 92 36 na 93_cl
(7%)
9 Cf_ 9724 9934 - - + + + +
acido 98 75
graxo
10 Cf_ 9960 1003 - - + + + +
hipotétic 50 185
o]
11 Terpeno 1027 1047 - - + + + +
237 977
12 Cf_ 1063 1084 Citrulin BGC00008 + + + +
acido 674 612 a 95 cl
graxo (18%)
13 Cf_ 1105 1114 - - + + + +

hipotétic 561 472
0
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0
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hipotétic
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PKS

TransAT
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NRPS
TransAT
PKS-
NRPS
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Cf_
hipotétic
0
T3PKS

TransAT
PKS

Cf_
hipotétic
o]
Cf_
hipotétic
o]
Bacterio
cina-
NRPS
Cf_
hipotétic
o]
Cf_
sacaride
o]
Cf_
sacaride
o]
Cf_
hipotétic
o]
Cf_

1146
564

1176
466

1378
274

1695
415

1856
920

2017
590
2081
428

2123
150
2283
763

2575
986

2985
223

3022
525

3245
424

3285
318

3398
202

3479
521

3602

1166
735

1193
040

1464
182

1798
110

1994
574

2039
473
2086
147

2164
250
2384
213

2584
405

2995
951

3089
313

3259
212

3310
729

3453
048

3496
267

3671

Cofacto
r
Molibdé
nio

Macrola
ctina

Bacilae
ne

Fengici
na

Dificidin
a

Baciliba
ctina

Acido
Teicurd
nico

Bacilisi

BGC00009
16_cl
(11%)

BGCO00001
81 cl
(100%)
BGCO00010
89 cl
(100%)
BGCO00010
95 c1
(100%)

BGC00001
76 cl
(100%)

BGC00003
09 cl
(100%)

BGC00008
68 cl
(100%)

BGCO00011
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sacaride 828 079 na 84 cl
0 (100%)
31 Cf_ 3828 3841 - - + + + +
hipotétic 167 831
0
32 Cf_ 3888 3912 - - + + + +
sacaride 090 964
0
33 Cf_ 3930 3942 - - - + + +
hipotétic 024 622
0

BGC: Cluster de genes Biossintéticos; MIBIG ID: Cédigo de identidade do cluster no MiBIG;
PKS: Policetideo Sintase; TransATPKS: Trans AT Policetideo Sintase; NRPS: Sintese de
peptideo ndo ribossomal; OtherKS: Outros tipos de cluster PKS
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3.2 Ensaio de cultura dupla

O ensaio de cultura dupla foi utilizado para avaliar a atividade inibitéria de LABIM40
contra os fungos S. sclerotiorum, M. phaseolina e B. cinerea. Os resultados
representados na (Figura 3) demonstraram 55,8 % de inibicdo em SS, 63,95 % MP e
66,56 % para BC. A cepa LABIM 40 inibiu todos os fungos testados, sendo BC e MP

0S mais sensiveis com mais de 60 % de inibicéo.

(a) (b)
Cultura Dupla 65,2%
80 - 63,9 % a
70 | 55,8 % a
60 - b
g 50 A
= 40 A
O 30 4
20 A
10 -
0 P
SS MP

Fungos

Figura 3: Ensaio de cultura dupla entre LABIM40 e os fungos fitopatogénicos. (a) S.
sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de inibicédo
do crescimento micelial (ICM%). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). (b) Fotografia do teste de cultura dupla, em (A) esta
representado os controles e em (B) os respectivos fungos confrontados com
LABIM40.

3.3 Atividade antifungica do sobrenadante livre de células

Ao avaliar a influéncia do meio de cultura na atividade antifingica, o meio M2
apresentou ser ideal, pois a atividade do SLC inibiu 72,87 % do fungo BC, 68,31%
MP e 65,31% em SS, sendo mais ativo em BC, no entanto, quando avaliado o meio
M1 a menor atividade foi para BC, com 36,76% de inibigao, (Tabela 3 e Figura 4).
Sobre a atividade ao longo da curva de crescimento de LABIM40 (Figura 5), foi
possivel observar que, em 12 horas de cultivo houve uma menor inibicdo para os
fungos MP e BC e nenhuma atividade contra SS. Mas em 24 horas, o SLC de
LABIM40 apresentou ser ativo em todos os fungos testados, tornando-se constante

apos esse periodo, iniciando a fase estacionaria em 36 horas de cultivo.
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Tabela 3: Atividade antifungica em dois diferentes meios de cultivo

Fungos %ICM M1 %ICM M2
Macrophomina phaseolina 57,27 aA 68,31 bB
Sclerotinia sclerotiorum 54,36 bA 65,31 cB
Botrytis cinerea 36,76 CcA 72,87 aB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e Maitscula na linha ndo
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados transformados de acordo com Box-Cox
(1964).

