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RESUMO GERAL
Jaimes, J.P.C. Burkholderia contaminans: genémica, antagonismo a fitopatégenos e promocéao
de crescimento de soja (Glycine max L. Merr.). 2025. 100 p. Dissertacdo de Mestrado em

Fitopatologia - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O género Burkholderia, inclui cepas amplamente distribuidas em solo, agua e ambientes
hospitalares, reconhecidas por sua relevancia ambiental, industrial, biotecnoldgica e clinica.
Espécies deste género produzem metabdlitos secundarios e sideréforos com acdo fungicida e
bactericida. Burkholderia contaminans (Bco) destaca-se pela capacidade de promover o
crescimento vegetal, pela atividade antagonica contra fitopatdgenos e por atuar na biorremediacéo.
Neste estudo, o isolado Un1430, obtido de folhas de geranio, foi identificado como B. contaminans
(Bco) por meio de sequenciamento total do genoma utilizando a tecnologia Oxford Nanopore
PromethlON. A identidade nucleotidica média (ANI) superior a 95%, determinada com o programa
fastANI, foi o critério utilizado para confirmacao de sua classificacdo no nivel de espécie. O isolado
UnB1430 foi avaliado in vitro quanto a sua capacidade de antagonismo, antibiose, producéo de
sideroforos, compostos volateis e resisténcia a antibidticos. Houve inibicdo significativa do
crescimento de todos os fungos e bactérias avaliados (total de 23 espécies), com varia¢BGes na
atividade inibitoria entre as espécies. O isolado também foi avaliado em condi¢Ges de casa de
vegetacdo quanto ao seu potencial para o biocontrole da podridao-radicular da soja causada por
Rhizoctonia solani, em pré e pds-emergéncia, assim como pelo seu efeito como promotor de
crescimento em pléantulas de soja. Os resultados indicaram que UnB1430 reduziu visivelmente a
severidade da doenca em plantulas de soja, embora sem diferenca significativa em relacdo as
plantulas inoculadas apenas com R. solani. Por outro lado, as plantulas inoculadas com Bco nas
sementes, em concentragdo de 108 UFC/mL, apresentaram maior peso seco em comparagio com
as ndo tratadas. A analise do genoma para identificar genes relacionados a produgéo de metabolitos
secundarios, promocdo de crescimento, viruléncia e resisténcia a antibidticos, foi realizada
utilizando as bases de dados antiSMASH, PLaBase, VFDB e CARD, e mostrou que Bco UnB1430
apresenta clusters de genes biossintéticos (BGCs) com mais de 50% de similaridade com clusters
conhecidos, associados a biossintese de N-aciloxiacil glutamina, pioquelina, ornibactina
C4/C6/C8, pirrolnitrina e occidiofungina. Detectou-se a presenca de genes relacionados a
promogdo de crescimento, associados a fungbes na assimilacdo de nutrientes, producdo de
fitohormonios e siderdforos. Ja os genes de resisténcia a antibioticos (ARGS) estdo relacionados a
mecanismos mediados por bombas de efluxo, pertencentes as familias de resisténcia, nodulacédo e
divisdo celular (RND) e resisténcia a multiplas drogas (SMR). Além disso, 0 genoma exibiu
auséncia de sistemas de secrecdo associados a viruléncia, bem como de genes essenciais para
adesdo e motilidade invasiva, o que reforca o perfil ndo patogénico do isolado. Com base nas
sequencias gendmicas, foram desenhados trés pares de primers e um deles, BurkCF3/R3 mostrou-
se especifico para Bco, frente as demais bactérias testadas. Os resultados deste trabalho corroboram
estudos anteriores e destacam o potencial de Bco como antagonista e promotor de crescimento de
plantas.

Palavras-chave: Complexo Burkholderia cepacia, Biocontrole, PGPB, Rhizoctonia solani

Orientadora — Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira— Universidade de Brasilia
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GENERAL ABSTRACT

Jaimes, J.P.C. Burkholderia contaminans: genomics, antagonism to phytopathogens and
growth promotion of soybean (Glycine max L. Merr.). 2025. 100 p. Master's Dissertation in
Phytopathology - University of Brasilia, Brasilia, DF.

The genus Burkholderia includes strains widely distributed in soil, water and hospital
environments, recognized for their environmental, industrial, biotechnological and clinical
relevance. Species of this genus produce secondary metabolites and siderophores with fungicidal
and bactericidal action. Burkholderia contaminans (Bco) stands out for its ability to promote plant
growth, its antagonistic activity against phytopathogens and its role in bioremediation. In this study,
the isolate UnB1430, obtained from geranium leaves, was identified as B. contaminans (Bco)
through whole genome sequencing using Oxford Nanopore PromethlON technology. The average
nucleotide identity (ANI) greater than 95%, determined by the fastANI program, was the criterion
used to confirm its classification at the species level. The isolate UnB1430 was evaluated in vitro
for its antagonism, antibiosis, production of siderophores, volatile compounds and antibiotic
resistance. There was significant growth inhibition of all fungi and bacteria evaluated (total of 23
species), with variations in inhibitory activity among species. The isolate was also evaluated under
greenhouse conditions for its potential for biocontrol of soybean root rot caused by Rhizoctonia
solani, in pre- and post-emergence, as well as for its effect as a growth promoter in soybean
seedlings. The results indicated that UnB1430 visibly reduced the severity of the disease in soybean
seedlings, although without significant difference, in relation to seedlings inoculated only with R.
solani. On the other hand, seedlings inoculated with Bco in the seeds, at a concentration of 108
CFU/mL, presented greater dry weight compared to the untreated ones. Genome analysis to
identify genes related to secondary metabolite production, growth promotion, virulence and
antibiotic resistance was performed using the antiSMASH, PLaBase, VFDB and CARD databases,
and showed that Bco UnB1430 presents biosynthetic gene clusters (BGCs) with more than 50%
similarity to known clusters, associated with the biosynthesis of N-acyloxyacyl glutamine,
pyochelin, ornibactin C4/C6/C8, pyrrolnitrin and occidiofungin. The presence of genes related to
growth promotion, associated with functions in nutrient assimilation, phytohormone and
siderophore production, was detected. On the other hand, antibiotic resistance genes (ARGS) are
related to mechanisms mediated by efflux pumps, belonging to the resistance, nodulation and cell
division (RND) and multidrug resistance (SMR) families. Furthermore, the genome exhibited the
absence of secretion systems associated with virulence, as well as genes essential for adhesion and
invasive motility, which reinforces the non-pathogenic profile of the isolate. Based on the genomic
sequences, three pairs of primers were designed and one of them, BurkCF3/R3, was specific for
Bco, compared to the other bacteria tested. The results of this work corroborate previous studies
and highlight the potential of Bco as an antagonist and plant growth promoter.

