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RESUMO

VITOR, L. Identificacdo de novas espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata,
2021. 139p. Dissertacdo Mestrado em Sanidade Alimentar e Ambiental no Agronegdcio,
Instituto Biologico (Campinas). Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria
de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A sarna da batata é uma doenca de ocorréncia generalizada nas regides produtoras do Brasil,
tornando-se um fator limitante no cultivo dessa cultura. Essa doenca afeta a qualidade da batata
devido as lesdes na superficie do tubérculo, que diminuem seu valor comercial ou impedem a
sua comercializacdo. Diferentes espécies do género Streptomyces sdo responsaveis por essa
doenca e 0 levantamento das espécies patogénicas presentes no pais € um fator primordial para
a realizacdo de medidas de manejo. O presente estudo teve por objetivo caracterizar e identificar
15 linhagens de Streptomyces sp. associadas a sarna da batata divididas em trés grupos
genéticos (G6, G9 e G16) por meio de abordagem polifasica envolvendo cinco parametros de
caracterizacao: morfoldgico, bioquimico, fisioldgico, patogénico e molecular. A caracterizagdo
morfolégica demonstrou alta diversidade de coloracdo de esporos e de colbnias das espécies
avaliadas, assim como variacdo de crescimento em diferentes meios de cultivo. As
caracteristicas bioguimicas evidenciaram diferencas entre as linhagens avaliadas no estudo e as
linhagens Tipo de Streptomyces associadas a doenca. Os dados das avaliagdes fisioldgicas (pH,
salinidade e temperatura) permitiram classifica-las em padrdes de tolerancia. Todas as 15
linhagens se mostraram patogénicas em sementes de rabanete e discos de batata. As analises in
silico de PCR-RFLP do gene atpD juntamente com as analises filogenéticas do gene 16S RNAr
e MLSA revelaram a ocorréncia de nove novas espécies de Streptomyces associadas a sarna da
batata no Brasil. Dentre essas, duas linhagens do G6 tiveram seus genomas sequenciados e as
avaliacGes de DDH e ANI confirmaram os dados da ocorréncia de novas espécies. Elas foram
denominadas Streptomyces hilarionis (IBSBF 28077) e Streptomyces hayashii (IBSBF 2953 ).

Palavras chave: I. Sarna da batata 2. Streptomyces sp. nov. 3. Solanum tuberosum 4. Taxonomia

polifasica 5. Analises genémicas



ABSTRACT

VITOR, L. Identification of new species of Streptomyces associated with potato scab, 2021.
139p. Master's Dissertation in Food and Environmental Health in Agribusiness, Biological
Institute (Campinas). Sdo Paulo Agribusiness Technology Agency, Secretary of Agriculture

and Supply of the State of S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

Potato scab is a disease of widespread occurrence in producing areas in Brazil, becoming a
limiting factor in the cultivation of this crop. This disease affects the quality of potato due to
lesions on the surface tuber, which reduce its commercial value or prevent its
commercialization. Different Streptomyces species are associated with the disease and the
survey of pathogenic species present in the country is a key factor for management measures.
The present study aimed to characterize and identify 15 strains of Streptomyces sp. associated
with potato scab, divided into three genetic groups (G6, G9 and G16) through polyphasic
approach involving five characterization parameters: morphological, biochemical,
physiological, pathogenic and molecular. The morphological characterization showed high
diversity of spore and colony coloration of the evaluated species, as well as growth variation on
different culture media. The biochemical characteristics showed differences between the
Streptomyces sp. and the type strains of Streptomyces associated with the disease. Data from
physiological tests (pH, salinity and temperature) allowed classifying them into tolerance
standards. All 15 strains were pathogenic in radish and potato discs. The in silico PCR-RFLP
of atpD gene analyzes together with the phylogenetic analyzes of 16S rRNA gene and MLSA
revealed the occurrence of nine new species of Streptomyces associated with potato scab in
Brazil. Among them, two strains of G6 had their genomes sequenced and the DDH and ANI
analyzes confirmed the new species status. They are named as Streptomyces hilarionis (IBSBF
28077) e Streptomyces hayashii (IBSBF 2953 ).

Key words: |. Potato scab 2. Streptomyces sp. Nov. 3. Solanum tuberosum 4. Polyphasic

taxonomy 5. Genomic analysis
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1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) pertence a familia das solanaceas, € originaria da
regido andina e encontra-se na quarta colocagdo como alimento mais produzido do planeta
(FIERS et al., 2012). Devido as suas caracteristicas nutricionais, sua participacdo como uma
das inumeras culturas difundidas pelo globo, além de pertencer a programas de erradicacdo da
fome no mundo por organizagdes responsaveis (STARK; THORNTON; NOLTE, 2020).

Em 2018, a produgdo brasileira de batata foi de aproximadamente 3,7 milhdes de
toneladas (t), em uma area de 118,5 mil hectares (ha) gerando, assim, um rendimento de 31,1
t/ha. Analisando os dados médios de producdo entre os anos de 2010 a 2018 verificou-se uma
estagnacao na producdo devido a reducao de areas de plantio notada a cada safra, porém com o
avanco das tecnologias houve aumento no rendimento produtivo da batata (FAO, 2018).

De forma geral, o rendimento produtivo da cultura em solo brasileiro esta
aumentando, porém ainda é considerado pequeno levando-se em consideracdo o crescimento
da produtividade dos paises asiaticos e europeus. Essa inferioridade de producdo pode estar
associada a diversos fatores, dentre eles, os problemas fitossanitarios que sdo de grande
importancia, pois causam aumento de custo na producdo e perdas significativas da cultura
(ZAMBOLIM et al., 2009).

A cultura da batata é acometida por diversas doencas, tendo suas causas associadas
a bactérias, fungos, virus, nematoides e insetos (MULDER; TURKENSTEEN, 2005; FIERS et
al., 2012).

As bacterioses aparecem em destaque perante as demais doencas ocasionadas na
cultura da batata devido as dificuldades no seu controle, uma vez que ndo ha, até o momento,
uma medida eficaz de contencdo dos patdgenos bacterianos (LOPES; DUVAL, 2007). Dentre
elas, podemos citar a sarna da batata, uma doenca que afeta as partes subterraneas da planta,
principalmente os tubérculos. Os sintomas externos causados afetam a qualidade do produto
interferindo no seu valor comercial devido a rejeicdo estética no caso do consumo in natura,
sendo vetada também para a producéo de batatas-semente (DEES; WANNER, 2012).

No Brasil, é crescente a preocupacdo em relacdo a frequéncia com que a sarna da
batata vem ocorrendo nas lavouras e o controle quimico, atualmente preconizado no Brasil, tem
se mostrado insatisfatorio no manejo dessa doenca (ZAMBOLIM et al., 2009).

Desta forma, um conjunto de medidas deve ser adotado como estratégia preventiva
e dentre estas podemos citar a utilizacdo de sementes sadias certificadas, areas de plantio livres

da doenca, rotagdo de culturas e manejo na irrigacdo. No periodo atual onde as &reas estdo cada



vez mais escassas e cultivadas com frequéncia, o produtor dificilmente consegue realizar todas
essas medidas, ocasionando o descontrole da doenca (LOPES; ZAMBOLIM, 2007).

Para que um programa de manejo seja considerado eficiente € de suma importancia
que inicialmente seja efetuado um levantamento das espécies patogénicas causadoras da sarna
presentes na regido ou pais de interesse, uma vez que 0S agentes causais podem variar
dependendo da localidade assim avaliada (DEES; SLETTEN; HERMANSEN, 2013; DEES;
WANNER, 2012).

Diversos estudos demonstraram que o passo inicial e mais crucial para o
desenvolvimento de uma estratégia de controle da sarna deve ser o levantamento das espécies
patogénicas presentes na area de producao e 0s mecanismos que envolvem sua patogenicidade.
Nesse sentido, estudos taxonémicos de diferentes espécies de Streptomyces associadas a sarna
da batata vem sendo realizados com o objetivo de elucidar as relagdes filogenéticas e diferenciar
as principais espécies causadoras da doenga facilitando, assim, o processo de identificacdo dos
patdgenos presentes em diferentes paises produtores de batata (DEES; WANNER, 2012; FIERS
etal., 2012; LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

No Brasil, estudos de levantamento e caracterizacdo de linhagens de Streptomyces
sp. associadas a sarna da batata provenientes das principais regifes produtoras do pais
revelaram a ocorréncia de novas espéecies de Streptomyces. Essas linhagens se mostraram
geneticamente distintas quando comparadas com as 12 espécies Tipo de Streptomyces, ja
descritas, associadas & sarna da batata (CORREA 2015).

O fato do patossistema das espécies de Streptomyces no desenvolvimento da sarna
da batata envolver fatores ainda ndo conhecidos ou pouco estabelecidos faz com que a
comunidade cientifica reflita que somente novas pesquisas possam trazer respostas mais
definitivas para esse sistema patogénico. Dessa forma, a caraterizagéo e identificacdo dessas no

pais se faz necessaria para que medidas corretas de manejo sejam adotadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.A cultura da batata

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.), ficou conhecida apds as expedicoes
dos exploradores espanhois pelas Américas no inicio de 1500. A descoberta da sociedade
andina surpreendeu ndo sé pela sua numerosa populacao, que consistia de aproximadamente 10

milhGes de pessoas, como também pelo seu complexo agricola de uma cultura ainda



desconhecida, mas difundida pela sociedade sul-americana antiga, a batata (STARK;
THORNTON; NOLTE, 2020).

Esta cultura diversa e adaptavel se espalhou desde sua origem na regido andina para
todas as zonas de elevacao em regides temperadas de todos 0s continentes. Com o interesse em
sua domesticacao, a sua producdo tem aumentado em regides de clima quente, tmido e tropical.
Os avangos na area de melhoramento genético tém tornado a batata uma cultura cada vez mais
importante e diversificada em termos de producdo e consumo. Estudos sobre o uso desse
tubérculo continuam ndo apenas com relacdo a sua caracteristica como fonte energética da
alimentacdo basica, mas também para gerenciamento de salde e bem-estar, incluindo a
prevencdo do aparecimento de doencas crénicas (ZAHEER; AKHTAR, 2016).

Em 2014, os dados de producdo de batata foram relatados em 159 paises (82% dos
paises do mundo) pelo Banco de Dados Estatisticos das Organizagdo das Nac¢des Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO 2017), demonstrando status da batata como uma cultura com
relevancia global (WIJESINHA-BETTONI; MOUILLE, 2019).

O plantio anual de batata ocupa cerca de 20 milhdes de hectares (ha) distribuidos
no planeta, o que resulta numa producdo mundial de mais de 320 milhdes de toneladas. A
produtividade média varia entre 10 e 50 toneladas/hectare e esté relacionada a fatores climaticos
(chuvas e temperaturas), geograficos (luminosidade), fitossanitarios (pragas e doencas),
genéticos (cultivares), tecnoldgicos (insumos, maquinas, pesquisas) e politicos (legislacdes e
fiscalizagbes) (AGRIANUAL, 2018).

Em 2018, a producéo brasileira de batata foi de aproximadamente 3,7 milhdes de
toneladas (t), em uma area de 118,5 mil hectares (ha) gerando assim um rendimento de 31,1
t/ha. Analisando os dados médios da producdo dessa cultura dos anos de 2010 a 2018 houve
uma estagnac¢do na producdo devido a reducédo de areas de plantio notada a cada safra, porém
com o avanco das tecnologias houve aumento no rendimento produtivo das safras sem aumento
de area plantada (FAO, 2018) (FIGURA 1). Esse aumento se deve principalmente aos avangos
tecnoldgicos, profissionalizagdo dos produtores, melhorias nas condi¢des de cultivo (nutri¢éo
e irrigagéo) e qualidade da batata-semente (JADOSKI et al., 2009).
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FIGURA 1. Gréfico de area colhida (ha), produgéo (t) e rendimento médio (kg/ha) de batata no periodo
de 2010-2018. Fonte dos dados FAO (2018).

De forma geral, o rendimento produtivo da cultura em solo brasileiro esta
aumentando, porém ainda é considerado pequeno levando-se em consideracdo o crescimento
da produtividade dos paises asiaticos e europeus. Essa inferioridade de producdo pode estar
associada a diversos fatores, dentre eles, os problemas fitossanitarios que sdo de grande
importancia, pois causam aumento de custo na producdo e perdas significativas da cultura
(ZAMBOLIM et al., 2009).

A cultura da batata pode ser acometida por mais de 40 pragas e doencas causadas
por fungos, virus, bactérias, nematoides e insetos, podendo afetar todas as partes da planta.
Esses organismos causam danos e perdas significativas na cultura, elevando os custos de
producédo e dificultando a comercializacdo (FIERS et al., 2012). De acordo com a Associacao
Brasileira de Batata (ABBA), as perdas por descarte e problemas fitossanitarios podem passar
de 10% da producéo (SHIMOYAMA, 2014).

2.2.Sarna da batata

Dentre as doengas mais recorrentes nas regides produtoras do Brasil esta a sarna da
batata, doenca causada por diferentes espécies do género Streptomyces, caracterizada por lesdes
na superficie do tubérculo, que levam a diminuig&o do seu valor comercial ou até impedem sua
comercializacdo, tanto para consumo quanto para uso de batata-semente (DEES; WANNER,
2012; JANSKY et al. 2017).

A sarna da batata € uma doenca bacteriana complexa com grande diversidade de

sintomas e nimero de agentes causais associados. A severidade da doenga e a ocorréncia dos




sintomas podem variar de acordo com o ambiente, suscetibilidade da cultivar plantada e a
viruléncia do patogeno (LORANG et al., 1995; TOTH et al., 2001; CLARK et al., 2020). O
ambiente tende a determinar as condicdes favoraveis ou desfavoraveis ao desenvolvimento do
potencial patogénico e a cultivar tem influéncia no desenvolvimento da doenca de acordo com
sua resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo pelo patdgeno (CORREA, 2011; CLARK et al.,
2020; LI et al., 2019b). Ainda, as principais variacdes nos sintomas e na severidade sao
determinadas pelo patdgeno associado e seu grau de viruléncia (LINDHOLM et al., 1997), no
entanto, linhagens dentro de uma mesma espécie patogénica variam em sua agressividade e tipo
de sintoma apresentado (WANNER, 2004; WANNER; HAYNES, 2009). Embora ndo ha bases
fisiolégicas ou genéticas diretas para explicar as diferencas na agressividade, estudos
gendmicos e metabolémicos da interacdo planta-patdgeno passam a ser discutidas (WANNER;
HAYNES, 2009; LI et al. 2019b). A variacdo dos sintomas permite uma classificacdo em
diferentes tipos de sarna, como sarna superficial, reticulada, erumpente ou profunda (CULLEN;
LESS,2007; CORREA, 2011) (FIGURA 2). Outra sintomatologia raramente encontrada e
descrita em relatos na América do Norte (HARRISON, 1962) e no Japdo (ONIKI et al., 1986)
é a sarna avermelhada, aparentando as mesmas caracteristicas dos sintomas do aspecto

reticulado, porém com coloracédo das lesdes de tons avermelhados (FAUCHER et al., 1993).

FIGURA 2. Sintomas de sarna comum da batata causada por Streptomyces spp.

A—Lesdo superficial; B — Les8o reticulada; C — Les8o erumpente; D — Lesdo profunda.
Fonte: Laboratdrio de Bacteriologia VVegetal (LBV)/CAPSA/Instituto Bioldgico, Campinas, SP.

A sarna da batata é uma das doencas mais devastadoras da cultura, causando
prejuizos econbémicos aos paises produtores no mundo (AL-MUGHRABI et al., 2016;
BENCHEIKH et al., 2007). O patdgeno se espalhou devido a sua natureza saprofita, podendo

sobreviver a invernos rigorosos ou periodos sem cultivo da planta hospedeira, tornando-se



assim uma fonte permanente de inoculo para as proximas temporadas de plantio (WANNER;
KIRK 2015). Essa doenca ja foi relatada em diversas regides do globo como Alemanha,
Espanha, Franca, Holanda, Reino Unido (FLORES-GONZALEZ; VELASCO; MONTES,
2008; LEIMINGER et al., 2013), China (ZHANG et al., 2013), Africa do Sul (SLABBERT et
al., 1994), Canada (ST-ONGE et al., 2008), Coréia do Sul (SONG et al., 2004), Paquistdo
(AHMAD et al., 2020), Ird (KALANTAR et al., 2006) Russia (LYSENKO et al., 2005), Estados
Unidos (WANNER, 2006; WANNER, 2007), dentre outras nacdes.

No Brasil a sarna da batata ¢ uma das doengas mais importantes economicamente e
estd amplamente distribuida nas regides produtoras da cultura, tornando-se um fator limitante
no seu cultivo (CORREA et al., 2011).

2.3. Ciclo de vida de Streptomyces e as espécies causadoras da sarna da batata

O género  Streptomyces estd  composto  por 1008  espécies
(https://lpsn.dsmz.de/genus/streptomyces) e a maior parte delas € composta por organismos
saprofiticos que vivem no solo, produzindo enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacao
de polimeros derivados de planta e/ou animais, como celulose, lignina e quitina, realizando um
dos papéis fundamentais do ciclo do carbono na natureza (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Esses organismos sdo particularmente conhecidos pela producdo de numerosos
metabolitos bioativos com aplicacBes Uteis aos humanos, na medicina veterinaria e na
agricultura (CHATER, 2016). No ambiente natural, as espécies de Streptomyces produzem
esses metabdlitos como uma estratégia para aquisicdo de nutrientes, na sinalizacdo e
comunicacdo intercelular ou até mesmo matando ou inibindo o crescimento de outros
microrganismos (WIETZ et al., 2013).

As espécies do género Streptomyces sdo conhecidos por formar relacdes
simbioticas com diferentes organismos eucariéticos como plantas, insetos e animais marinhos,
e foi proposto que os diversos metabolitos especializados produzidos por linhagens de
Streptomyces podem ter evoluido como resultado direto de tais interacfes (SEIPKE et al.,
2013). A capacidade de algumas espécies de Streptomyces em estabelecer interacfes
antagonistas com plantas levou ao desenvolvimento de doencas agricolas economicamente
importantes. Este € um atributo raro entre as espécies do género, pois apenas cerca de
aproximadamente dezesseis espécies das centenas das demais descritas sdo conhecidas por
apresentarem acao fitopatogénica (BIGNELL; FYANS; CHENG, 2014).



O genoma das espécies de Streptomyces possui um dnico cromossomo linear com
longas sequéncias terminais repetidas invertidas (long terminal inverted repeats), que protegem
0 DNA da degradacdo das nucleases do solo (LIN et al., 1993; WANNER; KIRK, 2015). O
tamanho total do genoma dessas espécies esta entre 8 a 12 Mb, onde aproximadamente 4,5 a 6
Mb correspondem aos genes conhecidos como housekeeping, que Sdo necessarios para o
crescimento e metabolismo. Por outro lado, os cassetes de genes ou operons que codificam uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios estdo, em sua maioria, nos 2 a 3 Mb finais de cada
extremidade do cromossomo (CHATER et al., 2010; WANNER; KIRK, 2015).

Essas bactérias sdo caracterizadas também pela estrutura filamentosa e formacéo de
esporos. A rede de filamentos secreta enzimas catabolicas que degradam o substrato organico
quebrando-o em micromoléculas assimilaveis que promovem, assim, o crescimento da colénia.
A privagdo de nutrientes ou fatores ambientais ativam o desenvolvimento de hifas aéreas, que
se fragmentam formando uma cadeia de esporos. Os esporos sdo resistentes a dessecacao e
podem ser carregados pelo vento, pela agua ou transportados por animais presentes no solo.
Esses esporos germinam independentemente de nutrientes e formam micélios ramificados
multinucleados, completando o ciclo de vida da bactéria (LORIA; KERS; JOSHI, 2006). A
senescéncia do micélio vegetativo € a fase na qual ha uma grande producdo e secrecdo de
metabolitos secundarios incluindo compostos antimicrobianos (HORINOUCHI, 2002; L1 et al.,
2019b) (FIGURA 3).

ESPORO GERMINANDO

v

ESPORO ESPORO

GERMINAGRO CRESCIMENTO VEGETATIVO ;
MAIOR PRODUGAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

ESPORULAGAO | NOVA GERACAO

FIGURA 3. Ciclo de vida de Streptomyces spp.



A sarna da batata pode ser causada por um grupo polifilético de espécies do género
Streptomyces que apresentam diferencas na morfologia, fisiologia e caracteristicas moleculares.
Essas espécies foram bem caracterizadas e vém sendo encontradas em diferentes paises

causando uma diversidade de sintomas. Sao elas:

2.3.1. Streptomyces scabiei

A primeira espécie descrita como causadora da sarna foi S. scabiei (sin. S. scabies)
(LAMBERT; LORIA, 1989a). Essa espécie € considerada a espécie patogénica mais
predominante e presente em diversas regides produtoras do mundo, principalmente em solos
secos, de pH neutro a alcalino (DEES; WANNER, 2012). Correa e colaboradores (2015)
demonstraram, pela técnica de PCR-RFLP, a presenca desta espécie em todos os campos de
producdo brasileira de batata. Evidéncias sugerem que S. scabiei € uma espécie heterogénea
carregando grupos genéticos diferentes, com variacdo no grau de patogenicidade (GOYER,;
BEAULIEU 1997; LIANG et al., 2019). Essa espécie causa sintomas de sarna comum e
apresenta filamentos miceliais muito finos que se ramificam a partir de um eixo central e assim
formam uma cadeia espiral de esporos. Linhagens dessa espécie sdo caracterizadas por
coloragéo cinza, com produgdo pigmentos melanoides em meio de cultivo contendo tirosina e
utilizam todos os carboidratos estabelecidos nos testes bioquimicos pelo ISP (International
Streptomyces Project) (LAMBERT; LORIA, 1989a; SHIRLING; GOTTLIEB, 1966;
BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

2.3.2. Streptomyces acidiscabies

Descrita por Lambert e Loria (1989b), esta espécie bacteriana tem como
caracteristica principal o crescimento em substratos com pH abaixo de 5,2 causando, assim, 0s
sintomas de sarna em tubérculos cultivados sob solos &cidos. Foi detectada antes mesmo de sua
caracterizacdo em 1953, ocorrendo em solos com valores de pH 4,5 na regido de Maine (EUA)
(BONDE; MCcINTYRE, 1968; MANZER; MCcINTYRE; MERRIAM, 1977). Estudos
demonstraram predominancia de S. acidiscabies sobre S. scabiei em isolamentos realizados em
tubérculos de campos de producédo na Coréia do Sul (MUN et al., 2007). S. acidiscabies possui
micélios aéreos ramificados de cadeias flexuosas com esporos de coloracdo branca, résea,
laranja-palha, amarelo-palha ou laranja-cinza-palha. Produz pigmento soltvel vermelho em pH

acima de 8,3 e amarelo-dourado em pH abaixo desse valor, porém ndo produz pigmentos



2.3.3.

melanodides nos meios especificos para essa caracterizacdo. Dos carboidratos do ISP, essa
espécie utiliza todos, exceto a rafinose (LAMBERT; LORIA 1989b).