Figura 4: Producdo de metabdlitos antifungicos em diferentes meios, (A) representa
o meio M1 e (B) o meio M2, para os respectivos fungos Sclerotina sclerotiorum (SS),

Macrophomina phaseolina (MP) e Botrytis cinerea (BC)
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Figura 5: Cinética do crescimento celular e atividade antifungica do sobrenadante

livre de células de Bacillus velezensis LABIM40. Porcentagem de Inibicdo do
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Crescimento Micelial (ICM %), Unidade Formadora de coldnias por mililitro
(UFC/mL).

3.4 Efeito da temperatura, pH e luz no sobrenadante de B. velezensis LABIM40
O sobrenadante continuou ativo mesmo sendo submetido a temperatura elevada
(Figura 6), no entanto a atividade foi menor apos a autoclavagem, sendo mais
evidente em BC, com ICM de 73, 65, 64, 60 %, SS 65, 63, 63, 62 e MP 68, 62, 64,
63 nas respectivas temperaturas 28 (sem tratamento), 70, 100 e 121 °C.

Sobre o teste de estabilidade nas variacbes de pH, o sobrenadante apresentou ser
estavel, sem mudancas significativas para todos os fungos testados (Figura 7).

De forma similar, a estabilidade do sobrenadante ao ser expostos na luz UV
(ultravioleta) e LV (luz visivel), também apresentou ser estavel, com pouca diferenca
entre os tratamentos de cada fungo (Figura 8).

(a) (b)

2

60 -

ICM (%)
o

40 4 ess ¥y=-0,0375x+66 R*=091
o MP Y =-0,054x + 69,568 R*=0,96
BC y=-0,1283x + 75,837 R*=093

28°C 70°C 100 °C 121°C

Temperatura

Figura 6: Avaliacdo da estabilidade do sobrenadante livre de células de B.
velezensis cepa LABIM40 quando submetido a diferentes temperaturas. (a) S.
sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de Inibicé&o
do crescimento Micelial (ICM %). (b) Fotografia do teste de termoestabilidade. Nas
linhas estédo representados os respectivos fungos descritos acima e nas colunas 0s

tratamentos em 28 (sem tratamento), 70, 100 e 121 °C.
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Figura 7: Avaliagdo da estabilidade do sobrenadante livre de células em diferentes
pH (3-11). S. sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC), Porcentagem

de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM %).
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Figura 8: Avaliacdo da fotoestabilidade do sobrenadante livre de células de B.
velezensis cepa LABIM40 exposto por 12 horas na luz ultravioleta (UV) com o
comprimento de onda de 365 nm e luz visivel (LV), testado contra os fungos S.
sclerotiorum (SS), M. phaseolina (MP) e B. cinerea (BC). Porcentagem de Inibic&o
do Crescimento Micelial (ICM %). Letras iguais néo diferem pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05).
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3.5 Avaliacédo da Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A concentracgao inibitéria minima encontrada para SS foi de 1,2%, MP foi de 2,5% e
para BC 20% (Figura 9). A estimativa da dose efetiva para inibir 50 e 90% dos
fungos foram: 0,55 e 1,0 para SS, 0,08 e 1,9 para MP e 0,7 e 6,2 para BC,
respectivamente (Figura 10).

20% 10% 5,0% 2,5% 1,25% 0,6%

Figura 9: Concentragdo inibitéria minima em meio solidificado. Nas linhas esta
representado os fungos Sclerotina sclerotiorum (SS), Macrophomina phaseolin (MP)
e Botrytis cenerea (BC) e nas colunas as concentracdes testadas, indo de 40% a
0,07% do sobrenadante de LABIM40
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Macrophomina phaseolina
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Figura 10: Estimativa da dose efetiva para inibir 50 e 90 % dos fungos: S.
sclerotiorum, M. phaseolina e B. cinerea. Porcentagem de Inibicdo do Crescimento
Micelial (ICM %).