Keywords: Burkholderia cepacia, complex, Biocontrol, PGPB, Rhizoctonia solani

Supervisor — Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira— University of Brasilia
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INTRODUCAO GERAL

Diferentes tipos de interacdes podem ocorrer entre plantas e bactérias, variando de associacdes
benéficas (sinérgicas), prejudiciais (patogénicas) além de interacdes neutras (comensalismo)
(Vishwakarma et al. 2020). Dentre as benéficas, destacam-se as bactérias endofiticas que vivem
dentro dos tecidos vegetais sem causar doencas, fornecendo nutrientes ou atuando como agentes
de protecdo contra patogenos (Pal et al. 2022). Essas bactérias podem ser provenientes das
sementes ou de solo (Verma et al. 2019; Taulé et al. 2021), colonizando espacos intercelulares em
um tecido especifico ou colonizando a planta sistemicamente através dos vasos do Xxilema
(Compant et al. 2010)

Neste estudo foi isolada uma bactéria endofitica (UnB1430) das folhas do geranio (Pelargonium
graveolens) provenientes de uma area de producgdo de Oleo essencial em Brasilia—DF. As folhas
apresentavam manchas necréticas com um halo amarelo, inicialmente suspeitando-se da presenca
da bactéria fitopatogénica Xanthomonas hortorum pv. pelargonii. No entanto, essa hipotese foi
descartada apos o resultado negativo na PCR para a regido conservada no género que codifica a
sintese da goma xantana. Em seguida, testes de infiltracdo em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum
L.) e tomate Santa Cruz (Solanum lycopersicum) revelaram uma reacdo de hipersensibilidade (HR),
sugerindo um possivel potencial fitopatogénico. Varias tentativas de inoculacdo foram realizadas
para comprovacéo da patogenicidade, empregando-se varias técnicas e em condi¢des de umidade
e temperatura altas, mas nao foi possivel reproduzir os sintomas iniciais. Além disso, detectou-se
a presenca de dois fungos nas plantas inoculadas que foram identificados como Bipolaris maydis
e Colletotrichum krasti. Embora sem sintomas visiveis com caracteristicas aos originais nas folhas,

a bactéria foi reisolada.

Para garantir que a bactéria reisolada era a mesma que havia sido inoculada, foi realizada uma
analise por BOX-PCR, que revelou um padrdo de bandas idéntico, confirmando a identidade da
bactéria. Com base nesses resultados, a bactéria (isolado UnB 1430) foi sequenciada e mediante
analises filogenéticas, foi identificada como Burkholderia contaminans, levantando varias questdes

importantes, que conduziram ao presente estudo.

B. contaminans é uma bactéria endofitica envolvida em associac¢Ges benéficas, especialmente como

antagonista de varios fitopatégenos (Heo et al. 2022). Além disso, essa espécie apresenta varios
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mecanismos de agdo, como a producdo de metabdlitos secundarios como a occidiofungina, um
potente antifangico (Lu et al. 2009), e a producdo de sideroforos (Zaman et al. 2021), além de

outras substancias com potencial de uso biotecnoldgico e agricola (Kunakom e Eustaquiok 2019).

B. contaminans é membro de um grupo bastante diverso dentro do género Burkholderia, o
complexo Burkholderia cepacia, que inclui espécies com potencial benéfico quanto patogénico em
plantas e humanos (Elshafie e Camele 2021), e que podem também estar associadas as infec¢bes

graves em pacientes com fibrose cistica (Matos et al. 2024).

Dada a relevancia dessa espécie, este estudo foi realizado para caracterizar o genoma do isolado
UnB1430 e avaliar seu potencial como agente antagonista de fungos e bactérias fitopatogénicos, e

como promotor de crescimento de plantas, usando a soja como modelo.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. O género Burkholderia

1.1 Histéria

Em 1942, Burkholder descreveu a primeira espécie do género Burkholderia, Phytomonas
caryophylli, agente de murcha e podrid&o radicular dos cravos no estado de Washington, nos EUA,
que foi mais tarde reclassificada como Pseudomonas caryophylli. Posteriormente, em 1950, o
mesmo autor relatou uma nova espécie que causava podriddo em bulbos de cebola, mais tarde
classificada como Pseudomonas cepacia. Assim, durante muitos anos, novas espécies foram
descritas, mas classificadas no género Pseudomonas devido a sua amplitude fenotipica (Compant
et al. 2008).

O género Burkholderia foi proposto e nomeado em 1992, incialmente incluindo sete cepas
patogénicas que afetavam humanos, animais e plantas. Essas espécies correspondiam ao grupo Il
que incluia as espécies B. pseudomallei, B. cepacia, B. mallei, B. gladioli, Trinickia caryophylli,
Ralstonia pickettii, e R. solanacearum. Esse grupo foi estabelecido com base na homologia de
DNA (Palleroni et al. 1973; Yabuuchi et al. 1992). Trés anos depois, o género foi alterado, trés
espécies novas foram incluidas e propOs-se a remocdo de duas espécies R. pickettii e R.
solanacearum (Gillis et al. 1995).

No género Burkholderia, foram descritas e estudadas numerosas especies, especialmente aquelas
com associacOes relevantes com plantas, o que levou a uma reclassificagdo significativa e a criacdo
de novos géneros. A primeira divisdo resultou na criagdo do género Paraburkholderia, que
abrangeu 45 espécies previamente classificadas em Burkholderia, baseando-se em sequéncias
concatenadas de 21 proteinas conservadas. Nesse estudo, o clado 11, composto principalmente por
espécies ambientais, foi transferido para esse novo género (Sawana et al. 2014). Subsequentemente,
outros géneros, como Caballeronia, Robbsia e Trinickia, também foram estabelecidos, refletindo
a complexidade e diversidade dentro deste grupo bacteriano (Kaur et al. 2017; Lopes-Santos et al.
2017; Estrada-de los Santos et al. 2018). Atualmente, o género Burkholderia continua em processo

de mudanca e expansdo, acompanhando as descobertas e estudos taxondmicos mais recentes.

1.2 Taxonomia

De acordo com LPSN (2024), o género Burkholderia pertence a familia Burkholderiaceae da
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ordem Burkholderiales, na classe Betaproteobacteria, do filo Pseudomonadota , com 36 espécies
validas, a saber: B. aenigmatica, B. ambifaria, B. anthina, B. arboris, B. catarinensis,
B. cenocepacia, B. cepacia, B.contaminans, B.diffusa, B.dolosa, B. gladioli, B.glumae,
B. guangdongensis, B. humptydooensis, B. lata, B. latens, B. mallei, B. mayonis, B. metallica,
B. multivorans, B. oklahomensis, B. orbicola, B. plantarii, B. pseudomallei, B. pseudomultivorans,
B. puraquae, B. pyrrocinia, B. savannae, B.seminalis, B. singularis, B. stabilis, B. stagnalis,
B. territorii, B. thailandensis, e B. ubonensis.