Streptomyces caviscabies

Streptomyces caviscabies foi observada causando sintomas de sarna profunda na
regido de Quebec, Canada (FAUCHER; SAVARD; BEAULIEU,1992; FAUCHER et al.,
1995). Essa espécie foi caracterizada e descrita posteriormente por Goyer, Faucher e Beaulieu
(1996). Recentemente seu primeiro relato causando sintomas nas regides produtoras da China,
acendeu um alerta sobre esta espécie (GONG et al., 2017). No Brasil, Corréa e colaboradores
(2015) demonstraram a presenca de S. caviscabies em amostras de batata colhidas em solo
nacional. Essa espécie apresenta micélios aéreos com cadeia de esporos do tipo flexuosa e de
coloracédo branca a amarelada, ndo é produtora de melanina no meio de tirosina agar, nao cresce
em pH inferior a 5 e utiliza apenas rafinose como fonte de carbono, segundo o ISP. Com base
em sequéncias do gene ribossomal 16S foi proposto que S. caviscabies, S. setonii e S. griseus
pertencam a uma mesma espécie gendmica com caracteristicas morfoldgicas e
quimiotaxonémicas comuns. Dessa forma, S. caviscabies e S. setonii foram propostas como

sindnimos de S. griseus (LIU et al., 2005).

2.3.4. Streptomyces turgidiscabies

Essa espécie bacteriana foi observada na llha de Hokkaido no Japéo (TAKEUCHI
et al., 1995) e descrita posteriormente por Miyajima e colaboradores (1998). E causadora de
lesBes do tipo erumpente e causa sintomas que diferem daqueles usuais de sarna superficial ou
profunda. Além disso, apresenta baixa similaridade em nivel de DNA comparado com outras
especies causadoras da sarna comum (MIYAJIMA et al., 1998; KIM et al., 1998). Relatadas na
China (ZHAO et al., 2008), Espanha (SARWAR; LATIF; CABALEIRO, 2017), Finlandia e
Coréia do Sul (SONG et al., 2004) apresentaram alta similaridade do gene ribossomal 16S e
regido espacadora 16S-23S DNAr com isolados do Jap&o, indicando a ocorréncia desta espécie
nesses paises. S. turgidiscabies apresenta micélios aéreos com ramificagdes formando cadeias
de esporos flexuosas de coloragdo cinza. Ndo produz pigmentos melandides ou outros
pigmentos difusiveis e utiliza todos os carboidratos (ISP) como fonte de carbono. Assim como

S. acidiscabies, essa especie € tolerante as condi¢des de pH &cido (MIYAJIMA et al., 1998).



2.3.5. Streptomyces reticuliscabiei

Espécie isolada na Franca, S. reticuliscabiei € descrita como causadora de um novo
tipo de sarna, a reticulada (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000). E genomicamente muito
similar & S. turgidiscabiei, porém sdo consideradas espécies distintas devido as diferencas na
viruléncia e patogenicidade (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2006). S. reticuliscabiei possui
cadeias de esporos flexuosas com coloracdo cinza, nao € produtora de melanina em meio de
tirosina e utiliza todos os agtcares ISP como fonte de carbono (BOUCHEK-MECHICHE et al.,
2000).

2.3.6. Streptomyces europaeiscabiei e S. stelliscabiei

Bouchek-Mechiche e colaboradores (2000) observaram fenotipagem heterogénea
em analises morfoldgicas e fisiologicas de linhagens de S. scabiei demonstrando uma divisdo
em trés genomoespécies, S. scabiei, S. europaeiscabiei e S. stelliscabiei, ou seja, essas espécies
apresentavam caracteristicas fenotipicas distintas e também podiam ser separadas por
caracteristicas bioquimicas.

A espécie S. europaeiscabiei foi descrita na Franca (BOUCHEK-MECHICHE et
al., 2000) e relatada em diferentes paises da Europa. Um levantamento realizado em diferentes
campos de producdo de paises como Alemanha, Espanha, Franca, Holanda e Reino Unido
indicou que S. europaeiscabiei foi a principal espécie associada a sarna da batata, constituindo-
se, portanto, em patdgeno emergente naquela regido da Europa (FLORESGONZALES;
VELASCO; MONTES, 2008). Esta espécie bacteriana também ja foi relatada no Canada,
Uruguai, Coréia do Sul e Estados Unidos (SONG et al., 2004; LAPAZ et al., 2017; WANNER,
2006). S. europaeiscabiei produz esporos em cadeias espiraladas de coloracdo cinza, é
produtora de melanina em meio com tirosina e utiliza todos os carboidratos ISP. Além de
tubérculos de batata, esta espécie também foi detectada em beterraba, cenoura e rabanete
(BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

A espécie S. stelliscabiei possui caracteristicas muito semelhantes a S.
europaeiscabiei, no entanto, foi isolada de lesdes de sarna comum em forma de estrela,
diferenciando-a e dando nome a espécie (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).
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2.3.7. Streptomyces luridiscabiei, S. puniciscabiei e S. niveiscabiei

O avanco nas técnicas de biologia molecular, tais como o sequenciamento da regido
espacadora 16S-23S DNAr e hibridizagdgo DNA-DNA, possibilitou a caracterizacdo de trés
novas espécies de Streptomyces, isoladas na Coreéia do Sul, que induziam sintomas erumpentes
em batatas cultivadas em solos acidos (PARK et al., 2003). A designacdo dada a essas espécies
deu-se principalmente pela sua coloracdo apresentada. S. luridiscabiei apresenta esporos de
coloracéo amarelo claro em cadeias flexuosas simples e retas; S. puniciscabiei produz esporos
alaranjados, em cadeias retas e S. niveiscabiei produz esporos brancos e cadeias de esporos
simples, flexuosas e retas. Essas espécies utilizam todos os carboidratos do ISP. Somente a

espécie S. niveiscabiei ndo produz melanina (PARK et al., 2003).

2.3.8. Streptomyces ipomoeae

Essa espécie é causadora de sarna em batata-doce e foi descrita no inicio da década
de 40 por Person e Martin (1940) e Waksman e Henrici (1941). Os esporos apresentam-se em
cadeias curtas, espiraladas abertas, envolvidas por uma bainha (SCHAAD; JONES; CHUN,
2001). S. ipomoeae apresenta morfologia e fisiologia distintas de outras espéecies causadoras da
sarna. Normalmente as espécies tem sua associacdo patogénica a cultura da batata, podendo
atingir causualmente outras culturas de tubérculos, porém, S. ipomoeae foi descrita, e é a
principal espécie causadora de sarna em plantios de batata doce e outros membros da familia
Convolvulaceae (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).

2.3.9. Streptomyces brasiliscabiei

Essa € a primeira espécie fitopatogénica do género identificada na América do Sul
que causa sarna da batata, proveniente de lesdes tipicas da doenca em tubérculos de batata do
estado de Santa Catarina, Brasil. Possui cadeias de esporos do tipo espiral com coloracéo
creme/cinza amarronzada, coloracdo das coldnias marrom escura com bordas avermelhadas,
produz melanina em meio de tirosina e utiliza todos os agucares ISP como fonte de carbono
(CORREA et al. 2021).
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2.3.10. Outras espécies associadas a sarna da batata

Streptomyces alkaliscabies foi isolada em batatas cultivadas no deserto ocidental
do Egito. A descrigdo dessa espécie foi baseada na comparacdo da regido espagadora 16S-23S
DNAr com a das demais linhagens patogénicas. Sua principal caracteristica é o crescimento e
potencial patogénico em valores altos de pH (ABDEL-RAHMAN et al., 2012).

Streptomyces sampsonii e S. setonii foram relatadas no trabalho de Millard e Burr
(1926). Ambas espécies estdo presentes em algumas regides de producdo de batata no Brasil
(CORREA et al., 2015). Recentemente, foi publicado um estudo de manejo da sarna da batata
causada por S. setonii, porém os autores relataram que uma das dificuldades encontrada foi a
pouca exploracdo na descricdo dessa linhagem (KAUR et al., 2018).

Streptomyces aureofaciens é considerada um organismo de solo, mas que
eventualmente pode incitar doencas em batata, causando lesdes superficiais (SCHAAD;
JONES; CHUN, 2001).

Streptomyces sp. IdahoX foi descrita como um isolado saprofitico e endémico de
regidbes dos estados de Idaho, Washintgon e W.isconsin que adquiriu a capacidade
fitopatogénica através de transferéncia horizontal de genes de patogenicidade por meio de

outras espécies de Streptomyces que infectavam essas regides de plantio (WANNER, 2007).

2.4.Ciclo da doenca

Esporos de Streptomyces contém um envoltdrio externo com parede mais espessa,
que Ihe conferem maior resisténcia as adversidades naturais (KUMAR; JADEJA, 2016). Os
esporos permanecem de forma aglomerada no solo e as hifas crescem de forma radial e assim
se propagam em sua forma vegetativa de crescimento, podendo viver saprofiticamente no solo
(MAYFIELD et al., 1972).

As disseminagOes dos esporos no ambiente podem ocorrer através do vento, pela
agua, insumos ou até mesmo tubérculos infectados, sendo este Ultimo um dos principais fatores
responsaveis pela introducdo de espécies patogénicas de Streptomyces em campos de producéo
sadios (MANZER; STORCH; SEWELL, 1984; WHARTON et al., 2011).

Os esporos podem permanecer viaveis no solo por uma década (KRITZMAN et al.,
1996) ou até 20 anos sem qualquer cultivo de batata (DIPPENAAR, 1933). Eles germinam e
entram nos tecidos do tubérculo através de feridas, insercdo radial das raizes, estbmatos ou
lenticelas (LOCCI, 1994; AGRIQOS, 2005). As lenticelas mais jovens provavelmente
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representam a maior porta de entrada para Streptomyces, pois ainda nao ha formacdo de uma
camada de suberina protetora (LOCCI, 1994). Loria e colaboradores (2006) demonstraram que
a penetracdo pode ocorrer também atraves das paredes celulares durante as etapas de
crescimento. Tubérculos jovens sdo mais suscetiveis durante a terceira e quarta semana apos o
inicio da tuberizacdo (KHATRI et al., 2011; AGRIOS, 2005). Conforme as células hospedeiras
morrem, elas acabam fornecendo nutrientes para o0 desenvolvimento bacteriano.
Posteriormente, as células hospedeiras vivas ao redor da area da infeccdo dividem-se e
produzem camadas de células corticosas formando uma les&o no estilo de crosta no tubérculo
(WHARTON et al., 2011) (FIGURA 4).

W
/;uando maduras,

Separam-se em

" Esporos em germinagdo
infectam através de
aberturas naturais

esporos (lenticelas) e feridas
/ Os micelios crescem até O patégeno secreta |
trés mortes de células um composto a que
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‘ restos de colheita

FIGURA 4. Ciclo da sarna comum da batata. Fonte: WHARTON et al., 2011. Traduzido nesse trabalho.

Os diferentes tipos de lesdes discutidos nessa revisao podem ser observados no

mesmo tubérculo, podendo coalescer formando grandes areas afetadas na superficie da batata.
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Os tipos de lesbes formadas e a extensdo que afeta o tubérculo sdo influenciados por fatores
ambientais, suscetibilidade da cultivar plantada e complexidade da microbiota do solo,
incluindo os perfis de viruléncia da linhagem de Streptomyces envolvida, pois infec¢cdes mais
precoces acarretam uma maior extensdo das lesbes (LOCCI, 1994; LORIA et al., 1997,
BOUCHECK-MECHICHE et al., 2000b; RODRIGUS NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA,
2008).

O aumento da incidéncia da sarna da batata nos campos de producdo pode ser
devido a diversos fatores como adaptacdo ou predominancia de espécies de Streptomyces
fitopatogénicas, aumento de &reas de plantio com variedades de batata suscetiveis a doenca,
plantio continuo em areas de conhecida infestacdo, dispersao de espécies patogénicas através
de batata-semente contaminada; e praticas culturais que possam promover condi¢des favoraveis
a sarna, como a compactacdo de solo ou alteracdo da microbiota do solo devido ao uso
indiscriminado de defensivos agricolas (RODRIGUS NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA,
2008).

2.5. Estratégias de manejo da sarna da batata

Diferentes estratégias de manejo sdo discutidas a fim de se reduzir a incidéncia e
severidade da sarna como o uso de cultivares resistentes a doenca, a certificacdo de batata-
semente, o tratamento dos tubérculos, manutengdo da umidade do solo para 0 aumento de a¢do
microbiana de antagonistas, acidificacdo do solo, rotacdo de culturas com espécies vegetais nao
hospedeiras e uso de produtos quimicos e bioldgicos (BRAUN et al., 2017; RODRIGUS
NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

2.5.1 Uso de cultivares resistentes

O uso de cultivares resistentes é apontado como a forma de controle mais eficaz
para a sarna da batata, evitando impacto ambiental com defensivos agricolas e reduzindo o custo
da producdo final (DEES; WANNER, 2012; WANNER; KIRK, 2015; CAMARGO;
BERGAMIN FILHO, 1995).

O mecanismo de tolerancia a sarna da batata € complexo e um dos principais fatores
que determinam a resisténcia € a morfologia das lenticelas que o tubérculo apresenta. Nas
variedades mais tolerantes as lenticelas sao menores e com maior acumulo de parénquima. O

mecanismo tem uma relacdo com a quantidade de &cido clorogénico e tirosinase presentes na
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periderme do tubérculo, uma vez que, por ocasido de injarias no tecido vegetal, havera oxidacao
desses compostos gerando substancias tdxicas a microrganismos, como as quinonas
(LUTMAN, 1914).

Os mecanismos e a base genética envolvidos na tolerancia a sarna ainda sdo muito
discutidos. Alguns estudos genéticos indicaram que multiplos genes estdo envolvidos na
resisténcia ou na suscetibilidade das cultivares. A resisténcia das plantas a sarna comum néo
parece seguir o tipico modelo de resisténcia, ndo havendo evidéncias comprobatorias de
expressao de genes relacionados a defesa em tubéerculos com sintomas de sarna comum (DEES;
WANNER, 2012; FLINN et al. 2005).

Em testes de patogenicidade em casa de vegetacdo com condicdes controladas,
tanto ambientais quanto de indculo aplicado de Streptomyces, foram verificadas variacdes de
sintomas de sarna comum (de auséncia a severidade méaxima) em tubérculos de uma mesma
planta, em um mesmo vaso. Essa variacdo dificulta as analises dos dados, sele¢do por linhagens
resistentes por fenotipagem e o entendimento dos mecanismos genéticos envolvidos na
resisténcia (DEES; WANNER, 2012).

Clarke e colaboradores (2019) demonstraram que as cultivares podem apresentar
resisténcia a uma determinada espécie de Streptomyces, porém nao sdo resistentes a todas as
linhagens bacterianas patogénicas.

Tem sido proposto como um mecanismo de resisténcia entre as cultivares o
contetdo de agUcares redutores na casca do tubérculo que estd positivamente correlacionado
com a severidade da sarna comum e a capacidade de glicosilacdo da taxtomina (fitotoxina),
inativando-a parcialmente (GOTO, 1981; ACUNA et al., 2001).

Alguns estudos tém se mostrado promissores utilizando a taxtomina A como agente
seletivo para eliminacdo de progénies sensiveis a sarna comum em populacdes de
melhoramento genético de batata (HILTUNEN et al., 2011). Ha também estudos na selecéo de
células somaticas para isolar variantes de batata da cultivar Russet Burbank com resisténcia a
sarna (WILSON et al. 2010).

No Brasil, as cultivares Agata e Asterix, que representam 60% e 15% da producio
brasileira, respectivamente, sdo consideradas suscetiveis a sarna da batata (IMARK, 2007,
GARCIA, 2008; FISHCER et al., 2009; HAYNES et al., 2010; NAVARRO et al., 2015). As
cultivares Mondial e VVoyager sdo consideradas tolerantes a doenca no Brasil, porém ocupam
menos de 2% das areas de producdo na bataticultura nacional (ANDREATTE, 2007; GARCIA,
2008; FISHCER et al., 2009). As cultivares Mondial e Atlantic foram indicadas como as mais

apropriadas para plantio em regides com historico de sarna comum da batata, uma vez que
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mostraram menor incidéncia dos sintomas da doenga (GARCIA, 2008).

Sao muitos os fatores limitantes para o desenvolvimento de cultivares resistentes a
sarna: 1) faltam estudos na area de fisiologia da planta visando a resposta dessa as diferentes
linhagens de Streptomyces e suas fitotoxinas, ou seja, se ha producdo de moléculas na planta
que induzem a producdo de compostos pela bactéria; 2) mapeamento de genes de resisténcia ou
suscetibilidade para o uso em programas de melhoramento; 3) identificacdo de novas emelhores
fontes de resisténcia partindo de espécies selvagens (WANNER; KIRK, 2015).

O desenvolvimento de novas estratégias de controle se torna dificil devido a falta
de entendimento sobre as bases genéticas e fisiologicas das diferencas de severidade da doenca,
observadas nas cultivares de batata. No que se refere ao patdgeno, faltam estudos direcionados
a compreensdo das diferencas de agressividade de isolados de Streptomyces (DEES;
WANNER, 2012).

2.5.2. Batata-semente certificada

Linhagens fitopatogénicas de Streptomyces podem sobreviver nos tecidos de plantas
infectados (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008). Tubérculos semente
contaminados podem ser considerados importante fonte de disseminacdo de novas linhagens ou
espécies patogénicas de Streptomyces para regides até entdo sadias (WILSON; RANSON;
PEMBERTON, 1999).

A sarna comum da batata foi apontada como a doenca bacteriana mais frequente em
tubérculos semente importados de paises do Norte da Europa, estando em 30% dos lotes
espanhdis. Em 2003, 83% dos lotes importados apresentavam sintomas da doenca, com lesdes
que cobriam mais de 50% da superficie do tubérculo (FLORESGONZALEZ; VELASCO;
MONTES, 2008).

No Brasil, grandes prejuizos aos produtores foram associados a uma disseminacdo
propagativa de Streptomyces oriunda da importacdo de tubérculos semente de outros paises ou
até mesmo proveniente de outros estados, fato esse que ressalta a necessidade de limitacfes
fitossanitarias para o intercdmbio desse material. Dessa forma, a certificacdo dos tubérculos tem
representado uma medida importante de garantia da sanidade do material vegetal adquirido
(ZAMBOLIM et al., 2009).

Elaborada pelo MAPA, a Instrugdo Normativa (IN) n°® 25 de 27 de junho de 2017
estabeleceu limites de tolerancia das porcentagens de potencial de indculo de linhagens de

Streptomyces spp., consideradas pragas ndo quarentenarias regulamentadas, em batata-semente
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a serem produzidas, importadas e comercializadas no pais (MAPA, 2018). Embora
estabelecidos tais limites de tolerancia para as espécies causadoras de sarna da batata, essa IN
tem possibilitado a entrada de tubérculos com certa porcentagem de sintomas da sarna sob a
superficie de tubérculos importados, que podem estar contaminados por diferentes espécies de
Streptomyces (CORREA, 2011).

As medidas legais sdo de suma importancia para a protecdo fitossanitaria de um pais,
porém a legislacdo vigente para o controle da sarna da batata ndo exige a devida identificacdo
dos agentes causais. Correa e colaboradores (2015) demonstraram a presenca de S. scabiei em
todas as regides de producdo brasileira, como também a de espécies até entdo nao identificadas

no pais como S. europaeiscabiei, S. caviscabiei e S. setonii.

2.5.3. Tratamento de tubérculos

O tratamento dos tubérculos pode ser utilizado como prevencdo da disseminacdo de
Streptomyces para outras areas de cultivo ou de potenciais linhagens patogénicas presentes no
campo (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

Fungicidas como Fluazinam, Flusulfamida, Fenpiclonil e Mancozeb proporcionaram
controle em porcentagens significativas da sarna em experimentos desenvolvidos na Australia
(WILSON; RANSON; PEMBERTON, 1999). Por outro lado, somente o fungicida
Flusulfamida mostrou-se promissor em experimentos realizados na Africa do Sul (GOUWS,
2006). Al-Mughrab e colaboradores (2015) relataram que, em testes preliminares em campos
de producédo canadense, os tratamentos dos tubérculos semente com o fungicida Fludioxonil
acrescido de um biopesticida contendo Bacillus subtilis representaram alternativas potenciais
para 0 manejo da sarna da batata, apontando mais de 50% de reducdo em relacao a severidade

de S. scabiei.

2.5.4. Umidade do solo

Uma das medidas classicas para a reducao da sarna da batata é o aumento da irrigacao,
principalmente no periodo de tuberiza¢do, pois solos Umidos propiciam elevada taxa do
crescimento de antagonistas, maior disponibilizacdo de manganés e concentragdes reduzidas de
oxigénio. Essas condicOes desfavorecem o crescimento de linhagens de Streptomyces
fitopatogénicas, além de ajudar os microrganismos antagbnicos, pois, estes se desenvolvem

mais répido, colonizando e protegendo as lenticelas da infeccdo. Em condigdes de baixa
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umidade as bactérias antagdnicas aos patdgenos, normalmente presentes nas lenticelas,
desaparecem facilitando a colonizacdo das espécies de Streptomyces. Além disso, durante o
crescimento dos tubérculos os solos secos sensibilizam a parede celular, causando estresse
hidrico sistematico da planta que a deixa mais suscetivel as infeccbes (LEWIS, 1971).

Estudos sobre essa pratica, mostraram que a sarna causada por S. europaeiscabiei e S.
turgidiscabies pode ser reduzida por irrigacdo durante o inicio da formacdo dos tubérculos
(JOHANSEN; DEES; HERMANSEN, 2015). Porém, ha trabalhos que apresentaram resultados
contrérios, indicando maior severidade da sarna com o aumento da umidade do solo (LARKIN
et al., 2011; SCHOLTE; LABRUYERE, 1985; WILSON et al., 2001). Ainda, hé relatos de
surtos da doenca em solos Umidos e irrigados no Canada, Europa e Israel (DOERING-SAAD
etal., 1992; GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 1996; LINDHOLM et al., 1997).

2.5.5. Acidificagéo do solo

A reducdo dos valores de pH do solo abaixo de 5,2 ¢ uma das medidas recomendadas
principalmente para 0 manejo da sarna comum da batata causada pela espécie S. scabiei.
Entretanto, outras espécies patogénicas que estdo distribuidas no mundo, como S. acidiscabies
e S. turgidiscabies, toleram valores baixos de pH e para esses casos essa estratégia nao se torna
eficiente (LINDHOLM et al., 1997).