3.6 Avaliac6es morfologicas

Para caracterizar a morfologia de LABIM40, uma observacéo da colonia foi realizada
(Figura suplementar 1). Com maiores aumentos da regido da borda da colbnia
(Figura suplementar 1 B-E) foi possivel visualizar uma grande massa celular (Figura
suplementar 1 F-G), caracterizada em arranjos espirais (Figura suplementar 1 H), e
com células em formato de bacilo.

Para investigar o efeito antifUngico do SLC contra SS, uma regido entre a zona de
inibicdo e as hifas do fungo foram retiradas e observadas em MEV. No controle
(Figura 11 A-C), foi possivel observar uma intensa massa de micélios fangico, com
hifas septadas e volumosas (Figura 11 B), e producéo de exopolissacarideo (Figura
11 C). No tratamento a regido entre a zona de inibicdo e o fungo foi observada

(Figura 11 D), e em maiores aumentos foi possivel visualizar hifas mais finas e com
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septos mais destacados (Figura 11 E), com reducdo de exopolissacarideos, mas
com presenca de cristais provenientes da producdo dos metabdlitos de LABIM40
(Figura 11 F).

Figura 11: Microscopia eletrbnica de varredura, imagens do efeito antifungico do
sobrenadante livre de células de B. velezensis cepa LABIM40 contra Sclerotinia
sclerotiorum. O controle é referente ao spot fungico sem tratamento (A-C). O
tratamento (D-F), € referente a area de transicdo entre o crescimento fungico e a
regido de inibicdo. Magnitudes de (A) 45X, (B) 800X, (C) 3000X, (D) 45X, (E) 800X,

(F) 3000X.

4 Discusséo

Na natureza o0s microrganismos fazem parte dos servicos ecossistémicos,
disponibilizando nutrientes para as plantas, participando dos processos de ciclagem
nutrientes, antibiose, entre outros (BENDER et al., 2016). Existe varios métodos para
avaliar a capacidade de antibiose de um microrganismo em situagdes in vitro e a
base desses métodos pode ser relacionada com o estresse abibtico e biotico. Esse

altimo €& caracterizado como um confronto direto entre dois microrganismos
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diferentes (BERTRAND et al., 2014), como observado no teste de cultura dupla entre
LABIM40 e os fungos fitopatogénicos.

No entanto, conhecer a espécie antagbnica, seu genoma e as melhores condicdes
abidticas de cultivo, sdo fatores importantes que também devem ser levados em
consideracdo quando o interesse € a producdo de metabdlitos secundarios
(BERTRAND et al., 2014).

Em um estudo anterior o genoma de B. velezensis LABIM40 foi sequenciado
(BAPTISTA et al., 2018). Através do sequenciamento uma andlise filogenémica foi
realizada, sendo possivel observar a similaridade de B. velezensis com cepas do
grupo amyloliquefaciens e a relacdo de ambos ao grupo subtilis. Essa similaridade
entre esses grupos, proporcionou anteriormente a classificacdo errobnea de varios
isolados de B. velezensis. No entanto, com o0s avancos das técnicas de
sequenciamento e das ferramentas de bioinformatica muitos isolados dessa espécie
estdo sendo reclassificados (DUNLAP et al. 2016; FAN et al. 2017).

Quando analisado a similaridade entre as cepas da arvore filogenbmica e outras
cepas depositadas no GenBank utilizando os parametros de comparacdo dDDH e
AN, foi possivel observar que a cepa S141 foi a mais similar com a bactéria em
estudo. Porém, S141 é uma rizobactéria promotora de crescimento de plantas
(SIBPONKRUNG et al., 2017), caracteristica essa ainda ndo avaliada em LABIMA40.
A segunda bactéria mais similar é a cepa NKG-1 que segundo Liu et al. (2018) além
da atividade de promocé&o de crescimento de plantas, também apresenta capacidade
de inibir fungos fitopatogénicos, entre eles B. cinerea (GE et al., 2016).