De acordo com as limita¢6es na identificacdo das espécies do género Burkholderia, os métodos
convencionais como sequenciamento dos genes 16S rRNA, e MLSA (multilocus sequence
analysis), amplamente utilizados na sistematica bacteriana, sdo insuficientes para diferenciar
espécies intimamente relacionadas. PropGe-se, portanto, que a aplicacdo da filogenia central
baseada em genes ort6logos de copia Unica, como o agrupamento dDDH/ANI ( Hibridizacdo DNA-
DNA digital/identidade média de nucleotideos) baseado em pangenoma, forneceria uma estrutura
mais eficaz para demarcar espécies estreitamente relacionadas. O limite de 96,48% de ANI, que
corresponde a 70% de dDDH, é sugerido devido a dificuldade em distinguir algumas espécies
intimamente relacionadas que requerem um valor de ANI acima do limite de 95%. Além disso,
observou-se que a analise de dDDH é mais discriminatéria para a delimitacdo de espécies de
Burkholderia do que o ANI. Por exemplo, B. lata, Burkholderia sp. cepa 170816 e as cepas do
cluster B. contaminans compartilnaram valores de ANI de 94,9-95,9%, proximos ao limiar
comumente utilizado (Jin et al. 2020; Bach et al. 2022a).

1.3 Potencial patogénico
O género Burkholderia apresenta ampla distribuicdo ocupando diversos nichos ecoldgicos,
incluindo solo, agua, rizosfera das plantas e ambientes hospitalares. Algumas dessas espécies tém
potencial patogénico para plantas, animais e humanos (Elshafie e Camele 2021).
Entre as espécies fitopatogénicas, destacam-se B. cepacia e B. gladioli, que causam podriddo em
cebola e alho, doenca conhecida na cultura da cebola como podriddo da escama da cebola (Oliveira
et al. 2019; Abachi et al. 2024). Além dessas espécies, B. cenocepacia e B. pyrrocinia também
infectam a cebola galesa (Tsuji et al. 2023). Embora trés espécies, B. glumae, B. plantarii, e B.
gladioli causem a doenca bacteriana da panicula (BPB) do arroz (Nandakumar et al. 2009), B.
glumae é conhecida como a principal causa de BPB, sendo a mais prevalente e virulenta (Ortega
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and Rojas 2021; Ngalimat et al. 2023).

Por outro lado, temos as espécies patogénicas oportunistas de animais e humanos, como B. mallei,
causadora do mormo, e B. pseudomallei, causadora da melioidose (Paauw et al. 2023). O mormo
¢ uma doenca endémica no sudeste Asiatico e no norte da Australia, mas ocasionalmente
encontrada em outros paises. Afeta principalmente cavalos, burros e mulas, mas também pode ser
transmitida aos seres humanos por contato direto com animais infectados ou através de aerossois,
sendo considerada rara em humanos atualmente (Verma et al. 2014). Embora B. pseudomallei seja
um saproéfito que pode ser isolado do solo, lama e aguas superficiais em regides endémicas, a
infeccdo muitas vezes é grave e fatal quando ndo é tratada (Paksanont et al. 2018;
Jayasinghearachchi et al. 2023).

Além disso, ha o grande grupo de espécies patogénicas a humanos que constitui o complexo B.
cepacia (CBC) associada a infeccBes graves em pacientes com fibrose cistica (FC) e
imunocomprometidos (Bochkareva et al. 2018). B. multivorans e B. cenocepacia sdo as espécies
do CBC mais prevalentes e perigosas entre os pacientes com FC em todo o mundo, associadas a
um declinio mais rapido da funcao pulmonar e mortalidade apds o transplante (Devanga Ragupathi

e Veeraraghavan 2019; Gauvreau et al. 2023).

1.4 Potencial benéfico
Vaérias espécies do género Burkholderia apresentam potencial benéfico em processos agricolas,
ambientais, industriais e farmacéuticos. Na area agricola, essas espécies estabelecem interaces
benéficas com as plantas apos a colonizacdo, resultando em uma série de efeitos positivos,
incluindo maior tolerancia a fitopatdgenos, resisténcia a estresses ambientais como seca e
salinidade, reducdo do estresse oxidativo e estimulo ao crescimento vegetal. Além disso, essas
bactérias melhoram a eficiéncia da fotossintese e facilitam a absor¢édo de nutrientes (Pal et al. 2022).
De acordo com as interacdes benéficas com as plantas mencionadas anteriormente, destaca-se o
potencial de Burkholderia spp. na agricultura. Atualmente, muitos estudos tém sido conduzidos
nesse tema, principalmente avaliando o potencial dessas bactérias como promotoras de crescimento
e como biocontroladoras de diversas doencgas de plantas. Espécies desse género que tém sido
descritas com esses potenciais, sdo: B. contaminans, B. arboris, B. pseudomultivorans, B.
pyrrocinia, B. seminalis, B. gladioli, B. ambifaria, B. vietnamiensis, B. cepacia e B. cenocepacia.
Essas espécies demonstraram potencial inibindo o crescimento de fitopatégenos, como fungos,
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bactérias e nematoides, em varias culturas de importancia econémica, como tabaco, tomate, milho,
soja, algodao, entre outras (Tagele et al. 2019; Aba-Regis et al. 2021; Hwang et al. 2021; Peng et
al. 2021; Shantharaj et al. 2021; An et al. 2022; Heo et al. 2022; Zhang et al. 2022; Meng et al.
2023; Wang et al. 2023).

Resultados desses estudos tém sido promissores, sugerindo que Burkholderia spp. apresenta
atividade antimicrobiana. Estudo realizado por Heo et al. (2022), relatou que a cepa de B.
contaminans AYO001, testada contra seis diferentes patdgenos fangicos, foi capaz de inibir o
crescimento de todos eles em diferentes percentuais, apresentando uma atividade antagonista de
45% contra Fusarium avenaceum e menor atividade contra Sclerotinia sclerotiorum. Por outro lado
B. gladioli C101 foi utilizada como biocontrole da mancha bacteriana em tomate causada por
Xanthomonas perforans, resultando em uma reducdo significativa na severidade da doenca
(Shantharaj et al. 2021).

Em relacdo ao potencial de biocontrole de nematoides, a cepa de Burkholderia arboris J211
apresentou um forte efeito como nematicida, reduzindo significativamente a infestacdo de
Meloidogyne incognita em experimentos em vasos e campo na cultura de tabaco, além de aumentar
o rendimento das plantas (Zhang et al. 2022).

Diversas espécies de Burkholderia tém demonstrado potencial como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPB) em diferentes culturas, entre elas, B. pyrrocinia, B. anthina,
B.seminalis, B. contaminans, B. vietnamiensis e B. ambifaria (Malviya et al. 2020; Han et al. 2021;
Hwang et al. 2021; Wang et al. 2024; Mpinda et al. 2024). Um exemplo ¢ o isolado P10 da espécie
B. pyrrocinia, que foi testado na cultura do amendoim, melhorando o crescimento das plantas,
como aumento na altura da planta, no peso fresco, no comprimento da raiz e no teor de clorofila,
mesmo sob condicdes de estresse salino (Han et al. 2021)

Outras espécies também possuem um grande potencial na biorremediacdo de contaminantes
ambientais. De acordo com Morya et al. (2020), esse potencial é frequentemente subestimado
devido a falta de informac®es sobre outras bactérias degradadoras, ainda assim este género tem um
potencial significativo em aplicagOes de biorremediacdo e bioconverséo, pois abriga uma vasta
diversidade de enzimas catabdlicas capazes de degradar poluentes recalcitrantes em diversas
condi¢cdes ambientais. Lin et al. 2024 demostraram que as espécies B. difusa e B. aenigmatica
apresentam uma boa perspectiva na degradacdo de plasticos.