Marques (2019) demonstrou, por testes em casa de vegetacdo, que as espécies S.
acidiscabiei e S. scabiei apresentaram diferencas nas porcentagens de incidéncia e severidade
da doenca quando submetidas a diferentes valores de pH. Apenas S. acidiscabiei apresentou
sintoma de sarna em pH 4, porém a produtividade de batata em valor de pH téo baixo foi inferior
aos demais pH testados. De acordo com Lambert e Loria (1989b), a reducdo de produtividade
estd relacionada a melhor disponibilidade de nutrientes em valores de pH mais neutros,
proximos de 6,5. Ha também que se considerar que solos mais acidos limitam as espécies
vegetais que podem ser empregadas na rotacao de culturas.

Outro ponto a ser levantado é que o fertilizante sulfato de aménio, utilizado para
diminuicdo dos valores de pH do solo, pode levar ao aumento da concentracdo de aluminio
soltvel, o que estimula o crescimento de comunidades de organismos antagonicos as espécies
de Streptomyces patogénicos a batata. Entretanto, a eficacia desse composto depende do tipo de
solo, bem como da temperatura e umidade (MIZUNO; YOSHIDA; TADANO, 2000; STURZ
et al., 2004).
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2.5.6. Rotacao de culturas

A rotacdo de culturas ¢ uma medida importante a ser considerada no planejamento de
lavouras de producdo de batata, podendo ser utilizada como estratégia para reduzir a quantidade
de indculo de Streptomyces no solo. Nao somente relacionado as propostas fitossanitarias, como
também, com a fertilidade e estruturacdo do solo. O uso da técnica de rotacdo com cereais e
gramineas considerados ndo hospedeiros de Streptomyces, como arroz e trigo por exemplo,
possibilitaram a redugdo da populacdo dos patdgenos e aumentaram a difusdo de oxigénio,
muito consumido pelo sistema radicular da batata (JADOSKI et al., 2009).

Estudo utilizando a rotagdo com canola e colza combinadas, e com o centeio de
cobertura reduziu a severidade da sarna de 20 a 33%, quando comparada ao cultivo continuo
de batata sem cultura de cobertura (LARKIN; GRIFFIN; HONEYCUTT, 2010). Outro estudo
recente empregando além da técnica de rotacdo de culturas, como também, a inser¢do de um
tratamento com periodo de repouso, demonstrou uma reducdo de 100% em relacéo a incidéncia
de sarna comum da batata por S. scabiei. As rotagcdes com tais resultados foram: repouso-arroz-
batata, feijdo-mungo-arroz-batata e crotalaria-arroz-batata (HUNJAN; SABHIKHI, 2020).

E importante ressaltar que essa medida nem sempre é utilizada com sucesso no manejo
da sarna, pois 0s patdgenos podem manter-se por muito tempo em uma diversidade de culturas
e até mesmo no solo, sobrevivendo saprofiticamente. Algumas culturas como beterraba,
cenoura, nabo, rabanete e batata-doce sdo consideradas plantas hospedeiras de Streptomyces e
ndo devem ser utilizadas, pois podem constituir-se como fontes de in6culo (RODRIGUES
NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

2.5.7. Controle quimico

A grande ocorréncia da sarna da batata nas areas de producdo leva o produtor a
procurar estratégias de controle da doenca, mas a grande variabilidade patogénica de
Streptomyces tem dificultado a obtencdo de sucesso nos métodos acima testados.
Consequentemente, na maioria das vezes, o produtor acaba utilizando alternativas de aplicacdo
de produtos quimicos (D’AGOSTINO; MORANDI, 2008). Um controle baseado em
tratamento quimico € visto como um dos métodos mais efetivos para manejo da sarna da batata;
no entanto, nenhum produto quimico com total eficacia estd disponivel no mercado até o
momento (HOSNY et al., 2014). O emprego de controle quimico de Streptomyces é citado em

diversos trabalhos, porém os compostos quimicos utilizados demonstram varia¢ao no grau de
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eficacia junto a relagdo custo/beneficio (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA,
2008).

O principio que fundamenta a aplicacdo de produtos quimicos tem por objetivos:
(a) protecdo, onde substancias sdo aplicadas nas superficies de suscetiveis a doenga, com o fim
de impedir sua manifestacdo; (b) erradicacdo, que tem como principio atuacdo direta sobre o
patdgeno, na fonte de indculo ou no hospedeiro doente com a finalidade de reduzir ou minimizar
o indculo primario; (c) imunizacao, onde a aplicacdo do produto é feita em plantas sadias com
o fim de torna-las imunes as doencas; (d) quimioterapia, onde ocorre a aplicacdo da substancia
em plantas ja doentes com o fim de cura-las (D’AGOSTINO; MORANDI, 2008).

Um dos métodos quimicos mais utilizados mundialmente no controle da sarna
comum da batata é o tratamento do solo com quitosano antes do plantio. Desvantagens no uso
dessa estratégia é que a substancia é carcinogénica e pode afetar a producdo, 0 meio ambiente
e principalmente o agricultor (GOUWS, 2006). O composto lignosulfato de amonio foi capaz
de reduzir a severidade da doenca e a incidéncia da sarna em plantios seguintes de batata quando
utilizado em experimentos realizados em campos comerciais na regido de Ontario, Canada
(SOLTANI et al., 2002).

Hosny e colaboradores (2014) avaliaram a eficiéncia de sete produtos quimicos
(Rizolex, Capitan, Moncut, Ridomil, Maxim, Topsin e Oxyplus) em testes realizados in vitro
com uma linhagem patogénica de Streptomyces sp.. Os autores relataram que os produtos
apresentaram uma grande variacao no efeito inibitério sobre o crescimento do patdgeno, onde
o melhor produto testado foi o Captan (captana/ftalimida) que inibiu em 33,8% o crescimento
da bactéria em placa de Petri.

Experimentos no México, em areas de producdo de batata com alta incidéncia de
sarna, foram realizados com a aplicacdo de sete produtos com formulacdes quimicas no
momento do plantio. Os resultados mostraram que os tubérculos que foram tratados com
Fluazinam apresentaram uma menor porcentagem de lesdes causadas por Streptomyces,
diminuindo em 24,16% a severidade da doenca (LAYVA-MIR et al., 2014). Esse resultado
também ficou demonstrado em outros trabalhos que relataram o Fluazinam como produto
responsavel pela diminuicdo da severidade da sarna em batata (SANTOS-CERVANTES et al.,
2017; HOSNY et al., 2014; WILSON et al., 2008; PUNG; CROSS, 2000).

Assim como apontado por Santos-Cervantes e colaboradores (2017), estudos
precisam ser realizados em campos comerciais de batata para validagdes dos tratamentos
quimicos.

Os relatos apresentados demonstram que o controle quimico da sarna ndao é um
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processo simples e pontualmente eficaz, por isso, outras formulacdes e 0 emprego de novas

estratégias devem ser ensaiadas em conjunto para se alcancar o manejo eficaz da doenca.

2.5.8. Controle Bioldgico

O controle bioldgico é uma alternativa interessante as classicas estratégias de
manejo, onde essas outras metodologias de controle ndo atuem ou tem resultados muito
limitados (BETTIOL, 2009). O uso de microrganismos antagonistas como agentes de
biocontrole da sarna tem sido uma das técnicas mais exploradas para reducéo da incidéncia da
doenga (COMPARONI, 2015; BEAUSEJOUR; CLERMONT; BEAULIEU, 2003;
HILTUNEN et al., 2009; LORANG et al., 1995; MENG et al., 2013; OTTO-HANSON et al.,
2013).

Estudo realizado por Sarwar e colaboradores (2019) mostrou que uma linhagem de
antagonista do proprio género Streptomyces mostrou eficacia variada como agente de
biocontrole da sarna, dependendo da diversidade populacional e agressividade do patdgeno,
bem como da cultivar de batata, sugerindo que o biocontrole no campo possui desafios
significativos. Otto-Hanson e colaboradores (2013) sugeriram o uso de diferentes combinacgdes
de antagonistas do género Streptomyces juntamente com uréia, as avaliagdes com combinacgdes
usando mais de um antagonista por experimento e em concentracdoes de 184 ppm de
(NH2)2CO geraram melhores resultados de inibicdo em placa de S. scabiei em comparacao
com 0 uso de apenas um antagonista ou na auséncia de ureia.

O emprego do fungo do género Trichoderma foi viabilizado ap6s décadas de
pesquisas para o desenvolvimento de formulacdes estaveis (LOBO JUNIOR et al., 2009; JOSHI
et al., 2010). Linhagens desse género possuem a capacidade de rapido crescimento sobre a
matéria organica presente no solo competindo assim com as espécies fitopatogénicas, além da
capacidade de produzirem antibidticos e enzimas como quitinases, proteases, celulases, entre
outros (TAVARES, 2009). Dentre o género Trichoderma, os mais utilizados para o controle
bioldgico sdo: T. harzianum, T. virens e T. viride (HERMOSA et al., 2000; SILVA e MELLO,
2007). O estudo realizado por Yossen e colaboradores (2011) avaliou o uso de T. harzianum
para o controle da sarna da batata e os resultados mostraram diminuigdo de 55,5% na severidade
da doenca, e quando utilizada em conjunto a um outro agente biolégico, o Bacillus subtilis, a
reducdo da severidade foi de 74,7%.

Linhagens do género Bacillus também s&o utilizadas para o controle da sarna

causada por Streptomyces. Bacillus subtilis apresentou redugéo de 56,7% na severidade da
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doenca, junto a um aumento de 32,5% de rendimento produtivo do tubérculo (AL-MUGHRABI
et al., 2015). O Bacillus amyloliquefaciens (linhagem BAC03) também demonstrou resultados
semelhantes, a média padrao dessa linhagem ficou em 30% de reducdo da severidade da sarna
de Streptomyces spp. e com aumento no rendimento de produgdo dos tubérculos entre 26% e
33% dos campos avaliados (MENG et al., 2013), corroborando com dados preliminares de acéo
antagonista de Bacillus subtilis a S. scabiei demonstrado por Camparoni (2015). Bacillus
altitudinis, um recém isolado identificado, mostrou numeros expressivos de reducdo de
incidéncia e severidade da sarna da batata, chegando a superar 70%. Avaliagdes futuras dessas
espécies devem ser apresentadas com dados sobre promocédo de crescimento e interagdo com
outras cultivares comerciais (LI et al., 2019a).

St-Onge e colaboradores (2011) demonstraram in vitro inibi¢do do crescimento de
S. scabiei por uma espécie do género Pseudomonas, e em testes em casa de vegetacdo os dados
mostraram repressao na expressao de genes relacionados a sintese de taxtomina (txtA e txtC),
uma das fitotoxinas mais estudadas e apontada como uma das toxinas responsaveis pela
caracteristica patogénica.

Estudos sobre a interacdo da rizosfera, regido de interacdo da microbiota do solo e
0s componentes das raizes das plantas, € uma das atuais linhas de pesquisa para a descoberta
de novas espécies com agdo antagonista a espécies de Streptomyces patogénicas ou, com
capacidade de sinalizar previamente o mecanismo de defesa induzindo certa resisténcia ou

producdo de metabolitos antimicrobianos pela planta, como o &cido salicilico (LIN et al., 2012).

2.5.9. Interferéncia na sintese de taxtomina

A Taxtomina A, fitotoxina mais estudada e produzida por algumas espécies
fitopatogénicas de Streptomyces, sendo mais bem caracterizada em S. scabiei, causa hipertrofia
celular e necrose na area de expansao do tubérculo (KING; LAWRENCE; CALHOUN, 1992;
KING; LAWRENCE; CALHOUN, 1994).

Triptofano e auxinas demonstraram resultados na reducdo da sintese de taxtomina
A. A auxina, em especifico, compete pelos mesmos receptores de sintese, possivelmente pela
similaridade na estrutura quimica. Pulverizacdes foliares de andlogos de auxina foram eficazes
para a reducdo da severidade da sarna, no entanto, podem levar a modifica¢Ges no crescimento
e peso dos tubérculos, o que pode ndo ser interessante comercialmente (LERAT; SIMAO-
BEAUNOIR; BEAULIEU, 2009).
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2.5.10. Identificacdo das espécies patogénicas

Diversos estudos afirmam que para o desenvolvimento de uma estratégia eficiente
de controle da sarna é de suma importancia o levantamento das espécies patogénicas presentes
na area produtora bem como dos seus mecanismos de patogenicidade (DEES; WANNER, 2012;
FIERS et al., 2012; LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

O conhecimento em relacdo a varios aspectos da sarna comum vem aumentando
recentemente, incluindo a identificacdo de espécies patogénicas e sua distribuicdo, métodos de
deteccdo, mecanismos de patogenicidade e interagdes entre as plantas e a bactéria (LI et al.,
2019b).

A maior parte dos relatos sobre o manejo da sarna comum da batata estd associada
a S. scabiei, no entanto, outras espécies patogénicas podem responder de forma diferente as
praticas utilizadas. Dessa forma, para o desenvolvimento de estratégias de manejo da sarna é
importante realizar inicialmente o levantamento das espécies patogénicas presentes no pais de
interesse (DEES; SLETTEN; HERMANSEN, 2013; DEES; WANNER, 2012).

2.6. Caracterizacao de Streptomyces spp.

Uma das metodologias taxondmicas para a identificacdo de espécies de
Streptomyces tem como base a caracterizacdo morfologica baseando-se na sua fenotipagem
apresentada por uma selecdo de meios de cultivo (WILLIAMS et al., 1973). A caracterizacao
morfolégica de Streptomyces tem por base o ISP (International Streptomyces Project). Nela,
etapas como a micromorfologia das hifas formadoras das cadeias de esporos e as etapas de
observacdo das coloracdes das coldnias sdo caracteristicas taxonémicas importantes
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). No entanto, sdo técnicas elaboradas e demandam longo
tempo de analise, sendo que nem sempre € possivel a determinacdo precisa da espécie (MUN
et al., 2007).

H& também a caracterizagdo bioquimica, com resultado de crescimento e/ou
auséncia desse em meios enriquecidos com diferentes fontes de carboidrados ou em meios
especificos (FAUCHER et al., 1995; SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).

Os métodos moleculares baseados nas analises de sequéncias de DNA é um recurso
com respostas em um menor tempo e que oferecem maior precisdo e sensibilidade na
identificacdo de microrganismos quando comparados aos métodos convencionais de analise dos

caracteres fenotipicos. A anélise da sequéncia do gene ribossomal 16S é um dos métodos
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padrdo para a identificacdo bacteriana (KREUZE et al., 1999; ZHANG et al., 2016), mas a alta
similaridade das sequéncias desse gene nas espécies de Streptomyces limita a aplicacdo desta
ferramenta para essas bactérias (LABEDA et al., 2012).

Uma das técnicas moleculares para identificacdo bacteriana denominada
hibridizacio DNA-DNA ¢ baseada no pareamento de dois genomas de acordo com sua
homologia, no entanto essa técnica apresenta limitagdes na reprodutibilidade além de ser
laboriosa e demorada. Uma alternativa passou a ser 0 sequenciamento e obtencao de dados em
bases publicas de genomas, que facilitou os processos de comparagédo (KIM et al., 2015).

A regido espacadora 16S-23S DNAr também foi avaliada como ferramenta
molecular para a analise filogenética de linhagens de Streptomyces isoladas na Coréia do Sul,
mas os resultados indicaram que esta regido ndo pode ser utilizada para analises filogenéticas
de linhagens de Streptomyces devido & grande variacdo intraespecifica observada, com a
presenca de diferentes copias com sequéncias distintas em uma mesma linhagem (HAIN et al.,
1997; SONG et al., 2004; UEDA, 1999).

Como estratégia para resolver a filogenia de linhagens proximamente relacionadas
que culminavam em baixas resolucBes nas arvores filogenéticas de sequéncias do gene 16S
RNAr e da regido espacadora 16S-23S DNAr, tem se utilizado a técnica de MLSA (Multilocus
Sequence Analysis) que é uma variacdo da técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing)
(GEVERS et al., 2005; GUO et al., 2008). A técnica de MLST, envolve a analise combinada
de diferentes genes housekeeping, geralmente cinco a sete genes, e sua aplicacdo tem resultado
na identificacdo e caracterizacdo de patdgenos devido ao seu alto poder de resolucao
intraespecifico (GEVERS et al., 2005; GUO et al., 2008). Dados de MLST foram empregados
na identificacdo e classificacdo de microrganismos; investigacGes epidemiolégicas de varias
escalas; e em estudos de biologia populacional, patogenicidade e evolucdo de bacteriana,
principalmente de patégenos humanos (MAIDEN, 2006; SPRATT, 1999). A partir da técnica
de MLST surgiram variagbes do método como MLSA (GUO et al., 2008). A técnica de
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) é uma das empregadas para a identificacdo de
Streptomyces. Ela se baseia em sequéncias concatenadas de genes housekeping, esses genes
apresentam uma cépia Unica no genoma e, apesar de conservados evolutivamente, exibem alto
namero de sitios polimorficos, que possibilita a diferenciacdo de espécies dentro do género
Streptomyces. Os genes housekeping mais utilizados nessa técnica sdo: atpD (cadeia 3 da ATP
sintase), rpoB (subunidade p da RNA polimerase), recA (recombinase A), trpB (subunidade
triptofano sintase) e gyrA (gene estrutural da subunidade 3 da DNA girase) (GUO et al., 2008;
LABEDA, 2011).
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Para a caracterizacdo patogénica de espécies do género Streptomyces podem ser
realizados testes em discos de batata ou rabanete e testes moleculares para a amplificacdo de
trés genes que codificam fitotoxinas descritas em S. turgidiscabies, txtAB (umoperon com 0s
genes txtA e txtB que codificam sintetases da taxtomina A), tomA (gene que codifica a
tomatinase) e necl (gene que codifica proteina necrogénica Necl), genes presentes numa area
genémica denominada ilha de patogenicidade (PAI) (HUGUET-TAPIA; BIGNELL;LORIA,
2014).

Cabe ressaltar que nem todas as espécies de Streptomyces associadas a sarna da
batata apresentam sinal positivo de amplificacdo para esses genes padrdes de patogenicidade,
e, portanto, para esses casos ha necessidade de testes com organimos de alta sensibilidade
fitopatdgica, assim como o da utilizacdo da espécie vegetal hospedeira (batata), tornando-se

passos imprescindiveis para a confirmacdo da patogenicidade das linhagens isoladas.
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3. OBJETIVOS

Objetivos gerais:

Identificar novas espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata provenientes
de diferentes regides produtoras do Brasil por meio de taxonomia polifasica e producao de um

boletim técnico atualizado e detalhado para os produtores nacionais sobre a doenca.

Objetivos especificos:

e Caracterizacdo morfologica: avaliar o crescimento das linhagens de Streptomyces sp.
em diferentes meios de cultivo indicados pelo Interntional Streptomyces Project (ISP); analisar
a micromorfologia das hifas ao microscopio éptico (MO) e microscopia eletrdnica de varredura
(MEV);

e Caracterizacdo fisioldgica: observar o crescimento das linhagens em diferentes
condicdes de temperatura, valores de pH e tolerancia a NaCl,

e Caracterizacdo bioquimica: avaliar o crescimento bacteriano em diferentes fontes de
carboidrato;

e Caracterizacdo patogénica: avaliar a presenca dos genes de patogenicidade (txtAB,

necl e tomA) e realizar testes in vitro com discos de batata e sementes de rabanete;

e Caracterizacdo molecular: estudar as relacBes filogenéticas das linhagens
empregando-se 0 gene 16S RNAr; realizar analise de multilocus (MLSA) utilizando-se as
sequéncias dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB e 16S RNAr; e analisar, in silico, os perfis

gerados por PCR-RFLP do gene atpD;

¢ Realizar anélise gendmica das linhagens IBSBF 2807 e IBSBF 2953, para comprovacao
da existéncia de novas espécies;

¢ Elaborar um boletim técnico sobre a identificacdo sarna da batata para os produtores do

pais.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Linhagens

As 15 linhagens de Streptomyces investigadas nesse estudo foram cedidas pela Colecéo
de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico (IBSBF), Campinas, SP. Essas linhagens,
isoladas de diferentes regides produtoras de batata do Brasil, foram divididas por Corréa (2015)
em trés grupos genéticos distintos por apresentarem padrdes diferentes dos observados pelas
linhagens Tipo nas analises de sequéncias parciais dos genes atpD e rpoB. Esses grupos foram
denominados G6 (sete linhagens), G9 (cinco linhagens) e G16 (trés linhagens). Além disso,
foram incluidas 12 linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata para
comparagao nos testes (TABELA 1).

TABELA 1. Linhagens Tipo de Streptomyces spp. e Streptomyces sp. associadas a sarna
da batata utilizadas neste estudo.

Espécie / Grupo genético IBSBF Procedéncia
S. scabiei 2049 Estados Unidos
S. europaeiscabiei 2023 Franca
S. stelliscabiei 2085 Franca
S. acidiscabies 2110 Canada
S. reticuliscabiei 2086 Franca
S. turgidiscabies 2114 Japéo
S. caviscabies 2051 Canada
S. setonii 2106 Desconhecida
S. luridiscabiei 2011 Coreia
S. puniciscabiei 2012 Coreia
S. sampsonii 2111 Desconhecida
S. ipomoeae 2117 Desconhecida
2805 Ibiraiaras (SC)
2806 Ibiraiaras (SC)
2807 Ibiraiaras (SC)
Grupo genético 6 (G6) 2815 Ibiraiaras (SC)
2865 Itaidpolis (SC)
2949 Itaidpolis (SC)
2953 Canoinhas (SC)
2394 Cristalina (GO)
2503 Ibicoara (BA)
Grupo genético 9 (G9) 2507 Ibicoara (BA)
2968 Séao Francisco de Paula (RS)
3135 S&o Francisco de Paula (RS)
2435 Pocos de Caldas (MG)
Grupo genético 16 (G16) 3010 Papanduva (SC)
3018 Canoinhas (SC)

IBSBF: Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Campinas, SP, Brasil.
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Para reativacdo e testes de caracterizacdo as linhagens de Streptomyces foram
cultivadas em um meio Yeast Extract-Malt Agar (YME/ISP 2) e incubadas a 28 °C por
aproximadamente 14 dias.

4.2. Caracterizacdo morfoldgica

4.2.1. Crescimento bacteriano em diferentes meios de cultivo
O crescimento das 15 linhagens do estudo foi avaliado em oito diferentes meios de

cultivo considerando de trés parametros:

1) avaliacéo de crescimento sob 0 meio de cultivo, sendo positivo (+), crescimento
e esporulacdo visiveis; mediano (+/-), linhagens com crescimento, porém sem esporulacdo; e

negativo (-) auséncia de crescimento bacteriano;

2) observacdo da coloracdo dos esporos (parte aérea) e da colbnia (raspagem da

parte aérea e verso da placa); e

3) avaliacao da producao de pigmentos difusiveis.