O terceiro isolado mais similar é a cepa B. amyloliquefaciens CC178, antagonista de
varios patdgenos de plantas, inclusive S. sclerotiorum (KIM et al., 2015). Essa cepa
devido aos valores de dDDH e ANI, possivelmente pertence ao grupo dos B.
velezensis.

Sobre a relagcdo das BGCs encontradas no genoma de Bacillus spp, os NRPSs e
PKSs sdo os mais comuns (GRUBBS et al, 2017), sendo também observados no
genoma de B. velezensis LABIM40 Esses e outros BGCs, sdo responsaveis pela
producdo de varios metabdlitos secundarios de interesse biotecnolégico, sendo
caracterizados de acordo com a sua composi¢cdo quimica, podendo ser peptideo
(bacteriocinas, bacilisina), lipopeptideos (surfactina, iturina, fengicina), policetideos
(dificidina, bacilaene, macrolactina) entre outros (SANSINENEA e ORTIZ, 2011).
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A cepa LABIM40, possui varios clusters ainda ndo identificados, e outros ja
identificados, compartilhados com outros isolados com potencial biotecnoldgico ja
descrito na literatura, (Figura 2 e Tabela 2), como é o caso de bacilibactina,
macrolactina, surfactina e bacilisina, presentes na cepa QST713 do produto
comercial Serenade® (PANDIN et al., 2018) e na cepa FZB42 do produto comercial
RhizoVital® (CHEN et al. 2009; FAN et al 2018). Isso indica que LABIM40 também
tem grande potencial biotecnoldgico e pode fazer parte de um produto comercial no
futuro.

No entanto, h& clusters que ndo foram compartilhados com as cepas de referéncia
(Figura 2, lacunas), sendo o cluster 1 (Tiopeptideo) o principal, pois toda sequéncia
desse cluster ndo apresentou similaridade com as cepas de referéncia.

Os Tiopeptideos sdo encontrados no genoma de muitas bactérias, sdo peptideos
sintetizados por ribossomos e modificados apés a traducdo (BOGART e BOWERS.,
2019). Esses podem estar relacionados a formacao de biofilme, acdo antibacteriana
(BLEICH et al., 2015), antifungica (MIZUHARA et al., 2011), dentre outras. Segundo
Just-Baringo et al. (2014) h& mais de cem familias desse cluster.

Porém para ativacdo desses e de outros genes responsaveis pela acgao
antimicrobiana, o meio de cultivo é de extrema importancia (BERTRAND et al. 2014).
Por isso muitos estudos estdo sendo desenvolvidos para formular meios mais
adequados para producdo de metabdlitos secundarios (GU et al. 2005; YI et al.
2015; KILANI-FEKI et al. 2016; SHAFI et al. 2017).

Nesse contexto, o meio M2, suplementado com micronutrientes proporcionou
condicbes mais adequadas para LABIM40 produzir compostos antifingicos.
Utilizando uma proposta similar a esse meio, com fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes, Mosquera et al. (2014) e Chen et al. (2018) identificaram atividade
antifingica em cepas de Bacillus sp.

Contudo, em alguns casos dependendo do microrganismo estudado, um meio
simples também pode proporcionar a produgcdo desses compostos, como avaliado
no meio M1 e pelos autores Zouari et al. (2016) e Torres et al. (2016) ao utilizar
respectivamente os meios LB e Mueller Hinton.

Além das fontes de nutrientes, o crescimento microbiano também influencia na
sintese de biomoléculas, pois as moléculas provenientes do metabolismo secundario

sdo mais expressas na fase exponencial e estacionaria, como observado no
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presente estudo e similar ao estudo de Lim et al. (2017) com atividade antifungica na
fase estacionaria.

Nesse teste houve atividade para MP e BC e nenhuma atividade para SS em 12
horas de cultivo. Esse resultado possivelmente esta relacionado com a producédo de
mais de uma molécula ou grupo de moléculas ativas, ou a concentracao da molécula
ativa ndo era suficiente para inibir SS.