O género Burkholderia apresenta varios potenciais, e com isso, tem atraido muito interesse para a
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pesquisa basica e aplicada. Além dos ja mencionado, destaca-se também a capacidade de
biossintetizar compostos farmacéuticos bioativos de interesse médico e industrial. Esses beneficios
sdo amplamente atribuidos a producdo de metabdlitos secundarios e enzimas por espécies do

género (Kunakom e Eustaquio 2019).

1.5 Metabdlitos secundérios produzidos por Burkholderia spp.
O género Burkholderia produz uma ampla variedade de produtos naturais, diversos em termos de
classe e estrutura biossintética. Esses compostos, em sua maioria sdo benéficos para adaptacéo e
sobrevivéncia das espécies, estabelecendo interacbes com seus hospedeiros e podendo ser
aplicados para fins terapéuticos e biotecnolégicos (Kunakom e Eustaquiok 2019).
Muitos desses compostos tém propriedades antimicrobianas com modos de agao distintos e eficazes
contra patdgenos multirresistentes. Esses compostos se destacam tanto pela variedade de moléculas
sintetizadas quanto pela diversidade de alvos, como bacterias, fungos, células cancerigenas,
tumorais e processos inflamatérios (Mahenthirallingam et al. 2011; Bach et al. 2022b Rodrigues-
Cisneros et al. 2023). Eles pertencem a uma ampla gama de classes quimicas incluindo heterociclos
contendo nitrogénio, compostos organicos volateis, polienos, poliinas, sider6foros, macrolideos,
bacteriocinas, quinolonas, peptideos nédo ribossémicos (NPR), policetideos (PK) e outros
compostos ainda ndo classificados, como sinapigladiosideos, cepaciamida A, altericidinas e
ramnolipidios. Além disso, hd compostos que podem ter tanto efeitos benéficos quanto toxicos,
como as burkholdinas e o tropolone (Rodriguez-Cisneros et al. 2023).
Entre os compostos NPR-PK destaca-se a occidiofungina A-D, sintetizada por B. contaminans
MS14. Séo glicopeptideos que inibem uma ampla gama de fungos, incluindo Alternaria,
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Macrophomina, Microsporum, Penicillium, Pythium,
Rhizoctonia, Trichophyton e varias espécies de Candida (Lu et al. 2009; Ravichandran et al. 2019).
A occidiofungina tem como alvo os filamentos de actina, interrompendo as atividades celulares e
induzindo a apoptose (Emrick et al. 2013). Tambem é produzida em B. pyrrocina Lyc2 (Wang et
al. 2016)
Espécies como B. cepacia, B. pyrrocinia, B. ambifaria e B. lata sdo conhecidas por produzir uma
molécula pigmentada amarela, a pirrolnitrina, um heterociclo contendo nitrogénio e halometabolito
microbiano. A pirrolnitrina também é encontrada em espécies de Pseudomonas e Serratia (Arima
et al. 1964; Schmidt et al. 2009; Pawar et al. 2019). Essa molécula interfere na cadeia respiratoria
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dos fungos, desacoplando o fluxo normal de elétrons. Regulada por quorum sensing (QS), a
pirrolnitrina possui atividade antifingica contra Botrytis cinerea, Gaeumannomyces graminis var.

tritici, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e Phytophthora capsici (Jung et al. 2018).

1.6 Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de Burkholderia spp.

Bactérias do género Burkholderia apresentam células gram-negativas que podem ser retas ou
ligeiramente curvas, com motilidade mediada por um ou mais flagelos polares, com excec¢éo B.
mallei que ndo possui flagelos, sendo imdvel (Sawana et al. 2014) A maioria das espécies é capaz
de acumular e utilizar poli-p-hidroxibutirato (PHB) para o crescimento. As espécies sdo
principalmente quimiorganotroficas, aerdbicas, mas algumas espécies sdo capazes de respiracdo
anaerobia usando nitrato como aceptor de elétrons terminais, apresentam reacao positiva para

catalase e urease, ndo formam esporos e ndo fermentam lactose.

1.7 Caracteristicas do genoma

Burkholderia tem a capacidade de se adaptar a diferentes ambientes, uma caracteristica atribuida
aos seus grandes e complexos genomas (Kunakom and Eustaquio 2019). Os genomas das espécies
de Burkholderia apresentam caracteristicas Gnicas, com um tamanho variando entre 5,2 Mb a 9,7
Mb, sendo dos maiores entre as bactérias. O genoma, geralmente chamado de multicromossémico,
é composto por trés grandes cromossomos com alto teor de GC, variando de 65,7 a 68,5%
(Bochkareva et al. 2018; Kim et al. 2024). Dois cromossomos estao relacionados a fung¢des basicas,
enguanto o terceiro, considerado um megaplasmideo, codifica genes associados a viruléncia,
metabdlitos secundarios e outras funcdes acessorias (Agnoli et al. 2012).

A adaptabilidade a diversos ambientes e a versatilidade ecolégica de Burkholderia dependem da
alta plasticidade genética de seus genomas grandes e ricos em sequéncias de insercdo. Essa
diversidade genética proporciona a sintese de uma vasta gama de metabdlitos secundarios e
enzimas, permitindo que a bactéria se adapte a diferentes ambientes e hospedeiros, além de conferir

resisténcia a antibioticos (Mahenthiralingam et al. 2005; Mannaa et al. 2019).

2. O complexo Burkholderia cepacia (CBC)

O complexo B. cepacia (CBC) constitui um grupo composto por pelo menos 24 espécies
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estreitamente relacionadas, incluindo B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, e B.
contaminans, entre outras (Hassan et al 2019; Cetin e Orman 2022; Matos et al. 2024). Esses
microrganismos sdo fenotipicamente semelhantes, mas geneticamente distintos (Sfeir 2018). A
maioria delas pode ter o potencial de causar infecgdes respiratorias graves em pacientes com fibrose
cistica (FC) e outras condig¢des subjacentes (Coenye e Vandamme, 2003; Matos et al. 2024). Além
disso, algumas dessas espécies apresentam potencial patogénico em plantas (Velez et al. 2023;
Abachi et al. 2024).

As espécies deste complexo apresentam genomas grandes que variam de 6,4 a 9,7 Mb, o que lhes
confere a vantagem de se desenvolverem em diferentes nichos ecoldgicos (Matos et al. 2024). Essa
caracteristica permite que algumas dessas espécies também apresentem potencial biotecnolégico
para controle bioldgico, biorremediacdo e promogéo do crescimento vegetal (PCV) (Depoorter et
al., 2020; Bach et al. 2022b). Os potenciais de cada espécie foram descritos nos itens de potencial

patogénico e benéfico das espécies Burkholderia.