Os meios de cultivo selecionados foram:

a) ISP 1: Tryptone-Yeast Extract: 5 g de triptona, 3 g de extrato de levedura, 18 g de
agar, g.s.p 1.000 mL de agua destilada, pH 7,0-7,2;

b) ISP 2: Yeast Extract-Malt Agar (YME): 4 g extrato de levedo, 10 g extrato de malte,
4 g de glucose, 18 g agar, g.s.p. 1.000 mL de agua destilada, pH 7,0-7,3.

c) ISP 3: Oatmeal Agar: 20 g de aveia; 18 g de &gar, 1 mL de solucdo de tracos de

sais*, g.s.p 1.000 mL de agua destilada, pH 7,2.

d) ISP 4: Inorganic Salt-Starch Agar: 10 g de amido solavel, 1 g de K;HPOg, 1 g de
MgSO4 7H20, 1 g de NaCl, 2 g de (NH4)2SO4, 2 g de CaCOs, 1 mL de solugdo de
tracos de sais*, 18 g agar, g.s.p 1.000 mL, pH 7,0-7,4, ndo podendo haver ajuste.

e) ISP _5: Glycerol-Asparigine Agar: 1 g de L-asparigina, 10 g de glicerol, 1 g de
K2HPO4, 1 mL de tragos de sais*, g.s.p 1.000mL de agua destilada, pH 7,0-7,4, ndo

podendo haver ajuste.

f) ISP 7: Tyrosine Agar: 15 g de glicerol; 0,5 g de L-tyrosine; 1 g de L-asparigine; 0,5
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g de KoHPOg4; 0,5 g de MgSO4 7H20; 0,5 g de NaCl; 0,01 g de FeSO4 7H.0, 1 mL de
tragcos de sais*, 18 g de &gar, g.s.p 1.000 mL de &gua destilada, com pH ajustado em
7,2-7,4.

g) Batata Dextrose Agar (BDA) (HIMEDIA): 39 g de solucdo formulada, g.s.p 1.000
mL de &gua destilada, pH 7,0.

h) Benette’s Agar: 10 g de dextrose, 2 g de hidrolisado enzimético de caseina, 1 g de
extrato de levedura, 1 g de extrato de carne, 18 g de &gar, g.s.p 1.000 mL de agua
destilada, pH 7,3-7,5.

* tracos de sais: 0,1 g de FeSO4 7H20, 0,1 g de MnCl, 4H,0, 0,1 g de ZnSO4 7H-0,
g.s.p 100 mL de agua destilada.

Os meios sublinhados seguem a numeracdo do International Streptomyces Project
(ISP), os demais meios de cultivo foram selecionados do trabalho de Pridham e colaboradores
(1957). O ajuste de pH dos meios foi realizado com NaOH ou HCI antes do processo de

esterilizacdo. As linhagens foram incubadas a 28 °C por 14 dias.

4.2.2. Micromorfologia de hifas e esporos

Para observacdo da micromorfologia de hifas, as linhagens dos grupos G6, G9 e
G16, juntamente com as linhagens Tipo de Streptomyces, foram cultivadas em meio Agar-Agua
(AA) (18 g de &gar e g.s.p. 1.000 mL de agua destilada) a 28 °C por 14 dias e avaliadas por
microscopia optica (MO) nos aumentos 100Xe 400X.

Na analise da morfologia de hifas esporogénicas/esporos ao Micrdscopio Eletronico
de Varredura (MEV), as linhagens foram cultivadas nas mesmas condi¢fes descritas acima e,
entdo, as colonias foram recortadas em cubos de 1 mm x 1 mm e fixadas com glutaraldeido
(5%) em tampdo fosfato (0,5 M, pH 7,0) por duas horas. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em uma série graduada de etanol (70°, 96° e absoluto) e imediatamente colocadas
no equipamento Ponto Critico (CPD-030) utilizando COz liquido. Em seguida, procedeu-se a
deposicdo de ouro em sputter (Sputter Coater) e, em seguida, a visualizagdo em microscépio
eletronico de varredura modelo JSM-5800LV (Kitajima & Leite, 1999). Todo o procedimento
de visualizacdo ao microscopio eletronico foi em parceria com o Laboratorio de Microscopia
Eletronica (LME/UNICAMP).
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4.3.Caracterizacao fisiologica

A caracterizacdo fisioldgica das linhagens foi efetuada por meio de testes de
crescimento bacteriano em meio YME com: o acréscimo de NaCl (0% a 10% de concentracéo,
com 1% de intervalo), diferentes valores de pH (4 a 12) e gradiente de temperatura (5, 10, 15,

20, 25, 27, 30, 32, 34, 37 e 40 °C). As avaliacdes ocorreram aos sete e 14 dias ap0s a inoculacao.

4.4.Caracterizagdo bioquimica

A caracterizacdo bioquimica foi realizada de acordo com protocolo descrito por

Shirling e Gottlieb (1966), com utilizacdo de um meio basal:

MEIO BASAL ** solugdo de tragos de sais
modificado por Pridham e Gottlieb
(NH4)ZSO4 2,649
CuS0O4 5H20 0,649
KH2P 2
204 389 FeSO4 7H20 0114g
KzHPO, 3H,0 5659 MnCI2 4H20 0,79 g
MgSO. 7Hz0 1,009 ZnS04 7TH20 0,15g
Solugdo de tragos 1mL Agua destilada q.s.p 100 mL
de sais **
Agar 18 g

Agua destilada g.s.p 1.000 mL

Foram utilizadas as seguintes fontes de carbono: L-arabinose, D-glicose (controle
positivo), D-frutose, mio-inositol, D-manitol, D-rafinose, L-ramnose, sucrose e D-xilose. Os
carboidratos avaliados foram adicionados ao meio basal na concentracdo de 1%. Os
experimentos foram realizados em triplicata e foram utilizados como controles negativos: meio
basal sem adic&o das fontes de carbono e meio de cultivo Agar-Agua (AA).

Para esses testes, foi efetuada uma suspenséo bacteriana com duas algas de 10 pL
de in6culo e adicionadas a tubos de ensaio contendo 5 mL de agua destilada esterilizada. Nas
placas de Petri com os respectivos meios desse ensaio, adicionou-se 50 pL da suspensao
bacteriana que foram distribuidos como indicado na Figura 5. As linhagens foram incubadas a

28 °C e as avaliagOes foram efetuadas aos 7, 14 e 21 dias de crescimento.
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FIGURA 5. Distribuicdo do indculo bacteriano em

D placa de Petri para os testes bioquimicos.

Os resultados foram registrados da seguinte forma: utilizagéo positiva (+), quando
o crescimento na fonte de carbono testada foi igual ou maior que o crescimento em meio basico
com adicao de glicose (controle positivo); utilizacdo duvidosa (+/-), quando o crescimento foi
um pouco maior que o observado no controle negativo e muito menor que o0 crescimento no
controle positivo; utilizacdo negativa (-), crescimento similar ou menor que os controles
negativos (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).

4.5.Caracterizacao molecular

4.5.1. Extracdo de DNA cromossdmico

As linhagens de Streptomyces sp., preservadas por liofilizagdo ou
ultracongelamento (-80 °C), foram reativadas em meio de cultivo YME e incubadas a 28 °C
por aproximadamente 14 dias para extracdo de DNA seguindo-se a metodologia descrita por
Pitcher, Saunders e Owen (1989) com algumas modificacGes realizadas por Correa (2015).

Cerca de 100 mg de biomassa de bactéria, contida na placa com meio YME, foi
utilizada na extragdo. As células foram lavadas com 3 mL de tampdo NaCl (NaCl 0,1 M e
EDTA 0,1 M). O micélio foi desagregado mecanicamente, com auxilio de um pistilo, em 1,8
mL de tampdo de lise (EDTA 40 mM; Tris-HCI 50 mM pH 8,0; sacarose 0,75 M).
Posteriormente, adicionou-se 180 uL de SDS 10% e 90 uL de lisozima (20 mg/mL), misturados
com a utilizacdo de agitador de tubos (vortex) e a mistura foi incubada a 37 °C por uma hora.
Apos, foram acrescentados 100 pL de proteinase K (10 mg/mL), incubando-se a 55 °C durante
duas horas. Em seguida, 1 mL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado com
posterior agitacdo manual vigorosa. A mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos e

a fase aquosa transferida para um novo tubo. Esse procedimento foi realizado duas vezes. O
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DNA foi precipitado com 0,1 volume de NaCl 5 M (cerca de 200 uL) e 4 mL de etanol absoluto
com incubacdo durante a noite a-20 °C. A solucéo foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos
e o sedimento foi lavado de duas a trés vezes com etanol 70%, aplicando-se pulsos curtos de
centrifugacdo. O sedimento secou a temperatura ambiente e depois foi suspendido em 400 pL.
de tampédo TE pH 8,0 (10 mM Tris; 1 mM EDTA). Adicionou-se, entdao, 8 uL. de RNase (10
mg/mL) e a solugdo ficou incubada a 37 °C por duas horas. Posteriormente, 80 puL de LiCl (4
M) e 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (cerca de 500 uL) foram acrescentados,
agitando-se vigorosamente o tubo. Apos centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min, a fase aquosa
foi transferida para um novo microtubo, 0 DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol
absoluto (cerca de 1 mL), centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos e os sedimentos lavados
duas vezes com etanol 70%. Apos secar em temperatura ambiente, 0 DNA foi suspendido em
40 ul de TE pH 8,0 e armazenado em freezer a - 20 °C.

A integridade e quantificagdo do DNA das amostras foram realizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampdo TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M EDTA).
Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados em transiluminador
sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de fotodocumentagdo Alpha Innotech
2200.

4.5.2. Amplificacéo por PCR

Para a amplificacdo do gene ribossomal 16S foram utilizadas diferentes
combinacbes de pares de primers (27F/1401R, 27F/1525R, 27F/rP2, 357F/rP2 e 27F/782R)
descritos na literatura (Tabela 2) (CHUN, 1995; HEUER et al., 1997; LANE, 1991; TURNER
etal., 1999; WEISBURG et al., 1991).

Para a analise multilocus foi realizada a amplificacdo de partes dos genes: atpD
(cadeia B da ATP sintase), gyrB (gene estrutural da subunidade da DNA girase), recA
(recombinase A), rpoB (subunidade 8 da RNA polimerase) e trpB (subunidade § da triptofano
sintase) (Tabela 2) (GUO et al., 2008).

Os experimentos de amplificacdo foram realizados de acordo com Corréa (2011)
em reagdes de 25 pL contendo 200 ng de DNA cromossdmico, 1 X tampéo da enzima Taq DNA
polimerase (Fermentas), 1 X BSA (Bovine Serum Albumine) (10 mg/mL) e 0,4 uM de cada
primer. As condicOes de temperatura, concentraces de dNTPs, unidades da enzima por reacdo

e programa de amplificacdo variaram de acordo com os primers utilizados (Tabela 2).
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TABELA 2. Primers, especificidade, sequéncia, tamanho do produto e programas de amplifica¢do utilizados neste trabalho.

Primers Especificidade Sequéncia 5’ - 3’ Produto (pb) Programa de amplificacéo Autor
GTC GGC GAC TTC ACC AAG GGC AAG GTG
atpDPF ]
Parte do gene de TTC AAC ACC 998 95 °C/5min; 30X (95 °C/30s,
ADDPR atpD GTG AAC TGC TTG GCG ACG TGG GTG TTC 61 °C/30s, 72 °C/90s);72 °C/10min
P TGG GAC AGG AA
GAG CGC ATG ACC ACC CAG GAC GTC GAG
rpoBPF GC
Parte do gene rpoB 994
CCT CGT AGT TGT GAC CCT CCC ACG GCA
rpoBPR )
TGA 95 °C/5min; 30X (95 °C/30s,
CCG CRC TCG CAC AGA TTG AAC GSC AAT 65 °C/30s, 72 °C/90s); 72 °C/10min
reCAPF Tou
Parte do gene recA 913 Guo et al., 2008
eCAPR GCS AGG TCG GGG TTG TCC TTS AGG AAG
TTG CG*
QyrBPF GAG GTC GTG CTG ACC GTG CTG CAC GCG
parte do gene gyrB GGC GGC AAG TTC GGC 1305 95 °C/5min; 30X (95°C/30s,
BPR GTT GAT GTG CTG GCC GTC GAC GTC GGC 67 °C/30s, 72 °C/90s); 72 °C/10min
9y GTC CGC CAT
trpBPF GCG CGA GGA CCT GAA CCA CAC CGG CTC
Parte do gene trpB ACACAAGAT CAA CA 822 95 °C/5min; 35X (95 *C/30s,
{roBPR TCG ATG GCC GGG ATG ATG CCC TCG GTG 67 °C/30s, 72 °C/90s); 72 °C/10min
P CGC GAC AGC AGG C
27F oo AGA GTT TGATCM TGG CTC AG*
275/07232 db 165 755 95 °C/2min; 30X (34 °C/60s, Lane, 1991
55 °C/60s, 72 °C/3min);72 °C/3min ’
782R rRNA ACC AGG GTATCT AAT CCTGT
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TABELA 2. continuacao

Primers Especificidade Sequéncia Produto (pb) Programa de amplificacdo Autor
27F Combinacéo AGAGTT TGATCMTGG CTC AG* Lane, 1991
27F/1401R do 16S 1374
1401R rRNA CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG Heuer et al., 1997
27F Combinacéo AGAGTT TGATCMTGG CTC AG*
27F/1525R do 16S 1498 Lane, 1991
1525R rRNA AAG GAG GTGWTC CAR CC* .
95 °C/2min; 30X (94 °C/60s,
27F o AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG* 55 °C/60s, 72 °C/3min); 72 °C/3min Lane, 1991
Combinacéo 27F/rP2
do 165 rRNA 1465 .
rP2 ACGGCT ACCTTGTTACGACTT Weisburg et al., 1991
357F Combinagéo 357F/P2 CTCCTACGG GAGGCAGCAG
40 16S rRNA 1135 Turner et al., 1999
rP2 ACGGCT ACCTTGTTACGACTT
TxtABL1 CCA CCAGGACCTGCTCTTC 95 9C/2min: 30X (95 °C/60s,
Operon ttAB 385 57 °C/60s, 72 °C/2 min); 72°C/5min
TxtAB2 TGC AGT GGA CCT CACAGATG ' '
Wanner, 2006
Tom3 GAGGCGTTGGTGGAGTTCTA
Gene tomA 392
Tom4 TTGGGG TTGTACTCCTCGTC 95 9C/2min; 30X (95 °C/60s,
0 0 1 . 0 1
Nf ATG AGC GCG AAC GGA AGC CCC GGA 57 °C/60s, 72°C/2 min); 72°C/5min . _
Bukhalid; Chung;
Gene necl 720 Loria. 1998
Nr GCA GGT CGT CAC GAAGGATCG '

(*) bases ambiguas, onde M = A/C, R = A/G, S =C/G, W = A/T.

34




4.5.3. Sequenciamento

Os produtos de PCR dos genes 16S RNAr, atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB, de todas
as linhagens de Streptomyces desse estudo foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo-se as recomendagdes do fabricante. Apos
as purificacbes, os DNAs foram quantificados em espectrofotdbmetro Gene Quant® (GE
Healthcare) para posterior sequenciamento.

As reacdes de sequenciamento foram efetuadas utilizando-se o kit Big Dye (Applied
Biosystems). Para 0s genes atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB empregou-se 0s mesmos primers da
amplificacdo por PCR, ja para o sequenciamento do genel6S RNAr foram utilizados, além dos
primers da amplificagéo, os primers internos 357F, 765F, 782R, 1100R e 1401R (Tabela 3).

O sequenciamento foi realizado em parceria com o Dr. Marcio José da Silva do
Laboratorio de Sequenciamento e Genotipagem do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG), UNICAMP, Campinas, SP. Foi utilizado o sequenciador automético da
Applied Biosystems-Hitachi, modelo ABI prism 3700 DNA Analyzer.

4.5.4. Andlise de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymirphism) do gene atpD

De acordo com Corréa e colaboradores (2015) a técnica de PCR-RFLP do gene
atpD digerido com as enzimas Cfol e Haelll (Fermentas) pode ser utilizada para a diferenciacao
das espécies fitopatogénicas de Streptomyces associadas a sarna da batata. Desse modo, as
linhagens dos grupos G6, G9 e G16 foram analisadas com essa ferramenta visando compara-
las com as espécies Tipo ja descritas na literatura.

As sequéncias do gene atpD foram analisadas pelo método in silico
(http://insilico.ehu.eus/user_seqs/PCR-RFLP/) (BIKANDI et al., 2004) com utilizacdo
simultanea das duas enzimas recomendadas (Cfol e Haelll) (Fermentas), estabelecendo-se
assim numeros exatos aos fragmentos digeridos. As imagens virtuais dos géis de eletroforese

da reacdo de PCR-RFLP foram geradas pelo software SnapGene Gel Simulator (GSL
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Bioteche).

4.5.5. Analise filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas com as 15 linhagens do estudo, assim
como, as 12 linhagens Tipo de de Streptomyces associadas a sarna da batata. Também foram
inseridos os mesmos genes de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, utilizado como grupo
externo.

Além da andlise filogenética do gene 16S RNAr, comparagdo de 1.430
nucleotideos, foram efetuadas duas diferentes analises de multilocus, uma com cinco genes
(atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB) e a outra com esses mesmos genes acrescido do gene 16S
RNAr, afim de dar maior robustez aos dados. As sequéncias dos genes foram concatenadas,
alinhadas e editadas no programa BioEdit (HALL, 1999) para a formacdo de uma Unica
sequéncia, para a primeira metodologia foram comparados 4.430 nucleotideos e para a segunda,
5.860 nucleotideos.

As andlises foram realizadas com o programa MEGA X (KUMAR et al., 2018) e as
arvores filogenéticas foram construidas utilizando-se 0 método de Neighbor-Joining (SEITOU,;
NEI, 1987). Andlises de bootstrap com 1.000 repeti¢des foram realizadas para prover suporte

aos ramos das arvores filogenéticas obtidas, estimando a sua consisténcia interna.

4.6. Caracterizacdo patogénica

4.6.1. Amplificacao dos genes de patogenicidade

A presenca dos genes de patogenicidade, caracteristicos da ilha de patogenicidade
de Streptomyces, foi investigada por meio da amplificacdo do operon txtAB (relacionado a
sintese da fitotoxina taxtomina), gene tomA (que codifica a enzima tomatinase) e gene necl
(que codifica a proteina necrogénica Necl) (Tabela 2) (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998;
WANNER, 2006).

4.6.2. Teste de patogenicidade em sementes de rabanete

O teste de patogenicidade em mudas de rabanete foi realizado segundo Leiner e

colaboradores (1996) com modificages. As sementes de rabanete da variedade rubro foram
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desinfestadas (NaClO 0,5% e Tween 20 0,1%) por 3 minutos, lavadas assim em agua destilada
previamente esterilizada e colocadas em placa de Petri com meio AA 1%, pH 7. Apds um dia,
as sementes germinadas foram selecionadas pela uniformidade e transferidas individualmente
para tubos tipo Falcon (50 mL) contendo 10 mL de meio AA 1%, pH 7. As linhagens de
Streptomyces foram cultivadas em meio YME a 28 °C por 14 dias e ap0s o crescimento, duas
alcas de 10 pL de inoculo foram transferidas para tubos tipo Falcon contendo 15 mL de meio
de aveia Oatmeal Broth (OMB) (LORIA et al., 1995). Os tubos foram incubados a 28 °C com
agitacdo de 150 rpm por cinco dias e 300 pL do meio OMB inoculado foram adicionados ao tubo
Falcon(50 mL) contendo a semente de rabanete germinada. Como controle negativo, 300 pL
de meio OMB n&o inoculado foram adicionados & semente de rabanete. As mudas foram
mantidas a temperatura ambiente com aproximadamente 12 horas de ciclo de luz por 12 dias.
A patogenicidade foi avaliada pela ocorréncia de necrose e escurecimento da planta, inchago
radial, nanismo e/ou colapso da muda. A viruléncia das linhagens variou de 0 a 8, sendo essa
escala determinada pela soma das escalas de nanismo de parte aérea (0 a 4) e de nanismo da

raiz (0 a4) (Quadro 1). Foram realizadas cinco repeti¢cdes casualizadas.

Quadro 1: Determinacdo dos graus de viruléncia de acordo com a porcentagem de

crescimento da parte aérea e da raiz das plantas inoculadas comparadas as plantas controle.

% crescimento da parte aérea % crescimento da raiz
Escalas (Média do comprimento planta (Medlg o compemento =
de i EX g planta inoculada/ Média Viruléncia
5 inoculada/ Média do comprimento 3
nanismo lanta controle) x100 do comprimento planta
P controle) x100
0 crescimento normal crescimento normal Soma das escalas
1 Acima de 75,1% Acima de 75,1% para comprimento
2 50,1 a 75% 50,1 a 75% de parte aérea (0 a
3 25,1 a 50% 25,1 a 50% 4) e comprimento
4 abaixo de 25% abaixo de 25% deraiz(0a4)
Viruléncia 0a4d Oaéd4 0a8

4.6.2. Teste de patogenicidade em discos de batata

As linhagens de Streptomyces sp. testadas foram cultivadas em meio YME a 28 °C
por 14 dias. ApoOs o crescimento e esporulacdo, discos do meio de cultura com a bactéria
(aproximadamente 5 mm de diametro) foram recortados e invertidos sobre fatias dos tubérculos
(aproximadamente 3 cm de diametro), previamente esterilizados com hipoclorito de sédio 5%.
As fatias foram colocadas em placas de Petri revestidas com papel de filtro esterilizado e

umedecido com agua destilada esterilizada. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
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a 28 °C e os sintomas de necrose foram avaliados apds dez dias da inoculagcdo. Como controle
negativo foram utilizados tubérculos com discos de meio de cultura com uma linhagem de
Streptomyces sp. ndo patogénica e discos de batata com meio de cultivo (LORIA et al., 1995,
com adaptacOes). Foram utilizados trés discos de batata por tratamento, com trés repeti¢des por
linhagem.

De acordo com a capacidade de causar necrose e sua intensidade, no décimo dia
apos a inoculacdo, as linhagens foram classificadas como nédo patogénicas (-), ou seja, sem a
capacidade de causar necrose em fatias de batata e patogénicas (+), causadoras de necrose
(Figura 6).

. Fatia de batata Fatia de batata

i T Necrose ao redor do disco
s N de meio de cultura
( / \
‘ K Disco de meio de Disco de meio de cultura
. T 3 —_cultura cultivado : py cultivado com linhagem
‘x\_//.f‘ com linhagem ndo e T patogénica

patogénica

Figura 6. Esquema da avaliacdo do teste de patogenicidade de linhagens de Streptomyces. (A) Linhagem néo
patogénica (-); (B) Necrose causada por linhagem patogénica. As medidas de extenséo e profundidade da faixa de

necrose foram realizadas com micrémetro. Fonte: Corréa (2011).

4.7. Analise gendbmica

No presente estudo também foi realizado o sequenciamento gendmico de duas
linhagens, IBSBF 2807 e IBSBF 2953, pertencentes ao G6 e as analises de bioinformatica foram
realizadas em colaboracdo com o Dr. Danilo Trabuco do Amaral (Programa de P6s-Graduacao
em Biologia Comparada FFCLRP — USP/Ribeiréo Preto).