Na técnica de separacdo de moléculas por tamanho, utilizando membranas de
ultrafitracdo AMICON® (Millipore, USA) foi possivel observar dois grupos de
compostos ativos (Dados ndao mostrados). Além disso, o género Bacillus sintetizam
varios compostos antifungicos (MOSQUEIRA et al 2014; ARROYAVE-TORO et al.
2017) e LABIM40 possui varios clusters relacionados com a biossintese dessas
moléculas, como surfactina, fengicina e outras ainda nao identificadas

O resultado do teste de termoestabilidade também demonstrou relacdo com a
primeira hipotese. Nesse teste foi possivel observar que houve uma queda da
atividade conforme o aumento da temperatura, no entanto 0s compostos presentes
nao perderam atividade e dentre os fungos, BC foi o que apresentou menor inibicao
no tratamento, confirmando a primeira hipotese de haver mais de uma molécula
ativa.

Sobre a estabilidade desses compostos, houve pouca variagao de atividade na faixa
de pH testado, sendo, portanto, o sobrenadante de LABIM40 estavel a faixa de pH
testado Similar ao teste de termoestabilidade e pH, Yu et al. (2002), também
observaram estabilidade nos compostos produzidos por uma cepa de Bacillus sp.
Porém, Zhao et al. (2010) ao avaliar uma cepa de Bacillus, obtiveram grande
reducéo da atividade nos parametros de temperatura e pH.

Ja na fotoestabilidade ao comprimento de onda de 365 nm e Luz visivel, houve
variacfes na atividade entre os tratamentos e os fungos, em alguns casos com
pequeno incremento de atividade na luz UV e visivel. Portanto, em 12 horas de
exposicdo no comprimento de onda testado, o sobrenadante foi estavel. Similar a
esse resultado, os compostos de B. amyloliquefacies cepa CNU114001, também
foram estaveis na exposicado a luz UV, no entanto, com tempo de exposicdo de 30
minutos (JI et al., 2013).

ApéGs os testes de estabilidade, foi avaliado a CIM do sobrenadante de LABIM40

contra os fungos SS, MP e BC. Para isso, o sobrenadante foi autoclavado para
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esterilizacdo, devido a inibicio de mais de 50% apresentada no teste de
termoestabildiade.

Todos os testes realizados foram essenciais para a caracterizacao da atividade,
sendo o seu efeito avaliado nas altera¢des morfolégicas nas hifas de SS, mostrando
o potencial de LABIM40 como agente de controle biol6gico.

5 Concluséao

B. velezensis LABIM40 € um agente de controle biolégico pois apresentou nas
andlises in silico clusters relacionados a inibicdo de patdgenos fangicos, sendo
comprovado a atividade nos testes in vitro, com a inibicdo de todos os fungos
testados.

Além disso, 0os compostos produzidos por essa cepa nao perdem atividade em
temperaturas elevadas, sendo estaveis em variacdes de pH e nos comprimentos de
onde de 365 nm e luz visivel. Portanto, esses estudos serviram para indicar o
potencial biotecnolégico da cepa LABIM40 e prospectar novas pesquisas a caminho

de um produto comercial.
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Potencial de Bacillus velezensis LABIM40 no controle de fungos
fitopatogénicos: Uma abordagem in silico e avaliagao in vitro
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Figura suplementar 1. Microscopia eletrbnica de varredura da colénia de
B.velezensis cepa LABIM40. Magnitudes de (A) 50X, (B) 100X, (C) 200X, (D) 400X,
(E) 800X, (F) 1600X, (G) 3000X, (H) 6000X, (1) 12000X
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5 CONCLUSOES

Com o sequenciamento completo de B. velezensis cepa LABIMA40, foi possivel ndo
s6 identificar como pertencente a essa espécie, mas também proporcionou
comparacdes de similaridade gendmica, predicdo dos metabdlitos secundarios com
interesse biotecnologico, além de subsidiar informacdes que favorecam novas
pesquisas relacionadas a producdo de metabdlitos antimicrobianos.

Paralelamente, LABIM40 produz metabdlitos antifingicos com estabilidade nas
faixas testadas de temperatura, pH e luz, caracterizando os seus compostos para o
uso em diferentes condicbes ambientais, sendo, um bom agente de biocontrole.
Contudo muitas pesquisas ainda devem ser realizadas, para identificacdo do

principio ativo e caracterizacdo da atividade in vivo.
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