3. Burkholderia contaminans (Bco)

3.1 Descoberta e classificacao
De acordo com (Vanlaere et al. 2009) B. contaminans (Bco) foi proposta como espécie no ano de
2009, quando houve uma reclassificacdo taxondmica do taxon K, conhecido como um grupo
diverso de isolados do CBC néo classificados incluindo bactérias de fontes humanas e ambientais
isoladas de todo o mundo. Esse taxon foi examinado por uma abordagem taxondmica polifasica
tradicional, por meio de andlise de tipagem de sequéncia multilocus (MLST) usando sete genes
especificos e pela analise de sequéncias disponiveis do genoma total (ANI) que requer uma
porcentagem de identidade maior que 95%. As sequéncias concatenadas demonstraram que 0s
isolados se agrupavam em um anico clado na arvore MLST, consistindo em duas linhagens, MLST -
| e MLST-II, que representam duas espécies distintas dentro do CBC, B. contaminans e B. lata.
Bco compreende varios nichos ecoldgicos, pois, pode ser isolada de uma variedade de ambientes,

como solo, animais e plantas.

3.2 Caracteristicas morfologicas e bioquimicas

Bco é uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete, aerobica e ndo forma esporos. Ela
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cresce bem em diferentes temperaturas, especificamente a 30°C, 37°C e 42°C. As colbnias sdo
Umidas, geralmente apresentam um brilho metalico distinto, e a maioria das cepas € pigmentada
amarela e hemolitica, o que facilita sua identificacdo visual em meios de cultura porque nao séo
caracteristicas comuns entre as espécies de CBC. Todas as cepas conhecidas de Bco crescem em
agar MacConkey e também em agar seletivo para B. cepacia, mas algumas cepas podem alcalinizar
esse meio (Vanlaere et al. 2009).

B. contaminans possui varias caracteristicas bioquimicas distintivas. As cepas utilizam glicose, L-
arabinose, D-manose, D-manitol, N-acetilglucosamina, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato,
citrato e fenilacetato, mas ndo maltose. Observa-se acidificacao de glicose, maltose, lactose, xilose,
sacarose e adonitol. A reducdo de nitrato pode ser variavel entre diferentes cepas, mas na maioria
das vezes ndo esta presente. Ndo apresenta atividade descarboxilase, arginina diidrolase ou urease.
No entanto, atividades de oxidase, B-galactosidase, esculina hidrolase, lisina descarboxilase e
liquefacdo de gelatina estdo presentes. O teor de G+C é de 67 mol% (Vanlaere et al. 2009)

3.3 Caracteristicas do genoma
O genoma de Bco assim como das demais espécies do CBC varia em tamanho, tém genomas
grandes, variando de 6 a mais de 9 Mb, geralmente disposto em trés cromossomos e plasmideos
grandes, com um conteudo de GC alto, entre 66% e 67% (Kim et al. 2023). Até agora, foram
sequenciados 164 genomas de Bco. No Brasil, até o presente, foram sequenciados 16 genomas: 1
pela Universidade Federal do Parand, 14 pelo Instituto Adolfo Lutz e o sequenciado neste estudo

pela Universidade de Brasilia, conforme dados disponiveis no NCBI.

3.4 Associacdo com plantas
Muitas espécies do género Burkholderia, incluindo Bco sdo bactérias endofiticas (Pal et al. 2022).
Essas bactérias estabelecem uma associa¢do com as plantas, habitando os tecidos vegetais internos
e intercelulares ao longo de todo o ciclo de vida ou parcialmente. Em sua maioria, ndo sao
fitopatogénicas, pois produzem baixos niveis de enzimas liticas em comparacao com os patdgenos,
evitando assim desencadear a resposta imune da planta (Trivedi et al. 2020). Embora endofiticas,
elas podem colonizar diversos tecidos das plantas, como raizes, caules, cascas, folhas, peciolos,
flores, frutos e sementes, estabelecendo associagdes mutualistas benéficas com as plantas (Guo et

al. 2023)
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Essas bactérias ajudam a aumentar a disponibilidade de nutrientes, especialmente sob estresse, e
promovem o crescimento das plantas pela producéo de fitohorménios. Além disso, possuem um
grande potencial na biorremediacéo, melhorando a sobrevivéncia das plantas contra fitopatdgenos
por meio de mecanismos como competicao, resisténcia sistémica induzida e antibiose. Elas também
contribuem para a descontaminacdo de solos e ambientes poluidos (Pal et al. 2022; Tiwari et al.
2023). Tem descrito a Bco como bactéria endofitica. No estudo realizado por Hari et al. (2023)
duas cepas de Bco (PLPTu e PLPTw) isoladas de plantas medicinais foram capazes de colonizar a

endosfera das mudas de tomateiro.

3.5 Papel de Bco no biocontrole

Os agentes de biocontrole utilizam uma combinacdo de mecanismos para prevenir ou
reduzir doencas em plantas (Bonaterra et al. 2022). Existe uma grande variedade de
microrganismos tais como bactérias, fungos e bacteriofagos que tém sido amplamente utilizados
como agentes de biocontrole (Nakayinga et al. 2021; Bonaterra et al. 2022; Palmieri et al. 2022).
Esses microrganismos sao extensivamente estudados e, quando atendem as normas de seguranca e
eficacia, podem ser registrados como produtos comerciais (Kohl et al. 2011). Além disso, sua
aplicacdo oferece uma alternativa sustentavel aos pesticidas quimicos, promovendo praticas
agricolas mais seguras e contribuindo para a preservacdo do meio ambiente.

Os agentes de biocontrole podem atuar através de varios mecanismos, incluindo a interacao
direta com o patdgeno por meio da secrecdo de compostos antimicrobianos, produgdo de
metabdlitos secundarios como bactericidas e antibidticos, bem como enzimas que degradam a
parede celular do patégeno. Além disso, eles produzem compostos volateis que reduzem o
crescimento e a atividade metabolica dos patdégenos. Outro mecanismo envolve a interferéncia na
viruléncia do patégeno, como a degradacao ou inibigdo enzimatica da sintese molecular envolvida
no quorum sensing. Esses agentes também competem por nutrientes e espaco, e induzem
indiretamente a resposta de defesa das plantas, promovendo seu crescimento e resisténcia a doencas
(Kohl et al. 2019; Legein et al. 2020; Rabbee et al. 2024).

O potencial de Bco como agente de biocontrole tem sido testado em condicdes de in viro,
contra varios fitopatdgenos incluindo bactérias, fungos ascomicetos e oomicetos. Pode-se observar
que varias cepas de Bco apresentam esse potencial, com resultados de inibicao variando entre 25%
e 58%. Além disso, 0 antagonismo contra varios géneros de bactérias também foi testado,
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mostrando halos de inibi¢do superiores a 2 cm, pelo qual indica ter um forte efeito antagonista (Heo
et al. 2022).