4.7.1. Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma

Os genomas das linhagens IBSBF 2807 e IBSBF 2953 foram sequenciados na
plataforma Illumina HiSeqg2500 (IIlumina, EUA) com o protocolo de biblioteca de leitura curta
emparelhada (2x100bp). Esses processos foram conduzidos pela unidade BPI (Biotecnologia
Pesquisa e Inovacdo), Botucatu, Brasil. As leituras brutas obtidas para cada espécie foram
cuidadosamente filtradas usando o software Seqyclean v.1.10.09 (Zhbannikov et al., 2017),

montado de novo usando SPAdes v.3.14.1 (Bankevich et al. 2012) no modo “isolate”, e uma
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etapa extra para melhorar os contigs pré-montados do scaffold foi realizada com o script
SSPACE_basicv2.pl (Boetzer et al., 2011). A previsao e anotacdo do gene foram realizadas
com a ferramenta de anotacdo do genoma baseada na web DFAST (Tanizawa et al., 2018). As

leituras brutas e genomas estdo disponiveis sob 0 nimero NCBI BioProject PRINA732930.

4.7.2. Analises de identidade de nucleotideo média (ANI) e hibridizacdo in
silico DNA-DNA (isDDH)

As andlises de identidade média de nucleotideo (ANI) e da hibridizag&o in silico
DNA-DNA (isDDH) foram realizadas com os genomas da IBSBF 2807 e IBSBF 2953
juntamente com outras 16 espécies de Streptomyces que continham seus dados de
sequenciamento no banco de dados do The National Center for Biotechnology Information
(NCBI), as analises foram computados wusando o servidor EzBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani; Yoon et al., 2017) e a calculadora de distancia genoma
a genoma v2.1 (GGDC,; https://ggdc.dsmz.de/; Meier-Kolthoff et al., 2013).

4.8. Boletim Técnico
Levantamento bibliogréfico por meio de artigo cientificos de InstituicGes nacionais

e internacionais e publicacdes periddicas disponiveis SCIELO (Scientific Eletronic Libary

Online) e enderecos eletrdnicos relacionados a tematica de estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo morfoldgica

Estudos de descricdo de novas espécies utilizam os dados de morfologia como um
dos caracteres taxdnomicos avaliados (BOUCHEK-MECHICHE et al. 2000; LIU et al., 2005),
enfatizando assim, neste estudo, a importancia dessa avaliagdo com diferentes métodos de

experimentacao para tornar os dados mais robustos.

5.1.1. Crescimento bacteriano em diferentes meios de cultivo

A sisteméatica do género Streptomyces apresenta-se com uma complicada
abordagem histérica com numerosos critérios para a delimitacdo de espécies dentro do género.
As primeiras descri¢des de espécies dependiam dos procedimentos morfoldgicos, como cor de
micélios aéreos e de substrato; e morfologia da cadeia de esporos (KRAINSKY, 1914;
WAKSMAN; CURTIS, 1916; WAKSMAN, 1919). Em 1964, o International Streptomyces
Project (ISP) estabeleceu parametros de classificacdo de linhagens de Streptomyces com o
objetivo de produzir caracteriza¢fes confiaveis de espécies do género e de Streptoverticillium
(LAW et al., 2018). O ISP foi reformulado e apresentado para o Comité de Taxonomia da
Sociedade Americana de Microbiologia e Comité Internacional de Nomenclatura
Bacterioldgica que validaram e propuseram os testes morfoldgicos como etapa importante para
a classificacdo de novas espécies do género Streptomyces (LABEDA et al., 2012; LAW et al.,
2018).

A selecdo dos meios de cultivo testados neste trabalho demostraram ser uma etapa
importante da caracterizacdo morfologica, pois as diferencas de composicao desses (nutricional
e quimica) geraram padrdes de observacfes com a capacidade de distinguir as linhagens

pertencentes a um mesmo grupo bacteriano.

5.1.1.1. Meio Tryptone-Yeast Extract Broth (ISP 1)

O meio de cultivo Tryptone-Yeast Extract Broth (ISP 1) é utilizado principalmente
como meio de enriquecimento para especies de Streptomyces, fornecendo compostos
nitrogenados, carbono, enxofre, complexo de vitamina B, entre outros elementos, necessarios
para 0 metabolismo bacteriano. No presente estudo, &gar foi adicionado & formulagéo para a
observacdo em placa dos pardmetros morfolégicos.

A avaliacdo de crescimento das linhagens nesse meio mostrou que todas as
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linhagens do G6 ndo esporularam, parametro também apresentado pela linhagem IBSBF 2968
(G9); e linhagens IBSBF 2435 e IBSBF 3018 (G16).

Devido a auséncia de esporulacao de algumas linhagens, a observacéo da coloragéo

dos esporos sobre este meio foi possivel apenas para as linhagens IBSBF 2394, IBSBF 2503,
IBSBF 2507 e IBSBF 3135 (G9); e IBSBF 3010 (G16). Essa avaliagdo demonstrou a
similaridade dentro do G9 com as linhagens IBSBF 2394, IBSBF 2503, IBSBF 2507 com
coloracdo da parte aérea branca, diferindo-se do padrédo cinza claro/branco da linhagem do
mesmo grupo IBSBF 3135 (Tabela 3, Figura 7).

Na anélise de coloracdo das col6nias foram observadas poucas variagfes entre 0s

trés grupos avaliados, se destacando a linhagem IBSBF 3135 (G9) com coloracdo rosa. A

coloragédo das demais linhagens foi marrom claro, bege ou creme (Tabela 3, Figura 7).

Com relagdo a producdo de pigmentos, apenas as linhagens IBSBF 2805 e IBSBF 2806 (G6)

produziram pigmento escuro (Tabela 3, Figura 7).

TABELA 3. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloragdo de

esporos e de colbnias; e producdo de pigmento escuro no meio de cultivo Tryptone-Yeast

Extract Broth.
Grupo IBSBF Crescimento Coloracao esporo Coloracéo coldnia | Pigmento
2805 +/- # Marrom claro (+)
2806 +/- # Marrom claro (+)
2807 +/- # Creme O]
G6 2815 +/- # Creme O]
2865 +/- # Creme O]
2949 +/- # Creme O]
2953 +/- # Creme O]
2394 Branco Bege O]
2503 Branco Bege O]
G9 2507 Branco Creme O]
2968 +/- # Creme O]
3135 + Cinza claro // Branco Rosa O]
2435 +/- # Creme O]
G16 3010 + Cinza // Branco Marrom claro O]
3018 +/- # Creme O]

(+) crescimento positivo; +/- crescimento médio (crescimento bacteriano sem esporulacdo); # auséncia do

pardmetro de avaliacdo. Producdo de pigmento (+) presente; (-) ausente
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FIGURA 7. Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos e colbnia; e
producéo de pigmento escuro no meio de cultivo Tryptone-Yeast Extract Broth., frente (esquerda) e verso (direita)
das placas de Petri.
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5.1.1.2. Meio Yeast Extract Malt Agar (YME) (ISP2)

O meio de cultivo YME (ISP2) é considerado um dos meios padrdo para a
manutencédo de linhagens do género Streptomyces. Em sua composicdo ha extrato de levedura
que carreia nutrientes do complexo B e outros fatores de crescimento, extrato de malte como
uma fonte adicional de carbono e dextrose como fonte de energia.

A avaliacdo morfoldgica em meio YME esta presente em todos os trabalhos
taxonémicos das linhagens Tipo fitopatogénicas de Streptomyces, configurando a importancia
da caracterizagdo morfoldgica sobre este meio de cultivo.

Todas as linhagens testadas apresentaram crescimento em YME. Na observacéao da
coloracdo dos esporos foi verificada pouca diferenca entre as linhagens dos Grupos Genéticos
(G6, G9 e G16), variando entre cinza, cinza claro, branco e bege.

Ja para a coloracao de coldnias, ocorreu destaque da coloracdo roxa/preta (verso da
placa) apresentada pelas linhagens IBSBF 2968 e IBSBF 3135 (G9), diferenga essa néo
observada para as demais linhagens, que apresentaram coloracdo amarela/bege. As linhagens

do G6 e G16 apresentaram colbnias bege e marrom escuro (Tabela 4, Figura 8).

TABELA 4. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracédo
de esporos e de colbnias; e producdo de pigmento escuro no meio de cultivo Yeast Extract Malt
Agar (YME) (ISP2).

Grupo IBSBF Crescimento Coloracéo esporo Coloracdo colénia | Pigmento
2805 + Cinza claro// Branco Marrom escuro O]
2806 + Cinza claro // Branco Marrom escuro O]
2807 + Cinza claro // Branco Bege O]
G6 2815 + Cinza claro // Branco Marrom escuro O]
2865 + Cinza claro // Branco Bege O]
2949 + Cinza claro //Branco Bege O]
2953 + Cinza claro // Branco Bege O]
2394 + Cinza // Bege Amarela // Bege O]
2503 + Cinza // Bege Amarela // Bege O]
G9 2507 + Cinza // Bege Amarela // Bege O]
2968 + Cinza // Branco Preto // Roxo (+)
3135 + Cinza // Branco Preto // Roxo (+)
2435 + Bege // Branco Bege O]
G16 3010 + Branco // Cinza Marrom escuro )
3018 + Cinza // Branco Bege O]

+ crescimento positivo; (+) producdo de pigmento; (-) auséncia de pigmento
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FIGURA 8. Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos e colbnia; e

producéo de pigmento escuro no meio de cultivo Yeast Extract Malt Agar (YME) (ISP2), frente (esquerda) e verso

(direita) das placas de Petri.
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5.1.1.3. Meio Oatmeal Agar (ISP 3)

O meio de cultivo Oatmeal Agar (ISP 3) foi desenvolvido principalmente para o
crescimento de fungos com formagdo de macrosporos. E utilizado para a identificagdo de
estruturas sexuais e funcionais do Dominio Fungi devido & capacidade de proporcionar grande
multiplicacdo e reproducdo dos organismos (KONEMAN et al.,1997). O Oatmeal Agar
representa fonte de nitrogénio, carbono, proteina e nutrientes necessarios para 0
desenvolvimento de hifas e micélios.

A avaliagéo de crescimento dos grupos G6, G9 e G16 no meio de cultivo de aveia
(ISP 3) foi positiva para todas as linhagens testadas, apresentando grande producéo de massa
de esporos em comparacdo aos demais meios, 0 que corrobora o trabalho de Shepherd e
colaboradores (2010). Na coloragéo dos esporos predominaram os tons de cinza, cor branca e
bege entre todas as linhagens analisadas.

Para a coloracdo de colbnias foi constatada heterogeneidade entre as linhagens do
G6 com linhagens apresentando tons escuros, entre marrom claro e marrom, e tons mais claros,
bege e creme. A diversidade de cores tambem foi observada no G9, com as linhagens IBSBF
2968 e IBSBF 3135 com tons roxos. O G16 também apresentou variedade de cores entre seus
integrantes. Com relacdo a producdo de pigmento escuro no meio de cultivo verificou-se que
nem todas as linhagens do G6 e G9 produziram o pigmento, enquanto que todas do G16

apresentaram parametro positivo (Tabela 5, Figura 9).

TABELA 5. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracao de esporos

e de colonias; e producdo de pigmento escuro no meio de cultivo de aveia (Oatmeal Agar) (ISP 3)

Grupo IBSBF Crescimento Coloracéo esporo Coloracéo colbnia Pigmento
2805 + Cinza /] Branco Marrom clara (+)
2806 + Cinza // Branco Marrom clara (+)
2807 + Cinza claro // Branco Bege )
G6 2815 + Cinza claro // Branco Marrom (+)
2865 + Cinza claro // Branco Creme )
2949 + Branco // Cinza claro Marrom clara (+)
2953 + Cinza claro // Bege Creme )
2394 + Cinza // Bege Marrom clara (+)
2503 + Cinza claro // Bege Creme )
G9 2507 + Cinza claro // Bege Creme )
2968 + Cinza claro Roxa (+)
3135 + Cinza claro // Bege Roxa (+)
2435 + Branco Amarela // marrom (+)
G16 3010 + Cinza claro // Bege Cinza // Marrom clara (+)
3018 + Branco Marrom (+)

+ crescimento positivo; (+) producdo de pigmento; (-) auséncia de pigmento
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FIGURA 9. Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos e coldnia; e
producdo de pigmento escuro no meio de cultivo de aveia (Oatmeal Agar) (ISP 3), frente (esquerda) e verso

(direita) das placas de Petri.
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5.1.1.4. Meio Inorganic Salt-Starch Agar (Agar Amido Sal Inorganico) (ISP4)

O meio de cultivo Amido Sal Inorganico Agar (Inorganic Salt-Starch Agar) (ISP
4) possui em sua formulagdo muitos sais inorgéanicos junto a uma base de amido. A fonte
energética do meio vem da glicose disponivel no amido. O fosfato dipotassico atua como
sistema tampdo, enquanto o cloreto de sodio mantém o nivel osmético e equilibrio do meio. Os
demais sais fornecem eletrolitos e minerais essenciais.

A avaliacdo de crescimento nesse meio permitiu separar as linhagens do G16
IBSBF 2435 e IBFBF 3018 dentro do préprio grupo e dos demais grupos devido a auséncia de
crescimento (Tabela 6, Figura 10).

A coloracdo dos esporos apresentou poucas variacdes, ficando entre cinza claro,
bege e branco, entre todos os grupos genéticos testados (G6, G9 e G16). Na avaliacdo da
coloragcdo das colbnias foram observadas diferencas marcantes nas linhagens do G6 com
variacdes de cor, entre marrom, cinza claro, bege e creme; e das do G9 com roxo, cinza, marrom
claro e creme (Tabela 6, Figura 10).

Na anélise de producao de pigmentos constatou-se auséncia dessa caracteristica em
apenas trés linhagens, IBSBF 2807, IBSBF 2865 (G6) e IBSBF 2507 (G9) (Tabela 6, Figura
10).

TABELA 6. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de

esporos e de colonias; e producgéo de pigmento escuro no meio de cultivo Amido Sal Inorgadmico
Agar (Inorganic Salt-Starch Agar) (ISP4).

Grupo IBSBF Crescimento Coloragéao esporo Coloragéo colénia | Pigmento

26805 + Cinza /] Branco Marrom (+)
2806 + Cinza // Branco Marrom (+)
2807 + Cinza // Cinza Claro Creme O]

G6 2815 + Cinza /l Cinza claro Marrom (+)
2865 + Cinza claro // Bege Creme O]
2949 + Cinza/l Cinza claro Marrom (+)
2953 + Cinza claro // Bege Marrom claro (+)
2394 + Cinza claro //Bege Bege (+)
2503 + Cinza claro // Bege Creme (+)

G9 2507 + Cinza claro // Bege Creme O]
2968 + Cinza claro Roxo (+)
3135 + Cinza claro Roxo (+)
2435 - # # #

G16 3010 + Cinza claro Bege (+)
3018 - # # #

+ crescimento positivo; +/- crescimento medial; # auséncia do parametro de avalia¢do; (+) producéo de

pigmento; (-) auséncia de pigmento
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FIGURA 10. Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloragdo de esporos e col6nia; e
producdo de pigmento escuro no meio de cultivo Amido Sal Inorganico (Inorganic Salt-Starch Agar) (ISP4), frente
(esquerda) e verso (direita) de placas de Petri.
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5.1.1.5. Meio Glycerol-Asparigine Agar (Glicerol-Asparagina Agar) (ISP 5)

O meio de cultivo Glicerol-Asparagina Agar (Glycerol-Asparigine Agar) (ISP 5) é
um meio fundamentado nos dois principais componentes que o nomeiam, o glicerol, fonte
energética da solucéo e, a asparigina, fonte de aminoacidos essenciais, componente esse ausente
nos demais meios avaliados até entdo no presente estudo.

O crescimento bacteriano nesse meio foi 0 que gerou maior variabilidade na
caracterizagdo morfoldgica de coloragdo de esporos das linhagens do G6, uma vez que cada
uma das linhagens apresentou esporos de cores diferentes. A linhagem IBSBF 2435 (G16)
apresentou crescimento nesse meio, porém sem esporulacao (Tabela 7, Figura 11).

Com relacdo a coloracao de coldnias, 0s trés grupos genéticos apresentaram cores
entre marrom escuro, marrom, bege, cinza e roxo.

Ao todos seis linhagens tiveram producéo de pigmento no meio de cultivo, sendo
IBSBF 2806, IBSBF 2815, IBSBF 2949 (G6), IBSBF 2968, IBSBF 3135 (G9) e IBSBF 3018
(G16).

A caracterizacdo morfoldgica nesse meio permitiu separar as linhagens IBSBF
2805 e IBSBF 2806 pela primeira vez, em todos os parametros de avaliacdo, padrdo ndo

observado nos demais meios testados (Tabela 7, Figura 11).

TABELA 7. Avaliacao dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de
esporos e de colonias; e producdo de pigmento escuro no meio de cultivo de Glicerol-
Asparagina (Glycerol-Asparigine Agar) (ISP 5).

Grupo IBSBF Crescimento Coloragéo esporo Coloracédo colénia | Pigmento
2805 + Marrom claro //8ranco | Marrom claro /1 §ege -)
2806 + Cinza // Branco Marrom escuro (+)
2807 + Cinza claro // Branco Marrom claro // )
G6 2815 + Cinza // Cinza claro Marrom (+)
2865 + Branco // Cinza claro Marrom claro // O]
2949 + Marrom // Cinza claro Marrom claro (+)
2953 + Amarelo // Bege Amarelo // Marrom )
2394 + Bege // Branco Creme // Branco )
2503 + Cinza claro // Bege Bege O]
G9 2507 + Cinza claro // Bege Bege O]
2968 + Cinza claro // Rosa Roxo (+)
3135 + Cinza claro // Rosa Roxo (+)
2435 +/- # Creme O]
G16 3010 + Cinza claro // Branco Cinza claro // Bege O]
3018 + Cinza // Cinza claro Cinza (+)

+ crescimento positivo; +/- crescimento medial; # auséncia do parametro de avaliacdo; (+) producéo de
pigmento; (-) auséncia de pigmento
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FIGURA 11: Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos e colbnia; e

producédo de pigmento escuro em meio de cultivo Glicerol-Asparagina (Glycerol-Asparigine Agar) (ISP 5), frente

(esquerda) e verso (direita) das placas de Petri.

50



5.1.1.6. Meio Tyrosine Agar (Tirosina Agar) (ISP 7)

O meio Tirosina Agar foi desenvolvido visando a diferenciacdo de dois géneros
da ordem Actinomicetales, Nocardia sp. e Streptomyces sp., pois a maior facilidade de
degradacéo da L-Tirosina pelas linhagens de Streptomyces acelerava o resultado das anélises
farmacoldgicas e clinicas para patologias associadas a esses dois géneros.

Para a interpretacdo dos resultados de caracterizacdo morfoldgica nesse meio de
cultivo foi utilizado um padrdo distindo, criando-se uma escala de producao de pigmento. Esse
dado se refere a correlacdo da atividade da tirosinase, enzima que na presenca de cobre produz
melanina. Na escala gerada séo considerados: (+++), alta producdo de melanina, (++) média
producdo de melanina, (+) producdo de melanina positiva e (-) auséncia de producdo de
melanina.

Nas nossas analises ndo foram observadas diferencas marcantes na coloracao dos
esporos de todas as linhagens avaliadas, ficando entre as cores cinza, branco, bege e creme.
Na avaliagdo da coloragdo das colbnias observou-se a presenga das cores marrom escuro,
marrom, marrom claro e bege. Por fim, nos testes de producdo de pigmento, somente as
linhagens com col6nias de coloracdo bege IBSBF 2807 (G6) e IBSBF 3018 (G16) nao

produziram pigmento escuro no meio de cultivo (Tabela 8, Figura 12).

TABELA 8. Avaliacao dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de
esporos e de colbnias; e producio de pigmento escuro no meio de cultivo de Tirosina Agar
(Tyrosine Agar) (ISP 7).

Grupo IBSBF Crescimento Coloracao esporo Coloracéo coldnia | Pigmento

2805 + Cinza /] Branco Marrom escuro (+++)
2806 + Cinza // Branco Marrom escuro (++)
2807 + Cinza claro // Branco Bege O]

G6 2815 + Branco // Cinza Marrom escuro (++)
2865 + Branco // Cinza claro Marrom escuro (++)
2949 + Cinza claro // Cinza Marrom escuro (+++)
2953 + Branco // Cinza claro Marrom escuro (++)
2394 + Bege // Branco Marrom (+)
2503 + Cinza claro // Bege Marrom (+)

G9 2507 + Cinza claro // Bege Marrom claro (+)
2968 + Cinza claro // Rosa Marrom (+)
3135 + Cinza claro // Rosa Marrom escuro (+)
2435 + # Marrom escuro (++)

G16 3010 + Cinza claro // Branco Marrom escuro (+)
3018 + Cinza // Cinza claro Bege O]

+ crescimento positivo; +/- crescimento medial; # auséncia do parametro de avaliagdo;(+++), alta producdo de melanina, (++)
média produgdo de melanina, (+) produgdo de melanina positiva e (-) auséncia de producédo de melanina.
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FIGURA 12: Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos e de coldnias; e
produc&o de pigmento escuro em meio de cultivo Tirosina Agar (Tirosine Agar) (ISP 7).
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5.1.1.7. Batata Dextrose Agar (BDA)

O meio de Batata Dextrose agar (BDA), utilizado para o crescimento
principalmente de leveduras e fungos, é apreciado pela inddstria bioquimica pelo baixo valor
de mercado do meio ja formulado e com 6timo rendimento produtivo para a produgdo em massa
e em tanques de fermentacdo. A infusdo do amido presente na batata (planta hospedeira das
linhagens desse estudo) e da disposi¢do de um acgucar de rapida absor¢do (dextrose), fez com
que a avaliacdo de caracterizagdo nesse meio fosse pertinente.

Todas as linhagens do estudo cresceram nesse meio de cultivo, e apenas a linhagem
IBSBF 2807 (G6) nédo apresentou esporulacdo, o que impossibilitou a avaliacdo de coloracdo
de esporos (Tabela 9, Figura 13). A coloracdo dos esporos das linhagens avaliadas ficou em um
padrdo de coloragdo bem préximo, entre os espectros branco, cinza e cinza escuro.

Na avaliacdo da coloragdo das colonias houve uma diversificagdo maior das cores

presentes, ficando entre marrom, marrom escuro, bege, amarelo e cinza (Tabela 9, Figura 13).

Com relacdo a producdo de pigmento escuro, somente cinco linhagens foram
negativas para essa caracteristica, sendo elas IBSBF 2807 (G6); IBSBF 2503, IBSBF 2507,
IBSBF 2968 e IBSBF 3135 (G9) (Tabela 9, Figura 13).

TABELA 9. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de
esporos e de colbnias; e producdo de pigmento escuro no meio de cultivo de Batata Dextrose
Agar (BDA).

Grupo IBSBF Crescimento Coloracao esporo Coloracéo colonia | Pigmento
2805 + Cinza /] Branco Marrom escuro (+)
2806 + Cinza // Branco Marrom escuro (+)
2807 + # Bege )
G6 2815 + Branco // Cinza Marrom escuro (+)
2865 + Branco // Cinza claro Marrom escuro (+)
2949 + Cinza claro // Cinza Marrom escuro (+)
2953 + Branco // Cinza claro Marrom escuro (+)
2394 + Cinza // Branco Marrom (+)
2503 + Cinza // Cinza claro Amarelo )
G9 2507 + Cinza claro // Bege Amarelo )
2968 + Cinza escuro Cinza )
3135 + Cinza claro // Branco Cinza claro // Bege )
2435 + Branco Marrom (+)
G16 3010 + Cinza Marrom escuro (+)
3018 + Cinza // Cinza escuro Marrom (+)

+ crescimento positivo; +/- crescimento medial; # auséncia do pardmetro de avaliacdo; (+) producao de pigmento;
(-) auséncia de pigmento
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FIGURA 13. Avaliacdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracdo de esporos € coldnia; e
producédo de pigmento escuro em meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), frente (esquerda) e verso (direita)
das placas de Petri
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5.1.1.8. Bennet's Agar

O meio de Bennet’s Agar foi um meio desenvolvido para o enriquecimento das
etapas de esporulacdo de linhagens de importancia médica de Nocardia e Streptomyces. As altas
dosagens de aglcar e de fontes nitrogenadas representam uma facil fonte energética para o
desenvolvimento das linhagens.

Todas as linhagens cresceram sobre esse meio de cultivo, contudo, duas linhagens,
IBSBF 2807 (G6) e IBSBF 3010 (G16), ndo esporularam. Nas avaliacdes de coloragdo dos
esporos verificou-se os tons de cinza, cinza claro, branco, marrom claro, marrom e creme.

Na observacdo de coloracdo das col6nias nos versos das placas de Petri foram
observadas as cores marrom, marrom claro, bege, creme, marrom escuro, roxo e rosa (Tabela
10, Figura 14).

Na avaliacdo de producdo de pigmentos, quatro linhagens ndo apresentaram a
caracteristica, IBSBF 2807 (G6), IBSBF 2503 (G9), IBSBF 3010 e IBSBF 3018 (G16) (Tabela
10, Figura 14).

TABELA 10. Avaliacdo dos grupos genéticos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloracédo

de esporos e de coldnias; e producao de pigmento escuro no meio de cultivo de Bennete’s Agar.

Grupo IBSBF Crescimento Coloragéo esporo Coloracédo colénia | Pigmento
2805 + Cinza claro /] Marorm Marrom escuro (+)
2806 + Marrom // Cinza claro Marrom (+)
2807 + # Bege )
G6 2815 + Branco // Cinza Marrom (+)
2865 + Branco // Cinza claro Marrom claro (+)
2949 + Marrom // Cinza Marrom escuro (+)
2953 + Creme // Marrom claro Marrom claro (+)
2394 + Cinza claro Marrom claro (+)
2503 + Cinza claro// Branco | Creme//Marrom claro )
G9 2507 + Cinza claro Marrom claro//Creme (+)
2968 + Cinza Roxo (+)
3135 + Cinza claro // Branco Rosa // Roxo (+)
2435 + Cinza claro // Branco Marrom escuro (+)
G16 3010 + # Bege )
3018 + Creme // Cinza escuro Bege O]

+ crescimento positivo; +/- crescimento medial; # auséncia do parametro de avaliacdo; (+) producéo de
pigmento; (-) auséncia de pigmento
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FIGURA 14: Avaliagdo dos grupos G6, G9 e G16 quanto ao crescimento, coloragéo de esporos e colnia; e
produgdo de pigmento escuro em meio de cultivo Bennete’s Agar, frente (esquerda) e verso (direita) das placas
de Petri
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5.1.2. Micromorfologia de hifas

Nas andlises ao microscopio optico (MO) da micromorfologia das hifas, os padrdes
observados demonstraram heterogenicidade tanto com relagdo as espécies Tipo quanto as
linhagens dos grupos genéticos G6, G9 e G16. O numero total da distribuicdo dessas
caracteristicas morfologicas foi: 14 espirais, 9 flexuosas e 3 espirais tufos. Curiosamente, as
linhagens IBSBF 2435, IBSBF 3010 e IBSBF 3018 pertencentes ao G16 exibiram
micromorfologias distintas entre si (Tabela 11, Figura 15).

TABELA 11. Avaliagdo de micromorfologia de hifas de linhagens Tipo de
Streptomyces associadas a sarna da batata e de linhagens dos grupos G6, G9 e G16 ao
microscopio optico (MO).

Espécie/ Grupo Genético IBSBF Micromorfologia de hifa
S. scabiei 20497 Espiral
S. europaeiscabiei 20237 Espiral
S. stelliscabiei 20857 Espiral
S. acidiscabies 21107 Flexuosa
S. reticuliscabiei 20867 Flexuosa
S. turgidiscabies 21147 Flexuosa
S. caviscabies 20517 Flexuosa
S. setonii 21067 Flexuosa
S. luridiscabiei 20117 Flexuosa
S. puniciscabiei 20127 Flexuosa
S. sampsonii 21117 Flexuosa
2805 Espiral
2806 Espiral
2807 Espiral
G6 2815 Espiral
2865 Espiral
2949 Espiral
2953 Espiral
2394 Espiral
2503 Espiral
G9 2507 Espiral
2968 Espiral tufo
3135 Espiral tufo
2435 Espiral
G16 3010 Espiral tufo
3018 Flexuosa
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FIGURA 15. Micromorfologia de hifas ao MO do G16. (a) IBSBF 3010 (espiral tufo/100x); (b) IBSBF
3018 (flexuosa/100x); e (c) IBSBF 2435 (espiral/400x).

Nas analises da micromorfologia dos esporos por microscopria eletronica de
varredura (MEV) as avaliagBes seguiram trés tipos de paramétros: superficie, formato e
tamanho.

Todas as linhagens avaliadas apresentaram esporos lisos, com excecdo da linhagem
IBSBF 2503 (G9) que apresentou esporos espinhosos (Tabela 12, Figura 16, 17 e 18).

Na avaliacdo do formato dos esporos, trés caracteristicas foram observadas:
formato em bastdo, aquela em gue um eixo se encontra demasiadamente maior que o outro,
observado nas linhagens IBSBF 2805, IBSBF 2806, IBSBF 2815, IBSBF 2865, IBSBF 2949,
IBSBF 2953 (G6) e IBSBF 2435 G16); formato esférico, linhagens IBSBF 2394, IBSBF 2503
e IBSBF 2968 (G9); por altimo, formato retangular, caracteristica que os lados possuem
tamanho similar entre si e com bordadura com eixos retos e, nesse caso, apenas a linhagem
IBSBF 3010 (G16) apresentou tal caracteristica. A combinagdo de dois formatos, bastdo e
esférico, quando um eixo se apresentou maior que 0 outro e simultaneamente com bordas
arredondadas, foi observada em quatro linhagens, IBSBF 2807 (G6), IBSBF 2507 e IBSBF
3135 (G9); e IBSBF 3018 (G16) (Tabela 12, Figuras 16, 17 e 18).

O tamanho médio dos esporos das linhagens do G6, G9 e G16 ficou entre 0,6 € 1,0

um.
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TABELA 12. Avaliacdo de micromorfologia de esporos das linhagens dos grupos G6, G9

e G16 ao microscopio eletronico de varredura (MEV).

Micromorfologia de esporos

Grupo Genético IBSBF

Tamanho (um) Formato Superficie

2805 0,7x1,0 Bastdo Liso

2806 0,7x1,0 Bastdo Liso

2807 0,5x0,8 Bastdo//Esférico Liso

G6 2815 0,7x1,0 Bastdo Liso

2865 0,7x1,0 Bastdo Liso

2949 0,7x1,0 Bastdo Liso

2953 0,7x1,0 Bastdo Liso

2394 0,5x0,6 Esférico Liso
2503 0,5x0,7 Esférico Espinhoso

G9 2507 0,5x0,7 Bastéo//Esférico Liso

2968 0,6 x0,7 Esférico Liso

3135 0,5x0,7 Bastéo//Esférico Liso

2435 0,7x1,0 Bastdo Liso

G16 3010 0,6 x0,6 Retangular Liso

3018 0,7x1,0 Bastdo//Esférico Liso
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6200x

FIGURA 16. Micromorfologia de esporos do grupo genético G6 ao microscopio eletronico de
varredura (MEV).
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FIGURA 17. Micromorfologia de esporos do grupo genético G9 ao microscopio eletrénico de
varredura (MEV).
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FIGURA 18. Micromorfologia de esporos do grupo genético G16 ao microscdpio eletronico de varredura
(MEV).

As avaliacBes das caracteristicas fenotipicas foram de suma importancia no inicio
dos processos de identificacdo das espécies de microrganismo levando a criacdo de grandes
projetos de normalizagdo dessa avaliagdo, como o International Streptomyces Project (ISP),
citado na revisdo deste trabalho. Hoje a morfologia das espécies de Streptomyces volta a ser
discutida como um importante pardmetro de identificacdo principalmente na industria
bioguimica. De acordo com Van Diessel e colaboradores (2014), a produgdo metabdlica das
espécies de Streptomyces é diferente quando submetida a distintas fontes energéticas, quimicas
ou fisicas; um passo importante para o avanco da descoberta de novas moléculas funcionais
para as industrias.

As caracteristicas morfologicas apresentadas neste trabalho ndo sdo utilizadas
isoladamente como determinantes na identificacdo de espécies de Streptomyces, mas séo

consideradas essenciais num estudo de taxonomia polifésica para descricdo de novas espécies.
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5.2. Caracterizacdo bioquimica

De acordo com Anderson e Wellington (2001), a andlise da utilizacdo de
carboidratos reforca o processo de caracterizacdo das espécies de Streptomyces ja que essa
abordagem enriquece a caracterizacdo morfoldgica, pois visa a distincdo das necessidades
metabolicas do microrganismo, assim como, é uma técnica bem fundamentada entre outros
géneros microbianos, podendo assim facilitar a classificacdo das linhagens em niveis inter e
infraespecificos.

Através das avaliagBes realizadas nos testes bioquimicos com as 15 linhagens
pertencentes aos grupos genéticos G6, G9 e G16, juntamente com as linhagens Tipo
fitopatogénicas de Streptomyces, foi possivel estabelecer padrées de crescimento em diferentes
fontes de carboidrato, permitindo, assim, a caracterizacdo e diferenciacdo de espécies deste
género (Tabela 13, Figura 19).

Primeiramente foi observado que todas as linhagens do G6, G9 e G16 apresentaram
padrdes de utilizacdo de aclcares diferentes dos apresentados pelas linhagens Tipo de
Streptomyces fitopatogénicas (Tabela 13). Verificou-se que 0s grupos apresentaram
caracteristicas bioguimicas diferentes entre si e também dentro de um mesmo grupo. O G16 foi
0 grupo com maior diversidade de resultados, reforcando em mais um teste que 0 mesmo pode

conter espécies bacterianas bem diferentes (Tabela 13).

FIGURA 19. Crescimento da linhagem IBSBF 3018 (G16) em meio basal com diferentes fontes de carboidratos. (a) glicose

(+); (b) frutose (+/-); e (c) meio basal (-). Onde (+) significa crescimento igual ou maior que o crescimento em meio basico com
adicdo de glicose (controle positivo); (+/-) utilizacdo duvidosa, quando o crescimento foi maior que o observado no controle
negativo e menor que no controle positivo; (-) ndo utilizagdo, crescimento similar ou menor que o controle negativo (SHIRLING;
GOTTLIEB, 1966).
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TABELA 13. Avaliacdo da utilizacdo de diferentes carboidratos pelas linhagens de Streptomyces spp.

Linhagens Controle (-) Controle (-) | Controle (+) ]

IBSBE (meio bésico) (meio AA) (Glicose) Arab. | Frut.| Inos. Raf.| Ram.| Suc. Xil. | Man.
S. scabiei 2049 - - + + + + + + + + +
S. europaeiscabiei 2023 - - + + + + + + + + +
S. stelliscabiei 2085 - - + + + + + + + + +
S. acidiscabiei 2110 - - + + + + + + + + +
S. reticuliscabiei 2114 - - + + + + + + + + +
S. turgidiscabies 2086 - - + + + + + + + + +
S. caviscabies 2111 - - + + + - - - - + +
S. setonii 2051 - - + - - - + - - + -
S. luridiscabiei 2106 - - + + + + - + + + +
S. punicisabiei 2011 - - + + + + + + + + +
S. sampsonii 2012 - - + + + + + + + + +
S. ipomoeae 2117 - - + + + + + + + + +
2805 - - + + + + + + + + -
6 2806 - - + + + + + + + + -
2807 - - + + + + + + + + -
2815 - - + + + + + + + + -
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2865 - - + + + + + + + + +/-
2949 - - ]
6 + + + + + + + +
2953 - - + + + + + + + + -
2394 - - + + + + +- + i + +
2503 - - +/-
o + + + + + + + +
2507 - - + + + + +- + + + +
2968 - - + + + + +- + +/- + +
3135 - - + + + + + + +/- + +
2435 - - + + . - + - - + "
G16
3010 - - + + + +/- + +/- + + +/-
3018 - - + + +/- + - + + + +

Utilizacdo de acucares: Arab.:L-arabinose; Frut.:D-frutose; Inos.:mio-inositol; Man.: D-Manitol; Raf.: D-rafinose; Ram.: L-ramnose; Suc.: sucrose; Xil.: d-xilose;
IBSBF (Cole¢do de culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico, Campinas-SP, Brasil); + (utilizagdo positiva); - (ndo utilizagdo); +/- (utilizacdo duvidosa segundo

SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). Areas sombreadas indicam diferencas na utilizagio de carboidrato por linhagens pertencentes ao mesmo Grupo Genético.
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5.3. Caracterizacao fisioldgica

Os resultados da caracterizacao fisiologica vieram a corroborar os dados obtidos na
caracterizacdo morfologica e bioquimica. Este teste visou avaliar o comportamento das linhagens
frente as condicbes de crescimento diferentes valores de pH, variacbes de temperatura e
concentragdes de salinidade (NaCl).

Os dados obtidos nos testes de pH revelaram que as linhagens nacionais apresentaram
diferencas no crescimento e desenvolvimento. O grupo G6 apresentou crescimento positivo no
limite de pH 9, com excecdo da linhagem IBSBF 2807 que alcancou pH 10. As linhagens IBSBF
2435 e IBSBF 3018 (G16) apresentaram crescimento até pH 9, enquanto que a linhagem IBSBF
3010, outra integrante desse grupo, apresentou crescimento até o pH 11 (Tabela 14). Crescimento
nos maiores valores de pH foi observado pelas linhagens IBSBF 2394 e IBSBF 2503 (G9),

chegando em pH 12, porém com esporulacao afetada (Tabela 14).

TABELA 14. Avaliacdo de crescimento das linhagens dos grupos G6, G9 e G16 em
meio de cultivo YME com diferentes valores de pH.

Linhagens pH4 | pH5 pH6 | pH7 | pH8 | pH9 | pH10| pH1l1 | pH 12
2805 - - + + + + +- +-
2806 - + + + + + +/- +/-
2807 - - + + + + + +/-
G6 2815 ] + N N N N - m
2865 - + + + + + +/- +/-
2949 - + + + + + +/- +/-
2953 - B + + + + +/- +/-
2394 - - + + + + + + +-
2503 - - + + + + + + +-
G9 2507 - - + + + + + +
2968 - - + + + + + +
3135 - - + + + + + +
2435 ) n N N N - ]
G16 3010 - - N N N N R N
3018 - - N N N N -

+ (crescimento); - (auséncia de crescimento); +/- (crescimento bacteriano, sem esporulacéo).

A condicdo de desenvolvimento em pH com valores altos se da como caracteristica

de microrganismos de solo. A espécie recém descrita S. alkaliscabies foi caracterizada pelo seu
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potencial de produzir sintomas de sarna comum em batata em condi¢des de alcalinidade, com
valores de pH 11. (ABDEL-RAHMAN et al., 2012).

As linhagens do estudo se mostraram sensiveis a valores baixos de pH (pH < 5),
condigdo semelhante as linhagens pertencentes a espécie S. scabiei, contrariamente ao relatado
por espécies que apresentaram crescimento em condicdes baixas de pH como, S. acidiscabies
(pH 4,2) (LAMBERT; LORIA, 1989a; LAMBERT; LORIA, 1989b).

Com relacdo ao teste de tolerancia a salinidade verificou-se-se que nenhuma das
linhagens foi considerada dependente de salinidade, visto que todas se desenvolveram em
porcentagem zero (0%) de NaCl. Seguindo os padrdes de definicdo de microrganismos
halotolerantes de Larsen (1986), as linhagens que apresentarem crescimento em niveis inferiores
a 8% de NaCl, sdo denominados levemente halotolerantes, dessa forma, foram consideradas
todas as linhagens do G6, com excecdo da IBSBF 2807, e as linhagens IBSBF 3135 (G9), IBSBF
2435 e IBSBF 3018 (G16) inclusas nesse padrdo. Ainda, de acordo com o autor, foram
denominados moderadamente halotolerantes, microrganismos com tolerancia a salinidade em 8%
ou mais, e nesse sentido incluiram-se assim as linhagens IBSBF 2807 (G6), as linhagens doG9
IBSBF 2394, IBSBF 2503, IBSBF 2507, IBSBF 2968 e a linhagem IBSBF 3010 do G16.
Trés linhagens do G9, IBSBF 2394, IBSBF 2507 e IBSBF 2968 apresentaram crescimento
também em 10% de NaCl, a maior porcentagem de concentracdo de salinidade avaliada nesse
estudo (Tabela 15).

TABELA 15. Avaliacdo de crescimento das linhagens dos grupos G6, G9 e G16 em
meio de cultivo YME com adicdo de diferentes concentracdes de NaCl (%).

Linhagens 0% 1% 2% 4% 6% 8% 10%

2805
2806
2807
G6 2815
2865
2949
2953
2394
2503
G9 2507
2968
3135
2435
G16 3010
3018 +
+ (crescimento); - (auséncia de crescimento)

+
+
+

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ |+
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+]|+ ]|+

+ |+ |+ |+ [+ |+ |+]+ |+ |+ ]|+ ]+

+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ ][+ ]+ |+ [+ ][+ ]|+ ]|+ |+
+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ ][+ ]|+ ]|+

+
+ | +
+
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As analises para a compreensdo do crescimento microbioldgico em diferentes valores

de temperatura sdo discutidas por Pelczar et al. (1996), onde temos a defini¢do de cinco tipos de

desenvolvimento microbiano relacionado a temperatura: os psicrofilos (crescimento dentre -10°C

a 20 °C, ideal de 10 °C a 15 °C), os psicotroficos (crescimento tanto em temperatura de

refrigeracdo, 5 °C, quanto em valores superiores a temperatura ambiente), os mesofilos

(microrganismos ambientais mais comuns, variando entre 0s-10 °C — 40 °C, podendo sobreviver

até 50 °C), termdfilos (organismos com necessidade para se desenvolver em temperaturas

quentes, acima dos 40 °C) e hipertermofilos (organismos descobertos em proximidades de

vulcdes com temperaturas minimas superiores a 60 °C).

Nos testes de crescimento em diferentes temperaturas todas as linhagens

enquadraram-se no parametro mesdfilo, visto que todas cresceram a partir de 10 °C, e em sua

maioria chegando até 37 °C. As unicas linhagens que cresceram até 40 °C foram IBSBF 2503,

IBSBF 2507 e IBSBF 2968 (G9); e IBSBF 3010 (G16) (Tabela 16).

meio de cultivo YME em diferentes temperaturas (°C).

TABELA 16. Avaliacdo de crescimento das linhagens dos grupos G6, G9 e G16 em

Linhagens

5°C

10°C

15°C

20°C

25°C

30°C

32°C

34°C

37°C

40°C

G6

2805

+

+

+

+

+

+

+

2806

+

+

2807

2815

2865

2949

2953

G9

2394

2503

2507

2968

3135

G16

2435

3010

+

3018

+ (crescimento); - (auséncia de crescimento)
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5.4. Caracterizacgdo patogénica

Diferentes fatores estdo envolvidos na caracterizacdo patogénica de espécies de
Streptomyces, as principas discussdes ficam com: a fitotoxina taxtomina, que atua principalmente
na ligacdo, penetragcdo, colonizacdo e inibe a biossintese de celulose, que compromete a
integridade da parede celular, causando a hipertrofia e morte da célula; e a proteina Necl e a
enzima tomatinase, ambas que auxiliam na evasdo do hospedeiro, hidrolizando receptores de
defesa da planta e o produto dessa hidrélise reprime a resposta de protecdo induzida, interferindo
em processos de transducdo de sinal que sdo essenciais para a resisténcia a doenca (LORIA;
KERS; JOSHI, 2006). Assim, a patogenicidade de linhagens de Streptomyces requer uma
producdo coordenada de uma variedade de produtos, incluindo outros multiplos metabdlitos
secundarios e secrecao de proteinas que vem sendo descobertos e discutidos (LORIA et al., 2008;
LI et al., 2019b). Algumas espécies de Streptomyces patogénicas e causadoras dos sintomas de
sarna ndo possuiem nenhum dos genes da PAI (pathogenicity island), sendo que estas
provavelmente utilizam outras vias ainda ndo estudadas, por isso o aprofundamento dessa
caracterizacdo com testes in vitro € necessaria para as delimitagbes de um processo de

identificacdo de uma espécie fitopatogénica.

5.4.1. Teste de patogenicidade em sementes de rabanete

Espécies fitopatogénicas podem inibir o crescimento de mudas de espécies de mono
e dicotileddneas, incluindo o rabanete, causando sintomas macroscépicos como a reducdo do
tamanho e espessamento da parte aérea e raizes (LEINER et al., 1996). Estudo realizado por
Hooker (1949) demonstrou uma correlacdo entre a patogenicidade de linhagens de Streptomyces
em tubérculos de batata e mudas de rabanete, sugerindo em seu trabalho que pode haver um
mecanismo comum de patogenicidade.

Todas as 15 linhagens do presente estudo se mostraram patogénicas nos testes
efetuados com sementes de rabanete quando comparadas ao controle negativo sem inoculagéo
bacterinana. Foram observados sintomas de necrose, nanismo e anormalidades na raiz (Figura
26).

Nesse experimento foram atribuidas notas de acordo com escala descrita por Leiner
e colaboradores (1996), determinada perante as médias do comprimento (mm) do caule e da raiz
das plantas com inoculacdo bacteriana, em comparagdo com tratamento sem inoculacdo

(controle). Essas médias porcentuais geradas pelas medidas foram transformadas em notas (de O
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a 4), e somadas de acordo um padrdo para a parte derea e outro para a raiz, ou seja, linhagens

mais virulentas receberam notas proximas a oito (8) (Quadro 1). Duas linhagens foram mais

virulentas, isolados IBSBF 2807 e IBSBF 2953, visto que obtiveram notas maximas (4) para o0s

dois pardmetros avaliados (Tabela 17, Figura 26). Além disso outras sintomatologias classicas

de avaliagdes fitossanitarias foram observadas, como clorose de folhas e necrose de caule e raiz

(Figura 26).