O potencial antagonico de Bco deve-se, principalmente, aos metabdlitos secundarios que
essa espécie produz. Entre eles, destaca-se a occidiofungina, um metabdlito detectado na cepa B.
contaminans MS14 (Lu et al. 2009), que exerce efeitos inibitorios ao inibir a sintese de
biomoléculas vitais, inibindo varios mecanismos bioldgicos essenciais para o patoégeno (Emrick et
al. 2013). Outro importante composto é a pirrolnitrina, um halometabolito microbiano (contendo
uma fragdo de halogénio) de grande relevancia para as industrias agricola, farmacéutica e
industrial. A pirrolnitrina interfere na biossintese de proteinas e na funcdo da membrana celular
dos patogenos, levando a sua inibi¢do e morte (Jung et al. 2018; Pawar et al. 2019). Além disso, 0s
sideroforos produzidos por B. contaminans exercem um efeito inibitorio através do mecanismo de
captacdo de ferro, sequestrando esse nutriente essencial do ambiente e tornando-o indisponivel para
0s patdgenos, o que é crucial para o seu crescimento e desenvolvimento (Hider e Kong, 2010; Deng
etal. 2017).

3.6 Papel de Bco na promocao de crescimento de plantas

Promocdo de crescimento refere-se a capacidade de certos microrganismos de melhorar o
desenvolvimento das plantas por meio de diversos mecanismos diretos e indiretos (Hartman et al.
2019). A diferenca entre esses mecanismos nem sempre é evidente: os mecanismos indiretos
geralmente ocorrem fora da planta, enquanto os mecanismos diretos afetam diretamente o
metabolismo da planta (Goswami et al. 2016). Entre os mecanismos diretos, destacam-se a
producéo de fitohorménios, como &cido indol-3-acético (IAA), citocininas e giberelinas, a fixacdo
bioldgica de nitrogénio e a liberagdo de nutrientes em formas utilizaveis pelas plantas, como
fosforo, potassio e zinco (Goswami et al. 2016; Kumar et al. 2021). Ja os mecanismos indiretos
incluem a producdo de sider6foros, quitinases e glucanases, antibidticos para controle de
fitopatdgenos, resisténcia sistémica induzida, inibicdo do estresse abiotico e a producdo de acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminase (Goswami et al. 2016; Kumar et al. 2021; Khoso
et al. 2023; Hasan et al. 2024).

Esses mecanismos ja foram identificados em diversos géneros de bactérias que foram
avaliadas por seu potencial em promover o crescimento das plantas e melhorar sua produtividade.
Entre essas, destacam-se Azospirillum brasilense, Azotobacter salinestris, Burkholderia
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phytofirmans, Bacillus megaterium, B. subtilis, Paenibacillus favisporus, P. polymyxa,
Pseudomonas fluorescens, P. stutzeri e Rahnella aquatilis (Ferchichi et al. 2019; Kumar et al.
2021). Tais bactérias sdo também conhecidas como plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR),
ou seja, sdo bactérias que colonizam raizes de plantas e promovem o crescimento vegetal (Gomez-
Godinez et al. 2023).

Para Bco, varios estudos apresentaram resultados positivos para promogdo de crescimento
em diversas culturas, como tomate, milho e soja (Heo et al. 2022; Tagele et al. 2018; You et al.
2021). As cepas B. contaminans AY001, B. contaminans KNU17BI1 e B. contaminans strain ZCC
demonstraram ser promotoras de crescimento de plantas (PGPB), exibindo atividades como a de
1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase, producéo de sideréforos, solubilizacao de fosfato
organico e inorganico, producdo de acido indol-acético, solubilizacdo de zinco, fixacdo de
nitrogénio, além de auxiliar na mitigacao de estresse biotico e abi6tico nas plantas (Heo et al. 2022;
Tagele et al. 2018; You et al. 2021)

4. Justificativa e Objetivos

O isolamento de fungos e da espécie Burkholderia contaminans associada a folhas de
geranio apresentando lesfes necréticas abriu portas para uma série de questionamentos a respeito
do papel da bactéria nesta sintomatologia. A impossibilidade de reproducdo dos sintomas apds
varias inoculagdes nos levou a investigar seu potencial como agente de biocontrole e promotor de
crescimento de plantas, conforme descrito na extensa literatura para essa espécie. Assim, para
melhor caracterizar esse isolado, foram os seguintes 0s objetivos deste estudo:

4.1 Objetivo geral
Caracterizar o genoma de Burkholderia contaminans UnB1430, avaliar seu potencial como agente
antagonista de fitopatdgenos e como promotor de crescimento de plantas.
4.2 Objetivos especificos
e Realizar o sequenciamento, montagem e anotacao do genoma do isolado UnB1430, obtido
de folhas de gerénio
e ldentificar genes ou fatores relacionados ao potencial do isolado UnB1430 de B.
contaminans, para o controle de fitopatdgenos, promocao de crescimento de plantas e
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patogenicidade a plantas e humanos

e Desenhar e validar primers especificos para B. contaminans com base no genoma obtido

e Realizar testes in vitro para avaliar o potencial de B. contaminans UnB1430 para inibir o
crescimento de uma variedade de fungos e bactérias fitopatogénicas

e Avaliar o potencial antagbnico de B. contaminans UnB1430 contra Rhizoctonia solani em
plantulas de soja

e Avaliar o potencial de B. contaminans UnB1430 na promocao do crescimento em plantulas

de soja
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CAPITULO 2 - Burkholderia contaminans: genémica,
antagonismo a fitopatdogenos e promocao de crescimento

de soja (Glycine max L. Merr.).

37


https://pt.wikipedia.org/wiki/Elmer_Drew_Merrill

INTRODUCAO

Os endofitos sdo microrganismos que vivem dentro dos tecidos vegetais sem causar danos as
plantas, proporcionando beneficios como o fornecimento de nutrientes ou a protecdo contra
patégenos (Vishwakarma et al. 2020; Narayanan e Glick 2022). Esses endofitos podem ser
provenientes de sementes, do solo ou das plantas (Verma et al. 2019; Taulé et al. 2021). Os géneros
bacterianos mais isolados incluem Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Microbacterium,
Micrococcus e Pantoea (Ahmad et al. 2022; Pal et al. 2022).

O género Burkholderia, estabelecido em 1992, compreende cepas que infectam humanos, animais
e plantas (Yabuuchi et al. 1992). Burkholderia esta amplamente distribuida em solo, agua e
ambientes hospitalares, pertence a familia Burkholderiaceae da ordem Burkholderiales, na classe
Betaproteobacteria, do filo Pseudomonadota, com 36 espécies de relevancia ambiental, industrial,
biotecnoldgica e clinica (Bochkareva et al. 2018). Espécies deste género produzem metabdlitos
secundarios e sideroforos com acao fungicida e bactericida, como a occidiofungina, estudada pelo

seu potencial no controle de fungos em humanos e plantas (Bach et al. 2022b).