A avaliacdo em sementes de rabanete pode ser um teste rapido de hipersensibilidade

para linhagens de Streptomyces, porém, visto que a linhagem IBSBF 3018 deste estudo

apresentou baixa viruléncia nesse experimento, cabe-se ainda o reforco da avaliagdo de

patogenicidade em seu verdadeiro hospedeiro, neste caso tubérculos de batata.

TABELA 17. Avaliagdo de teste de patogenicidade in vitro em sementes de rabanete.

Linhagens

Viruléncia em semente de rabanete

Parte aérea

Raiz

Total

G6

2805

w

2806

2807

2815

2865

2949

2953

G9

2394

2503

2507

2968

3135

G16

2435

3010

NINfW RO BRI LW

NININNINWWLWwWwlAE NN RRIW AW

ArlbhjJlOoj WOV |IN]JO(A[JI|OO|[0O [N

3018

1

1

N

Notas dadas em relacdo a média comparada ao tratamento controle: 0, 100% ou superior;

1, acima de 75,1%; 2, entre 50,1 a 75%; 3, entre 25,1 a 50%; e 4, abaixo de 25%.
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FIGURA 20. Teste de patogenicidade in vitro das linhagens dos grupos genéticos G6, G9 e G16 em sementes

de rabanete. (A) normal, (B) nanismo, (C) necrose e (D) anormalidade de raiz.

5.4.2. Teste de patogenicidade em discos de batata

Testes em discos de batata foram efetuados para confirmar a patogenicidade das
linhagens em estudo (Postulado de Koch), assim prova-se que os isolados s&o intrinsicamente
correlacionados as lesdes de tubérculos e ndo organismos de carater oportunista.

Todas as 15 linhagens pertences aos Grupos G6, G9 e G16 oriundas de regibes
produtoras de batata no Brasil mostraram-se patogénicas nos testes com discos de batata. Essa
avaliacdo foi apenas qualitativa, ndo sendo calculado o grau de severidade da doenca, visto que,
pode haver variacdo de sintomas dependendo do cultivar de batata que é posta como hospedeira
(Figura 27).
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FIGURA 21. Teste de patogenicidade das linhagens do G6, G9 e G16 em discos de batata.

5.4.3. Avaliacao da presenca dos genes de patogenicidade txtAB, necl e tomA

A verificacdo da presenca dos genes de producdo da taxtomina A e presenca das
proteinas necrogénica Necl e tomatinase A foi utilizada como ferramenta para caracterizagéo de
algumas linhagens patogénicas de Streptomyces como: S. scabiei, S. stelliscabiei, S.
europaeiscabiei, S. acidiscabies e S. turgidiscabies (BUKHALID; LORIA, 1997; BUKHALID;
CHUNG; LORIA, 1998).

Dessa forma, a etapa de amplificacdo dos genes de patogenicidade conhecidos como
padrbes e pentercentes a regido descrita como PAI (pathogenicity island) por Huguet-Tapia e
colaboradores (2014), foi utilizada para complementar a caracterizagdo patogénicas dos grupos
geneticos.

Ao todo, seis linhagens IBSBF 2865, IBSBF 2949 e IBSBF 2953 (G6); IBSBF 2503
(G9); e IBSBF 3010 e IBSBF 3018 (G16) apresentaram amplificacdo do operon txtAB, que
corresponde a regido para a producédo de taxtomina A, fitotoxina mais conhecida na descricdo

patogénica de Streptomyces (Tabela 18, Figura 22).
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TABELA 18. Avaliacao da presenca dos genes de patogenicidade txtAB, necl e tomA

Genes de patogenicidade

operon txtAB necl tomA
2805 - - +
2806 - -
2807 - -
G6 2815
2865
2949
2953
2394 -
2503
G9 2507
2968 -
3135 - - -
2435 - - T
G16 3010 + - _
3018 + - +
+ (amplificacdo positiva); - (amplificacdo negativa)

Linhagens

+ 4]+
L I
4| |+

+
+ 1
+

+
1

IBSBF 2806
IBSBF 2807
IBSBF 2815
IBSBF 2865

| IBSBF 2949
IBSBF 2953
IBSBF 2394
IBSBF 2503

' IBSBF 2507
IBSBF 2968

' IBSBF 3135
' IBSBF 2435
| IBSBF 3010

" IBSBF 2805
|

]

!

¢

1

|

i

.

|

|

I

@ H20

|
l

| IBSBF 3018

FIGURA 22. Produtos de amplificagdo do operon txtAB apresentados pelas linhagens dos grupos genéticos
G6, G9 e G16. (PM) Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).

Embora a proteina necrogénica Necl, codificada pelo gene necl, seja responsavel
pelos sintomas de necrose nos tecidos vegetais (BUKHALID; CHUNG; LORIA., 1998; Ll et al.,
2019b), apenas duas linhagens do G9 apresentaram amplificacdo positiva para esse gene, IBSBF
2503 e IBSBF 2968 (Tabela 18, Figura 23).
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FIGURA 23. Produtos de amplificacdo do gene necl apresentados pelas linhagens dos grupos genéticos
G6, G9 e G16. (PM) Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).

A enzima tomatinase, codificada pelo gene tomA, hidroliza a alfa-tomatinase e o
produto dessa hidrdlise reprime uma resposta de defesa da planta permitindo os processos de
invasdo bacteriana (BUKHALID; CHUNG; LORIA., 1998; LI et al., 2019b). Nove linhagens
geraram amplificacdo positiva para o gene tomA, sendo elas IBSBF 2805, IBSBF 2807, IBSBF
2815, IBSBF 2965, IBSBF 2949, IBSBF 2953 (G6); IBSBF 2503 (G9); e IBSBF 2435 e IBSBF
3018 (G16) (Tabela 18, Figura 24).
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FIGURA 24.. Produtos de amplificagdo do gene tomA apresentados pelas linhagens dos grupos
genéticos G6, G9 e G16. (PM) Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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Tendo toda a compilagédo dos dados dos genes de patogenicidade, vemos que, apenas
uma linhagem, a IBSBF 2503, teve amplificacdo para os trés genes avaliados, ja para quatro
linhagens (IBSBF 2806, IBSBF 2394, IBSBF 2507 e IBSBF 3135) ndo obteve amplificacdo para
nenhum dos genes dos experimentos.

Os resultados de presenca e auséncia dos genes de patogenicidade das linhagens
desse estudo demonstram a grande complexidade que o sistema genético do patossistema das
espécies de Streptomyces.

As diferentes combinagdes de amplificagdo dos genes de patogenicidade observadas
sdo importantes para o entendimento do mecanismo patogénico das linhagens envolvidas nesse
estudo. Porém esses dados ndo foram utilizados para fins taxonémicos de caracterizacdo das
espécies do projeto, uma vez que estudos também relatam a ocorréncia de variag¢fes nas ilhas de
patogenicidade entre linhagens de uma mesma espécie, como observado em S. scabiei, S.
europaeiscabiei e S. turgidiscabies (DEES; SLETTEN; HERMANSEN, 2013; WANNER,
2006).

5.5. Caracterizacdo molecular

5.5.1. Analise PCR-RFLP do gene atpD in silico

A partir da analise de PCR-RFLP do gene atpD (in silico) foi possivel observar
diferencas nos padr@es de restri¢cdo gerados entre as linhagens Tipo e os grupos genéticos G6, G9
e G16 (Figura 25, 26 e 27).

Na avaliacdo da digestdo com a enzima Cfol, os padrGes de bandas gerados
agruparam as linhagens IBSBF 2805, IBSBF 2806, IBSBF 2815 e IBSBF 2949 pertencentes ao
G6 com as linhagens Tipo de S. scabiei (IBSBF 20497), S. stelliscabiei (IBSBF 2085"), S.
reticuliscabiei (IBSBF 2086") e S. turgidiscabies (IBSBF 21147). Os isolados IBSBF 2807,
IBSBF 2865 e IBSBF 2953 apresentaram perfis idénticos entre si, porém diferentes de qualquer
outro grupo genético ou linhagem Tipo testada. No G9, foram observados dois agrupamentos; o
primeiro com IBSBF 2394, IBSBF 2503 e IBSBF 2507, e 0 segundo com as linhagens IBSBF
2968 e IBSBF 3135. Os perfis gerados nesse grupo foram diferentes de qualquer outro padréo
observado e curiosamente, as trés linhagens também apresentaram padrdes de banda totalmente
diferentes entre si (Figura 25).

Nas digestbes com a enzima Haelll os perfis obtidos possibilitaram separar 0s grupos

geneticos (G6, G9 e G16) das linhagens Tipo fitopatogénicas de Streptomyces. Também foi
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possivel separar as genomoespécies S. scabiei (IBSBF 2049") e S. stelliscabiei (IBSBF 20857);
e S. reticuliscabiei (IBSBF 2086") e S. turgidiscabies (IBSBF 21147). Nas analises do G6, apenas
a linhagem IBSBF 2953 se separou das demais pertencentes ao mesmo grupo. No G9 foram
observados trés diferentes perfis de restricdo, um Unico para a linhagem IBSBF 2394; um
segundo com IBSBF 2503 e IBSBF 2507; e por ultimo um terceiro com as linhagens IBSBF
2968 e IBSBF 3135. Como observado nas digestdes com a enzima Cfol, as trés linhagens do G16
apresentaram perfis diferentes entre si e em comparacdo com o0s outros padrdes obtidos (Figura
26).

Como relatado por Corréa (2015), o emprego da técnica de PCR-RFLP possibilitou
ndo somente separar as linhagens Tipo de Streptomyces fitopatogénicas, como também
diferenciou genomoespécies como: S. scabiei (IBSBF 20497), S. europaeiscabiei (IBSBF 20237)
e S. stelliscabiei (IBSBF 2085"); e S. reticuliscabiei (IBSBF 2086") e S. turgidiscabies (IBSBF
21147). A espécie S. setonii (IBSBF 2106") é considerada sindnimo de S. caviscabies (IBSBF
20517) (Liu et al. (2005) , e os dados obtidos no presente estudo corroboram esse fato visto que
em todas as analises essas duas espécies apresentaram perfis idénticos (Figura 27).

Também foi efetuada uma anélise de digestdo dupla (Cfol/Haelll) e os resultados
revelaram nove padrdes distintos entre os grupos sendo:

(1) IBSBF 2805, IBSBF 2806, IBSBF 2815 e IBSBF 2949 (G6);

(2) IBSBF 2807 e IBSBF 2865 (G6);

(3) IBSBF 2953 (G6);

(4) IBSBF 2394 (G9);

(5) IBSBF 2503 e IBSBF 2507 (G9);

(6) IBSBF 2968 e IBSBF 3135 (G9);

(7) IBSBF 2435 (G16);

(8) IBSBF 3010 (G16); e

(9) IBSBF 3018 (G16)

Os resultados de caracterizagdo morfoldgica, bioquimica, fisiologica e a digestéo do

gene atpD fortemente indicam a existéncia de novas espécies de Streptomyces, inclusive com

mais de uma em cada grupo genético analisado.
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FIGURA 25. Padr6es de bandas de restricdo do PCR-RFLP in silico do gene atpD utilizando a enzima Cfol. Gel
de eletroforese 1,5% gerado no software online SnapGene.
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FIGURA 26. Padrdes de bandas de restricdo do PCR-RFLP in silico do gene atpD utilizando a enzima Haelll.
Gel de eletroforese 1,5% gerado no software online SnapGene.
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FIGURA 27. Padrdes de bandas de restricdo do PCR-RFLP in silico do gene atpD utilizando simultaneamente as
enzimas Cfol e Haelll. Gel de eletroforese 1,5% gerado no software online SnapGene.

5.5.2. Analise filogenética

5.5.2.1. Andlise filogenética do gene 16S RNAr

As sequéncias obtidas da amplificacdo do gene 16S RNAr das 15 linhagens deste
estudo foram alinhadas com as 12 linhagens Tipo fitopatogénicas de Streptomyces para a
contrucdo da arvore filogenética (Figura 28) e matriz de similaridade (Tabela Compl. 1).

A topologia da arvore filogenética gerada revelou a ocorréncia de nove diferentes
grupos, sendo que as linhagens pertencentes aos grupos genéticos ficaram em bracos distintos
das linhagens Tipo descritas na literatura. As linhagens do G6 ficaram separadas em dois grupos
(e 1) com a linhagem Tipo de S. acidiscabiei (1)) entre eles. A extensao do braco exibida pela
linhagem Tipo revelou que ha uma grande diferenca na composicéo dos nucleotideos, o que foi
corroborado pelos dados da matriz de similaridade que mostrou 90,97% (com o grupo 1) e 92,34%
(com o grupo I1). As linhagens do G9 ficaram dividas em dois grupos (VII e VIII) e asdo G16
formaram o grupo IX. (Figura 28, Tabela Compl. 1).

De acordo com Kim e colaboradores (2014), para descricdo de novas espécies
utilizando apenas as sequéncias do gene 16S RNAr, a porcentagem de similaridade a ser
considerada como de uma mesma espécie deve ser acima de 98,65%. Desse modo, 0s resultados
obtidos reforcam, mais uma vez, a ocorréncia de novas espécies dentro dos grupos genéticos

analisados.
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FIGURA 28. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia do gene 16S RNA ribossomal de Streptomyces spp.,
utilizando-se 0 método Neighbor-joining. A sequéncia de Mycobacterium tuberculosis foi utilizada como grupo externo.
Os numeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base nas analises de

bootstrap de 1000 repetices. A barra indica 2% de diferenca nas sequéncias.
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5.5.2.2. Analise de MLSA dos genes atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB

A filogenia baseada nas analises de multilocus é considerada uma das mais eficientes
ferramentas moleculares devido ao seu alto poder de resolucdo para as definicdes das relagdes
intra e interespecificas (GUO et al., 2008).

A érvore filogenética construida a partir de sequéncias concatenadas dos genes atpD,
gyrB, recA, rpoB e trpB permitiu separar as linhagens nacionais pertencentes aos grupos
geneéticos (G6, G9 e G16) das linhagens Tipo fitopatogénicas de Streptomyces (Figura 29). Nessa
analise, verificou-se a ocorréncia de dez diferentes grupos. O grupo | ficou representado pelas
linhagens do G6, sendo que foi possivel observar uma subdivisdo do grupo com as linhagens
IBSBF 2807 e IBSBF 2865. Diferentemente do observado nas anlises do gene 16S RNAr, a
linhagem Tipo de S. acidiscabies IBSBF 2110" ficou separada do G6, formando um grupo
distinto (11) fortemente sustentado com 100% das repeticdes de bootstrap (Figura 29). A matriz
de similaridade demonstrou que as linhagens do G6 apresentaram porcentagens aproximadas dos
90% em comparagdo com S. acidiscabies, porcentagem considerada baixa para determinacéo de
uma mesma espécie. Esses dados corroboram de que as linhagens do G6 podemrepresentar
novas espécies de Streptomyces, diferentes de S. acidiscabies (Tabela Compl. 2). Aslinhagens do
G9 formaram o grupo VI enquanto que as do G16 compuseram o grupo X, porém, como
observado no G6, subdivisdes também foram notadas dentro desses dois grupos genéticos.A
arvore filogenética construida foi considerada robusta visto que, linhagens consideradas
genomoespécies na literatura como S. scabiei (IBSBF 2049 T) e S. stelliscabei(IBSBF 2085
N (grupo 1V); S. turgidicabies (IBSBF 2114 ) e S. reticuliscabies (IBSBF 2086 ")(grupo I1); e
S. caviscabies (IBSBF 2051 ") e S. setonii (IBSBF 2106 ") (grupo VIll)apresentaram altas
porcentagens de similaridade (acima de 95%) e ficaram alocadas em um
mesmo braco (Figura 29, Tabela Compl. 2).

Discutido por Rong & Huang (2012), as analises de genes concatenados utilizando a
técnica de multilocus considera a raz&o 0,007 como limite minimo para a consideracdo de uma
mesma espécie. Visto assim, todas as linhagens do estudo avaliadas mostraram dados acima desse
(Tabela Compl. 2), e por isso, mais uma vez, os resultados confirmaram a existéncia de novas

espécies ocorrendo no Brasil.
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FIGURA 29. Arvore filogenética construida a partir do concateneamento das sequéncias dos genes atpD, gyrB, recA,
rpoB e trpB de Streptomyces spp., utilizando-se 0 método Neighbor-joining. A sequéncia de Mycobacterium tuberculosis
foi utilizada como grupo externo. Os nimeros em cada um dos ramos séo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos
com base nas andlises de bootstrap de 1000 repeti¢cdes. A barra indica 5% de diferenca nas sequéncias.
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5.5.2.3. Analise de MLSA dos genes 16s RNAr, atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB

A analise de MLSA também foi realizada com a adicéo das sequéncias do gene 16S
RNAr as sequéncias dos genes housekeeping (atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB). A topologia da
arvore filogenética gerada foi muito similar & exibida com os cinco genes housekeeping. As
altas porcentagens de similaridade dos bracos e clados demonstraram a robustez dessa analise
(Figura 30).

Os percentuais observados na matriz de similaridade foram bem proximos da
avaliacdo multilocus com cinco genes. Os maiores valores foram verificados entre as linhagens
Tipo: 99,4% de S. luridiscabiei (IBSBF 2011T) com S. puniciscabiei (IBSBF 20127); 99,2%
entre S. reticuliscabiei (IBSBF 2086") e S. turgidiscabiei (IBSBF 21147); e 99,1% entre S.
cavicabies (IBSBF 20517) e S. setonii (IBSBF 2106") (Tabela Compl. 3).

Para as linhagens dos grupos genéticos G6, G9 e G16, a maior percentagem de
similaridade ficou entre o isolado IBSBF 2949 e S. scabiei (IBSBF 2049T), com um valor de
94,6%, valor considerado abaixo para se consider de mesma espécie. Novamente, os dados
indicaram a ocorréncia de novas espécies (Tabela Compl. 3).

Nas avaliagdes entre 0s grupos genéticos, verificou-se que as porcentagens de
similaridade entre as linhagens do G6 variaram de 92,6% a 99%, enquanto que, quando
comparadas com 0s 0s outros grupos genéticos (G9 e G16), as porcentagens exibidas foram de
84,6% a 92,5%. No G9 as porcentagens observadas entre as cinco linhagens ficaram entre
88,8% e 96,7%; enquanto que valores de 84,6% a 92,4% foram verificados na comparacao
dessas linhagens com 0s outros grupos genéticos (G6 e G16). Por dltimo, os valores de
similaridade entre as trés linhagens do G16 variaram de 88,5 % a 93%. Ja em comparagdo com
as demais linhagens do G6 e G9 as porcentagens foram abaixo de 90% (Tabela Compl. 3).
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FIGURA 30. Arvore filogenética construida a partir do concateneamento das sequéncias dos genes 16S RNAr, atpD,
gyrB, recA, rpoB e trpB de Streptomyces spp., utilizando-se 0 método Neighbor-joining. A sequéncia de Mycobacterium
tuberculosis foi utilizada como grupo externo. Os nimeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos
agrupamentos com base nas andlises de bootstrap de 1000 repeticdes. A barra indica 5% de diferenca nas sequéncias.
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5.6. Analise gendmica

As andlises de sequéncias génicas, atualmente, sdo utilizadas como os principais
parametros taxondmicos para a identificacdo de espécies, pois, todo o material genético do
organismo € analisado, deixando de forma mais robusta as avaliagbes comprobatérias dos
experimentos filogenéticas (LIU et al., 2021). E apontado por Kim e colaboradores (2014), que

as avaliacGes gendmicas enriquecem as avaliacOes filogenéticas do gene 16S rRNA e
multilocus dos genes housekeeping, assim, favorecendo e elucidando os processos taxondmicas
de espécies do género Streptomyces, ressaltando-se que todas analises foram feitas neste estudo.

O aumento da capacidade computacional favoreceu os estudos de gendmica

comparativa, aumentando o nimero de sequéncias, bem como o desenvolvimento de
metodologias analiticas fazendo com que as analises comparativas se tornem mais acessiveis a
comunidade cientifica (VAN TONDER et al., 2014). Atualmente, a comparacdo de genomas
inteiros representa uma conduta primordial na classificacdo de espécies bacterianas
(COLSTON et al., 2014; BEAZ-HIDALGO et al., 2015).

Para este estudo duas linhagens do G6 foram genomicamente sequenciadas, sendo

elas: IBSBF 2807 e IBSBF 2953.

5.6.1. Analises de identidade média de nucleotideo (ANI) e hibridizacao
insilico DNA-DNA (isDDH)

Na tentativa de melhorar e resolver a identificacdo de espécies bacterianas, foram
desenvolvidas ferramentas para analise de similaridade entre genomas. A hibridizacdo DNA-
DNA (DDH) foi amplamente utilizada na determinagdo de espécies e por muito tempo foi o
Unico método capaz de mensurar o grau de similaridade entre genomas (RICHTER &
ROSSELLO-MORA, 2009). Posteriormente, 0 isDDH foi criado como uma ferramenta in silico
para atender as necessidades advindas dos avan¢os no sequenciamento de genomas. Nessa
analise, o genoma em estudo &€ comparado virtualmente com um ou mais genomas de
referéncias, e a distancia intergenémica € calculada pela soma de todas as identidades
encontradas nos segmentos de alta pontuacdo (HSPs) divida pelo comprimento global de HSPs.
Dessa maneira, os dados sdo convertidos em valores de similaridade analogas, computando em
porcentagem o parentesco das novas estirpes com estirpes ja conhecidas (MEIER-KOLTHOFF
etal., 2013; AUCH et al., 2010a, 2010b).

A abordagem da identidade nucleotidica média, do inglés Average Nucleotide
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Identity (ANI) é semelhante a do isDDH, porém essa metodologia estima a identidade de

nucleotideos médios entre dois genomas. O genoma em estudo ¢é fragmentado in silico em

segmentos aos quais sdo alinhados utilizando algoritmos aonde confrontando-se com genomas

de referéncia estimam a porcentagem de identidade média de nucleotideos (GORIS et al., 2007).

A isDDH e a analise ANI foram usadas para esclarecer a relagdo entre as linhagens

IBSBF 2807 e IBSBF 2953 com outras dezesseis espécies Tipo do género Streptomyces,
visando a diferencia-las a nivel e espécie para a definitiva caracterizacao de novas espécies.

Os niveis de relagdo DNA-DNA entre as linhagens IBSBF 2807 e IBSBF 2953 foi
de 44,9%, esta € a maior porcentagem analisada entre todas as avaliacdes comparativas dessa
metodologia, este valor, e todos os outros correlacionados as duas linhagens do estudo aferidos
com as linhagens Tipo estdo abaixo do valor limite de 70% recomendado por Wayne e
colaboradores (1987) para atribuir cepas bacterianas & mesma espécie genémica (Figura 31).