O complexo Burkholderia cepacia (CBC), que inclui mais de 20 espécies geneticamente proximas,
entre elas Burkholderia contaminans (Bco), é conhecido por causar infeccGes oportunistas em
pacientes com fibrose cistica ou imunocomprometidos (Depoorter et al. 2020; Bach et al. 2022a).
A Bco foi proposta como espécie por Vanlaere et al. (2009) e foi recuperada do Mar dos Sargacos,
possivelmente representando um contaminante da amostra (Mahenthiralingam et al. 2006). O
genoma desta espécie varia em tamanho de 6 a mais de 9 Mb, geralmente disposto em trés
cromossomos e plasmideos grandes, com um contetdo de GC entre 66% - 67% (Kim et al. 2023).
Algumas cepas de Bco promovem o crescimento vegetal, apresentam antagonismo a fitopatogenos
e sdo utilizadas na biorremediacédo. Essas cepas foram testadas in vitro e in vivo, demonstrando alta
inibicdo de fitopatdgenos (Heo et al. 2022; Pal et al. 2022). A acéo de biocontrole de Bco pode
ocorrer por varios mecanismos, incluindo a interacdo direta com o patdgeno, através da secre¢do
de compostos antimicrobianos, interferéncia na viruléncia do patégeno, competicdo por nutrientes
e espaco, e por inducdo indireta da resposta de defesa e promocdo do crescimento das plantas
(Bonaterra et al. 2022; Pal et al. 2022).
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Os patdgenos fangicos de plantas transmitidas pelo solo desempenham um papel significativo na
dindmica das populacGes de plantas em ambientes naturais e na ocorréncia de epidemias em
ambientes agricolas. Mesmo pequenas quantidades de indculo podem resultar na destruicdo de
plantulas (Otten e Gilligan 2006). Entre esses patdgenos destaca-se o fungo basidiomiceto
Rhizoctonia solani, conhecido por infectar uma ampla gama de hospedeiros em todo o mundo (Liu
et al. 2019). Produzem estruturas de esclerddios que favorecem a sobrevivéncia do fungo durante
varios anos (Cappellaro et al. 2024). Na cultura da soja, R. solani é amplamente reconhecido como
a principal espécie que pode causar apodrecimento de sementes, tombamento, podriddo da raiz,
amortecimento pré e pos-emergente e podriddo do hipocétilo com uma lesdo marrom-avermelhada
afundada caracteristica ou requeima do broto. Esses sintomas podem ocorrer em qualquer estagio
de desenvolvimento, representando uma ameaca significativa a produtividade da soja (Basseto et
al. 2007; Cappellaro et al. 2024).

Diversos métodos de controle tém sido recomendados para R. solani, como o desenvolvimento de
cultivares resistentes e a adocdo de préaticas de rotacdo de culturas. No entanto, essas estratégias
frequentemente enfrentam desafios significativos devido aos eficientes mecanismos de
sobrevivéncia do patdgeno, que é capaz de permanecer por varios anos no solo, mediante restos
infestados (Paliwal et al. 2023). Nos ultimos anos, alternativas de controle baseadas no uso de
microrganismos benéficos tém sido amplamente estudadas. Essa abordagem tem demonstrado
grande potencial no manejo de doengas e no seu efeito indireto na promogéo de crescimento
(Sharma et al. 2017; Sallam et al. 2021). Além disso, o biocontrole oferece beneficios adicionais,

como o impacto positivo no meio ambiente e na saude humana.

Dentro desse contexto, € necessario identificar cepas com potencial de biocontrole e promogéo de
crescimento, bem como compreender os mecanismos envolvidos. O objetivo geral deste estudo foi
identificar uma bactéria endofitica isolada do geranio (Pelargonium graveolens), caracterizar seu
genoma e avaliar seu potencial como agente antagonista de fitopatdgenos e promotor de

crescimento de plantas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e caracterizacdo da bactéria

A bactéria foi isolada a partir de folhas de plantas adultas de gerénio (Pelargonium
graveolens) provenientes de uma area com foco na producdo de 6leo em Brasilia—DF. As folhas
previamente foram lavadas com agua corrente, seguidamente foram cortadas em quadrados de
aproximadamente 10 mm e submetidas a desinfeccao superficial, com imersdo em &lcool 70% por
2 minutos, seguida de hipoclorito de sodio ao 1% por 2 minutos e posteriormente lavadas 3 vezes
com &gua destilada esterilizada. Apo6s a desinfeccdo, cada fragmento retirado das folhas foi
macerado em 1 mL de 4gua estéril, e o extrato foi deixado em repouso por 10 min. Em seguida, 10
UL do extrato foram inoculados em placas de Petri contendo meio Nutriente Agar (NA) e incubadas
a 28 °C por 48 horas. O crescimento de col6nias bacterianas foi observado, e estas foram repicadas
para garantir o isolamento de col6nias puras, as quais eram de pigmentacdo amarela e mucoides
com um brilho metélico. A bactéria foi caracterizada inicialmente para um teste de Gram, testes de
infiltracdo em folhas de tomate e tabaco, além de avaliagdo de patogenicidade em geranio em casa
de vegetacdo. Foram utilizados trés métodos de inoculacdo: pulverizacdo, cortes nas folhas
utilizando uma tesoura, e infiltracdo nas folhas e nas hastes com seringa. A cultura pura foi
preservada pelos métodos de criopreservacdo (-80 ° C) e em &gua destilada estéril a temperatura
ambiente. O isolado recebeu o codigo UnB1430, referente a Cole¢do de Bactérias Fitopatogénicas
da UnB.

2.2  Extracio de DNA

O isolado UnB1430 foi previamente cultivado em meio Nutriente Agar (NA) e incubado
por 48 horas a 28 °C. As colonias de coloragdo amarela ¢ mucoides foram repicadas para novas
placas com meio NA para assegurar tratar-se de cultura pura. Apos 24 horas, uma algcada de massa
bacteriana foi retirada e suspensa em microtubos de 1,5 mL com &gua ultrapura. A extracao de
DNA seguiu o protocolo para bactérias Gram-negativas, utilizando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit-PROMEGA. Inicialmente, as células bacterianas foram recuperadas por
centrifugacdo por 15 minutos a 14.000 rpm, com descarte do sobrenadante para remover 0s

exopolissacarideos e outros compostos soltveis em dgua que podem interferir na extracdo do DNA.
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Este processo foi repetido por duas vezes. Ao pellet bacteriano restante, foram adicionados 600 L
da solucdo lise (Lysis solution), misturando-se suavemente com uma pipeta, seguido de incubacéo
por 15 min a 80 °C, ¢ em seguida, deixou-se resfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, 3 pL
de solucdo RNAse foram adicionados & amostra, e a mistura foi homogeneizada gentilmente em
vortex e incubada a 37 °C por uma hora. Apés resfriamento a temperatura ambiente, 200 puL de
solucdo para precipitacdo de proteinas foram adicionados, com mistura no vortex por alguns
segundos, e incubacédo no gelo por 20 minutos. A amostra foi entdo centrifugada a 14.000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente transferido para um novo microtubo
previamente identificado, contendo 600 pL de isopropanol, e a solucdo foi homogeneizada. Ap6s
a centrifugacdo por 10 minutos a 14.000 rpm, o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram
adicionados 600 pL de etanol 70% e os tubos foram centrifugados novamente a 14.000 rpm por 5
min para peletar o DNA. O etanol foi descartado e o pellet foi deixado para secar por 15 a 30
minutos em estufa a 37 °C, seguido de hidratacdo com 50 pL de &gua ultrapura e armazenado a -
20 °C. A concentragdo de DNA do isolado foi aferida utilizando o ultraespectrofotometro de
microvolumes NanoDrop One® (Thermo Scientific, EUA), e finalmente diluidos com agua

ultrapura para uma concentragéo final de 20 ng/puL.