Da mesma forma, o valor de ANI entre o IBSBF 2807 e o IBSBF 2953 foi 0 mais
alto novamente em comparacédo com as cepas Tipo, com 92,11%, um resultado abaixo do ponto

de corte usado para delinear as espécies procariotas que é de 95% (JAIN et al., 2018).
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(84-104)
(NRRL B-24443)
(Car8)

(87.22)

Streptomyces sp. IBSBF 2807
Streptomyces sp. IBSBF 2953
Streptomyces brasiliscabiei (IBSBF 2867)
Streptomyces scabiei

Streptomyces acidiscabiei

Streptomyces europaeiscabiei
Streptomyces turgidiscabies

Streptomyces sp. IBSBF 2807 449 254 251 24.6 252 25.0
Streptomyces sp. IBSBF 2953 92.11 26.0 25.2 24.8 25.3 26.2
Streptomyces brasiliscabiei (IBSBF 2867) 83.34 83.42 36.4 23.6 38.9 25.6
Streptomyces scabiei (87.22) 83.46 83.4579.74 23.7 39.4 25.4
Streptomyces acidiscabiei (84-104) 82.94 83.07 79.74 79.74 23.8 234
Streptomyces europaeiscabiei (NRRL B-24443) 83.4 83.45 89.51 89.74 79.66 25.9
Streptomyces turgidiscabies (Car8) 83.14 84.46 84.22 84.13 79.49 84.28

Streptomyces reticuliscabiei (NRRL B-24446) 83.24 83.37 83.6 83.36 79.58 83.52 99.96
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25.2 25.7 27.0 249 257 223 252 22.7 25.6 26.0 22.0
255 258 27.3 25.1 259 222 254 226 255 26.1 225
253 25 25.7 37.1 258 225 31.0 22.7 245 246 22.6
25.1 249 258 43.1 259 22.6 30.2 22.7 24.7 24.7 229
23.6 23.7 242 23.7 239 219 239 22.0 22.8 23.8 51.0
25.4 251 26.3 423 22.3 22.7 22.6 229 321 252 24.6

B8N 244 256 24.9 26.0 23.0 22.1 25.0 22.1 245 24.0

247 25.8 251 26.2 224 22.8 22.2 24.1 253 24.9

Streptomyces coelicolor (A3(2)) 83.8283.75 83.26 83.33 79.95 83.3 82.82 82.89 26.1 25.4 25.0 25.2 225243 224 246 25.9
Streptomyces sviceus (ATCC 29083) 84.37 84.43 83.73 83.66 82.6 83.93 83.55 83.63 83.73 25.7 22.4 209 26.1 26.2 22.4 249 26.3
Streptomyces bottropensis (ATCC 25435) 81.18 81.15 88.79 91.04 79.62 90.66 81.33 81.46 81.17 81.86 26.0 22.6 26.3 309 244 227 247
Streptomyces diastatochomogenes (ATCC 1230 81.45 81.61 81.65 81.62 70.5 81.85 81.96 82.12 81.33 82.04 81.78 23.1 26.5 205 23.3 25.8 245
Streptomyces griseus (DSM 40236) 78.29 78.48 78.26 78.09 77.37 78.23 77.64 77.66 78.57 78.29 78.12 78.57 22.6 26.2 34.2 225 224
Streptomyces ipomoeae (B12321) 81.1481.27 85.83 85.3 79.53 86.32 81.30 81.32 80.9 81.87 85.76 81.93 77.98 22.7 246 255 229
Streptomyces luridiscabiei (NRRL B-24455) 78.3378.4178.26 78.1777.4 78.04 71.9477.77 78.67 78.34 78.2 78.69 87.56 77.98 25.2 22.6 22.6
Streptomyces niveiscabie (NRRL B-24457) 81.43 81.54 80.36 80.39 93.14 80.19 80.11 80.06 80.25 81.3 80.07 79.98 78.02 80.13 77.78 22.8 24.7
Streptomyces puniciscabiei (DSM 41929) 82.22 82.22 81.07 80.94 80.21 80.86 81.01 81.23 82.09 82.75 81.0 81.56 78.44 81.17 78.37 80.94 235
Streptomyces sampsonii (KJ40) 79.8081.8 78.65 77.56 78.44 78.00 76.91 80.27 81.29 80.82 79.44 80.54 81.27 78.22 80.32 78.13 81.56
ANI >95%

FIGURA 31. Valores percentuais de identidade média de nucleotideos (ANI) e hibridizagdo in silico DNA-DNA

(isDDH) das linhagens IBSBF 2807 e IBSBF 2953 junto a espécies tipo de Streptomyces. O quadrante inferior exibe 0s

valores ANI e o quadrante superior exibem os valores isDDH. Os valores que atendem a recomendagio > 95% ANI séo

coloridos em amarelo e os valores de referéncia de isDDH acima de > 70% em vermelho.

5.7. Boletim Técnico

O boletim técnico esta em etapa de finalizacao e tem como titulo provisorio como: “Sarna da

Batata: Identificacdo das espécies causadoras” (Figura 32). Esta publicagcdo levantard as ultimas

revisoes e atualizacdes sobre a temética da sarna da batata, tendo como um dos enfoques principais

0s processos de identificacdo das espécies fitopatogénicas do género Streptomyces desde a triagem

inicial dos tubérculos com os sintomas caracteristicos até as novas metodologias de biologia

molecular. Assim como, estara disponivel as discussdes levantadas por outras teses e dissertacdes

apresentadas por alunos de anos anteriores do Laboratério de Bacteriologia Vegetal

(LBV)/CAPSA/Instituto Bioldgico, Campinas, SP.
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Este boletim técnico estara disponivel nas plataformas digitais do Instituto Bioldgico.

SARNA DA BATATA

IDENTIFICAGCAO DAS ESPECIES CAUSADORAS

LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA VEGETAL
INSTITUTO BIOLOGICO

FIGURA 32: Capa provisoéria para o boletim técnico
proposto nessa dissertacao
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A sarna da batata € uma doenga bacteriana que vem ocorrendo frequentemente nas
principais regides produtoras do Brasil e tem se tornado motivo de grande preocupacao
entre os envolvidos na cadeia produtiva. O primeiro desafio encontrado nesse cenario esta
relacionado com a identificacdo das espécies de Streptomyces que estdo associadas a

doenca em nosso pais, direcionando assim estratégias de manejo bem-sucedidas.

A identificacdo de novas espécies fitopatogénicas desse género exige uma
abordagem polifasica, onde metodologias de caracterizacdo morfoldgica, bioquimica,
fisioldgica, patogénica e molecular sdo necessarias para tornar a descri¢do robusta. Nesse
sentido, a caracterizacdo morfoldgica foi importante para demonstrar a grande diversidade
de coloracdo de esporos e de colbnias das espécies que esse género abriga. Embora as
caracteristicas bioquimicas e fisiologicas também sejam exigidas para descricdo de nova
espécie, ficou claro que a diversidade de metabdlitos produzidos por esses microrganismos
interfere diretamente nesses critérios tornando-os insuficientes para conclusdo de

identificacdo em nivel de espécie.

Atualmente o género Streptomyces, aloca mais de 900 espécies e dentre elas ha
elevado nimero de espécies habitantes do solo. Entretanto, apenas 16 delas séo
consideradas fitopatogénicas, o que torna imprescindivel a realizacdo de testes de
patogenicidade em planta hospedeira. Dessa forma, esses testes ndo podem ser excluidos

no processo de identificagéo.

Nas ultimas décadas as ferramentas de biologia molecular tém exibido papel de
destaque no processo de descricdo de novas espécies. Embora o sequenciamento do gene
16S RNAr continue sendo o “gold standard” para a identificacdo de bactérias, testes
moleculares adicionais sdo necessarios para a finalizacdo desse processo. Assim, as
analises de PCR-RFLP do gene atpD e multilocus se mostraram ferramentas importantes
para a diferenciacdo das 15 linhagens envolvidas nesse estudo. Os resultados obtidos com
essas duas técnicas foram fortemente corroborados com as analises de sequenciamento
gendmico indicando o alto poder de resolucdo dessas abordagens na investigacdo de novas

espécies do género Streptomyces.

O estudo polifasico realizado no presente trabalho deixou claro a ocorréncia de
nove novas espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata ainda ndo descritas na

literatura. Dentre elas, duas linhagens foram completamente caracterizadas e denominadas
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Streptomyces hilaironis (IBSBF 2807") e Streptomyces hayashii (IBSBF 2953) levando
em consideracdo homenagens aos especialistas em batata, Dr. Hilario da Silva Miranda,
Pesquisador Cientifico do Centro de Horticultura (Secdo Raizes e Tubérculos) do Instituto
Agronémico e ao Engenheiro Agronomo Pedro Céandido Rytsi Hayashi, fundador da
empresa Soleil Papa, respectivamente. As outras sete linhagens restantes estdo sendo
analisadas em nivel de genoma para complementar oprocesso de descricdo dessas novas

espécies.

O presente trabalho reuniu as principais técnicas a serem empregadas em
taxonomia polifasica, representando um guia para futuros estudos de descri¢do de novas
espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata no mundo.
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7. CONCLUSOES

e A proposta da caraterizacdo polifésica foi capaz de diferenciar as 15 linhagens
desse estudo com as 12 espécies Tipo de Streptomyces relatadas na literatura associadas a
sarna da batata;

e Apols as avaliagBes morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas mostraram uma
grande hetegeneidade das linhagens dos Grupos Genéticos G6, G9 e G16, sendo etapas
necessarias para a descricao;

e As avaliagGes patogénicas comprovaram o carater patogénico de todas as
linhagens desse estudo;

e As andlises de PCR-RFLP do gene atpD, conseguiu separar linhagens as
linhagens Tipo de Streptomyces comparadas com as linhagens 15 nacionais;

e As analises filogenéticas do gene 16S RNAr e as de multilocus destinguiram as
linhagens desse estudo em ramos distintos das espécies Tipo de Streptomyces,
evidenciando tratar-se de novas espécies para o0 género;

e Ao todo o presente trabalho propGe a classificagdo de nove novas espécies de
Streptomyces associadas a sarna da batata que foram isoladas de lesbes de tubérculos
nacionais;

¢ O sequenciamento gendmico das linhagens IBSBF 2807 e IBSBF 2953 provou
a distincdo das demais espécies ja publicadas, fazendo com que, propuséssemos como:
Streptomyces hilarionis (IBSBF 28077) e Streptomyces hayashii (IBSBF 2953 ).
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2023
2085
2110
2086
2114
2051
2106
2011
2012
2111
2117-2
2805G6
2806G6
2807G6
2815G6
2865G6
2949G6
2953G6
2394G9
2503G9
2507G9
2968G9
3135G9
2435G16

3010G16
3018G16

2049

97,94
97,64
91,45
96,35
96,04
96,65
95,50
96,35
96,20
94,88
97,56
98,08
98,01
96,42
97,71
96,12
97,86
97,94
93,07
95,12
94,41
92,42
95,42
94,25
94,02
94,33

2023

96,20
90,64
94,88
94,73
95,11
94,10
95,04
94,88
93,39
96,04
96,58
96,43
95,04
96,35
94,80
96,35
96,43
91,78
93,78
93,15
91,45
93,86
92,98
92,51
93,07

9. MATERIAL SUPLEMENTAR

2085

90,63
96,12
95,81
97,18
95,81
96,88
96,65
94,41
97,18
97,56
97,49
96,35
97,56
95,74
97,64
97,71
93,39
95,50
94,73
92,67
95,81
94,09
94,65
94,72

Tabela Compl

2110

89,88
90,71
90,71
90,22
90,71
90,21
89,73
90,38
92,18
92,26
90,97
92,02
91,21
92,10
92,34
88,29
89,97
88,88
88,11
90,22
89,38
89,89
88,88

. 1 — Matriz de similaridade computadas pelo gene parcial do 16S RNAr de Streptomyces spp.

2086

97,33
96,04
95,19
95,73
95,50
94,80
95,89
97,26
97,26
95,50
97,33
94,88
97,26
97,18
92,03
94,02
93,47
91,94
94,02
94,08
93,70
94,24

2114

95,81
94,73
95,50
95,12
95,11
95,66
96,88
96,96
95,04
97,26
94,81
97,03
96,88
92,67
94,18
93,55
91,62
94,26
94,40
94,02
94,41

2051

98,23
99,49
98,97
95,27
96,11
97,56
97,71
95,66
97,63
95,27
97,86
97,63
93,78
95,81
95,43
93,07
96,35
94,95
95,42
95,57

2106

97,93
97,48
93,86
94,72
96,42
96,49
94,80
96,26
94,64
96,49
96,27
92,59
94,41
93,94
92,02
94,96
93,69
94,25
94,24

2011

98,75
94,96
95,88
97,18
97,33
95,35
97,25
94,96
97,48
97,26
93,63
95,66
95,12
92,91
96,04
94,72
95,19
95,34

2012

94,65
95,34
97,03
97,03
94,96
96,80
94,73
97,03
96,80
93,23
95,27
94,80
92,75
95,73
94,25
94,80
94,95

2111

94,65
95,66
95,73
94,18
95,66
93,78
95,89
95,89
94,80
96,73
95,35
93,47
96,58
95,58
96,27
95,19

2117

96,65
96,73
95,35
96,96
94,80
96,88
97,03
92,66
94,57
93,94
91,77
94,95
95,65
94,88
94,56

2805
G6

99,71
97,03
99,34
96,96
99,71
99,34
93,15
95,19
94,41
92,42
95,42
94,72
94,80
94,95

2806
G6

97,33
99,49
96,88
99,85
99,49
93,31
95,27
94,65
92,50
95,65
94,95
94,88
95,03

2807
G6

97,26
97,03
97,33
97,49
92,27
94,18
93,63
92,18
94,65
93,22
93,31
93,06

2815
G6

96,80
99,64
99,42
92,99
9511
94,65
92,26
95,34
94,80
94,80
94,95

2865
G6

96,88
97,03
91,94
93,94
93,07
91,37
94,10
92,74
93,07
92,58

2949
G6

99,64
93,39
95,43
94,73
92,42
95,73
95,03

95,03
95,19

2953
G6

93,63
95,73
94,80
92,83
95,96
9511
95,11
95,26

2394
G9

97,71
97,11
94,18
97,03
94,41

93,55
93,70

2503
G9

97,56
95,73
98,53
95,50

95,66
95,73

2507
G9

94,41
97,41
94,09
94,02
94,33

2968
G9

96,27
91,93
92,34
92,50

3135
G9

95,11

95,35
95,34

2435 3010
G16 G16
96,50

96,65 95,65

117

3018
Gl16



2049
2023
2085
2110
2086
2114
2051
2106
2011
2012
2111
2117
2805G6
2806G6
2807G6
2815G6
2865G6
2949G6
2953G6
2394G9
2503G9
2507G9
2968G9
3135G9
2435G16

3010G16
3018G16

2049

0,054
0,025
0,078
0,088
0,088
0,121
0,121
0,123
0,124
0,113
0,086
0,068
0,081
0,097
0,069
0,109
0,065
0,077
0,138
0,093
0,103
0,110
0,090
0,139
0,129
0,123

Tabela Compl. 2 — Matriz de similaridade computadas a partir do concateneamento das sequéncias dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB de Streptomyces spp.

2023

0,049
0,078
0,073
0,072
0,119
0,119
0,120
0,120
0,117
0,090
0,062
0,076
0,098
0,064
0,113
0,061
0,075
0,142
0,100
0,107
0,112
0,093
0,146
0,134
0,131

2085

0,077
0,088
0,087
0,121
0,122
0,126
0,126
0,113
0,082
0,067
0,081
0,095
0,069
0,109
0,065
0,076
0,136
0,093
0,102
0,110
0,089
0,139
0,127
0,123

2110

0,097
0,097
0,118
0,118
0,113
0,115
0,108
0,092
0,067
0,081
0,088
0,070
0,111
0,065
0,075
0,135
0,097
0,107
0,109
0,092
0,138
0,128
0,125

2086 2114 2051 2106 2011 2012 2111 2117

0,003
0,121
0,120
0,121
0,122
0,121
0,102
0,088
0,102
0,118
0,090
0,131
0,087
0,099
0,152
0,107
0,116
0,123
0,103
0,147
0,134
0,130

0,121
0,121
0,121
0,122
0,121
0,102
0,088
0,102
0,118
0,090
0,131
0,087
0,099
0,152
0,107
0,116
0,122
0,103
0,147
0,134
0,130

0,006
0,033
0,034
0,114
0,103
0,109
0,125
0,139
0,113
0,160
0,108
0,119
0,161
0,121
0,128
0,137
0,117
0,145
0,125
0,124

0,035
0,036
0,113
0,104
0,110
0,125
0,138
0,113
0,160
0,108
0,119
0,162
0,121
0,126
0,138
0,117
0,146
0,124
0,124

0,004
0,110
0,106
0,110
0,126
0,139
0,113
0,164
0,109
0,119
0,160
0,120
0,126
0,139
0,119
0,142
0,124
0,124

0,110
0,107
0,111
0,126
0,140
0,114
0,164
0,110
0,120
0,160
0,121
0,127
0,140
0,119
0,142
0,124
0,125

0,115
0,103
0,118
0,127
0,106
0,141
0,103
0,116
0,151
0,111
0,116
0,131
0,112
0,138
0,124
0,115

0,084
0,097
0,111
0,085
0,128
0,081
0,094
0,149
0,101
0,110
0,118
0,100
0,137
0,127
0,126

2805
G6

0,028
0,057
0,015
0,076
0,012
0,028
0,134
0,088
0,096
0,103
0,087
0,133
0,122
0,121

2806
G6

0,075
0,030
0,089
0,023
0,044
0,153
0,101
0,109
0,116
0,101
0,145
0,137
0,137

2807
G6

0,061
0,060
0,058
0,054
0,156
0,110
0,120
0,129
0,109
0,157
0,148
0,147

2815
G6

0,078
0,014
0,031
0,139
0,090
0,098
0,106
0,089
0,135
0,122
0,123

2865
G6

0,076
0,073
0,179
0,127
0,138
0,147
0,128
0,174
0,168
0,167

2949
G6

0,027
0,135
0,085
0,096
0,103
0,086
0,133
0,120
0,119

2953
G6

0,143
0,095
0,105
0,113
0,098
0,143
0,131
0,130

2394
G9

0,117
0,122
0,133
0,113
0,179
0,164
0,165

2503
G9

0,036
0,066
0,051
0,145
0,127
0,126

2507
G9

0,070
0,055
0,151
0,134
0,134

2968
G9

0,044
0,154
0,145
0,147

3135
G9

0,138
0,127
0,128

2435
G16

0,088
0,082

118

3010
G16

0,065

3018
G16



2049 2023 2085 2110 2086 2114 2051 2106 2011 2012 2111 2117-2 2805G6 2806G6 2807G6 2815G6 2865G6 2949G6 2953G6 2394G9 2503G9 2507G9 2968G9 3135G9 2435G16 3010G16 3018G1
2049

2023 0,046

2085 0,025 0,046

2110 0,080 0,082 0,081

2086 0,075 0,067 0,075 0,098

2114 0,076 0,067 0,076 0,09 0,008

2051 0,099 0,101 0,097 0,112 0,101 0,101

2106 0,102 0,104 0,102 0,113 0,102 0,104 0,009

2011 0,101 0,102 0,102 0,108 0,101 0,102 0,026 0,032

2012 0102 0,103 0,102 0,110 0,102 0,103 0,028 0,033 0,006

2111 0,098 0,105 0,098 0,107 0,103 0,103 0,097 0,100 0,095 0,096

2117-2 0,070 0,077 0,069 0,093 0,087 0,087 0,087 0,091 0,090 0,092 0,100

2805G6 0,056 0,055 0,056 0,069 0,073 0,073 0,088 0,091 0,089 0,090 0,088 0,072

2806G6 0,066 0,066 0,067 0,080 0,083 0,08 0,099 0,102 0,101 0,102 0,099 0,081 0,022

2807G6 0,082 0,086 0,080 0,088 0,100 0,101 0,115 0,116 0,116 0,117 0,110 0,095 0,051 0,063

2815G6 0,058 0,058 0,058 0,072 0,074 0,074 0,090 0,09 0,091 0,093 0,09 0,072 0013 0,024 0,052

2865G6 0,091 0,097 0,092 0,105 0,111 0,111 0,131 0,133 0,134 0,135 0,121 0,109 0,065 0,074 0,052 0,067

2949G6 0,054 0,055 0,055 0,068 0,072 0,073 0,086 0,090 0,088 0,089 0,087 0,068 0010 0,018 0,050 0,012 0,065

2953G6 0,063 0,066 0,062 0,075 0,082 0,08 0,095 0,098 0,095 0,097 0,097 0,078 0022 0034 0047 0,025 0062 0,021

2394G9 0,121 0,127 0,119 0,131 0,134 0,132 0,136 0,139 0,136 0,137 0,126 0,130 0,118 0,131 0,136 0,121 0,154 0,118 0,123

2503G9 0,082 0,091 0,081 0,098 0,09 0,09 0,01 0,105 0,101 0,102 0,091 0,089 0,078 0,088 0,097 0,08 0,111 0076 0,082 0,093

2507G9 0,091 0,097 0,090 0,108 0,103 0,103 0,107 0,110 0,107 0,108 0,099 0,097 0,086 0,095 0,106 0,087 0,121 0,085 0,091 0,098 0,033

2968G9 0,101 0,105 0,101 0,111 0,112 0,113 0,120 0,124 0,122 0,123 0,115 0,109 0,097 0,106 0,117 0,099 0,131 0,09 0,103 0,114 0,061 0,067
3135G9 0,079 0,085 0,077 0,09 0,092 0,092 0,09 0,100 0,099 0,100 0,092 0,08 0077 0,087 009 0,078 0,111 0075 0,084 0,092 0,042 0,048 0,042
2435G16 0,118 0,127 0,119 0,130 0,125 0,124 0,121 0,125 0,119 0,121 0,114 0,113 0,113 0,121 0,135 0,114 0,148 0,112 0,119 0,147 0,119 0,127 0,135 0,115

3010616 0,111 0,119 0,109 0,121 0,116 0,116 0,105 0,108 0,105 0,106 0,102 0,108 0,105 0,115 0,127 0,105 0,143 0,102 0,110 0,139 0,106 0,116 0,128 0,106 0,074
3018G16 0,106 0,116 0,105 0,122 0,111 0,111 0,104 0,107 0,104 0,106 0,098 0,107 0,103 0,114 0,127 0,104 0,143 0,101 0,109 0,139 0,105 0,115 0,129 0,107 0,070 0,059

Tabela Compl. 3 — Matriz de similaridade computadas a partir do concateneamento das sequéncias dos genes 16S RNAr, atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB de Streptomyces spp.
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