2.3  Sequenciamento do genoma

O sequenciamento do genoma completo da cepa UnB1430 foi realizado utilizando a
tecnologia Oxford Nanopore PromethlON. Para o sequenciamento, foi utilizada a flow cell FLO-
PRO114M (R10.4.1), e o kit SQK-NBD114-24. O processo de base calling, que converteu os sinais
brutos em sequéncias de DNA, foi conduzido pelo software Dorado Vv.0.7

(https://github.com/nanoporetech/dorado/tree/release-v0.7). A montagem do genoma foi realizada

utilizando o software Flye Assembly v.2.9.3 (Kolmogorov et al. 2019). O polimento ou correcao
da sequéncia montada foi executado com o software Medaka v.1.12.0 (Wright e Wykes 2022),
garantindo uma sequéncia final precisa e confiavel. O genoma foi anotado pelo NCBI Prokaryotic

Genomes Annotation Pipeline v. 4.11 (Tatusova et al. 2016) e submetido ao GenBank.
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2.4 Identificac@o da espécie bacteriana por Identidade Média de Nucleotideos (ANI)
Para a identificacdo adequada da espécie isolada do geranio, foi utilizado o programa
fastANI v. 1.2 (Jain et al. 2018) que calcula a Identidade Média de Nucleotideos (ANI). O software
foi executado com as configuragdes padréo, comparando o genoma sequenciado com 72 sequéncias
completas de membros do género Burkholderia e 2 do género Paraburkholderia (Tabela 1), obtidos
do GenBank (NCBI). Valores iguais ou superiores a 95% de ANI € o critério para identificar

organismos de uma mesma espécie (Chua et al. 2019).

Tabela 1. Espécies, isolados e acessos de Burkholderia e Paraburkholderia extraidas do GenBank

para as analises filogenéticas e o desenho dos primers

Espécie Isolado Acesso (ID GenBank)
Burkholderia aenigmatica AU17325 GCA_0022232
Burkholderia aenigmatica LMG130147 GCA_902499175
Burkholderia alba YIM B08401 GCF3472147
Burkholderia ambifaria BJQO0010 GCA 01645878
Burkholderia ambifaria FDAARGOS 1027 GCA 01612775
Burkholderia anthina BJQO011 GCA 01645880
Burkholderia anthina LMG20980 T GCA 902498995
Burkholderia arboris BCC0049 GCA 902830425
Burkholderia arboris MEC B345 GCA 02438103
Burkholderia catarinensis 89T GCA 0018837
Burkholderia cenocepacia MSMB384WGS GCA 0017188
Burkholderia cenocepacia VC7848 GCA 001999785
Burkholderia contaminans AU33395 GCA 03048358
Burkholderia contaminans CH-1 GCA _0047236
Burkholderia contaminans FFH2055 GCA 02963364
Burkholderia contaminans LMG23361T GCA 02963382
Burkholderia contaminans MS14 GCA 0010291
Burkholderia diffusa DSM234347 GCA 01683676
Burkholderia diffusa LMG29043 GCA 902830815
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Burkholderia gladioli
Burkholderia gladioli
Burkholderia glumae
Burkholderia glumae
Burkholderia guangdongensis
Burkholderia humptydooensis
Burkholderia humptydooensis
Burkholderia lata
Burkholderia lata
Burkholderia latens
Burkholderia latens
Burkholderia mallei
Burkholderia mallei
Burkholderia mayonis
Burkholderia mayonis
Burkholderia metallica
Burkholderia metallica
Burkholderia multivorans
Burkholderia multivorans
Burkholderia oklahomensis
Burkholderia orbicola
Burkholderia paludis
Burkholderia paludis
Burkholderia perseverans
Burkholderia plantarii
Burkholderia plantarii
Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomultivorans

ATCC102487
BBB-01

257sh-1
ATCC336177
DHOMO02 T
FDAARGOS_899
MSMB43

3837

A05

AU17929
BCC1625
atcc23344 7
turkey?2

BDUG T

BDUS
FL-6-5-30-S1-D7
LMG24068 T
BAA-247
FDAARGOS_246
C67867

MCO0-3
LMG30113
MSh1

INN12 T
ATCC437337
KACC18964
GTC3P0254T
Mabhidol-1106a
BCC1191

GCA_000959
GCA_01669870
GCA_0099313
GCA_000960
GCA_01340387
GCA_01602745
GCA_0015137
GCA_00001
GCA_0037111
GCA_0017187
GCA_902832795
GCA_03395606
GCA_0023460
GCA_0015237
GCA_0015226
GCA_0017185
GCA_902832845
GCA_000959
GCA_0030199
GCA_000959
GCA_00001
GCA_902499105
GCA_000732
GCA_02287050
GCA_0014118
GCA_03064452
GCA_03029725
GCA_000756
GCA_902832925

43



Burkholderia pseudomultivorans
Burkholderia puraquae
Burkholderia puraquae
Burkholderia pyrrocinia
Burkholderia pyrrocinia
Burkholderia reimsis
Burkholderia savannae
Burkholderia savannae
Burkholderia seminalis
Burkholderia seminalis
Burkholderia singularis
Burkholderia singularis
Burkholderia stabilis
Burkholderia stabilis
Burkholderia stagnalis
Burkholderia stagnalis
Burkholderia territorii
Burkholderia territorii
Burkholderia thailandensis
Burkholderia thailandensis
Burkholderia ubonensis
Burkholderia ubonensis
Burkholderia vietnamiensis
Burkholderia vietnamiensis
Paraburkholderia fungorum

Paraburkholderia phytofirmans

LMG26883 T
CAMPA1040
LMG29660
DSM10685 T
mHSR5

BE51

MSMB266
MSMB852
869T2
FL-5-4-10-S1-D7
LMG28154 T
TSV85
ATCCBAA-67T
E

LMG28156 T
MSMB735WGS
MSMB2203WGS
RF8-non-BP5
2002721643
E264 7
ATCC31433
MSMB2035
FDAARGOS_ 1488
FL-2-3-10-S3-D0
ATCC BAA-463
PsINT

GCA_902499075
GCA_0020991
GCA_90285
GCA_0010286
GCA_0033307
GCA_0032940
GCA_0015244
GCA_0015246
GCA_000705
GCA_0017185
GCA_900176
GCA_0015237
GCA_0017421
GCA_90024
GCA_902830275
GCA_0017189
GCA_0016360
GCA_0017183
GCA_0017186
GCA_0035686
GCA_0020977
GCA_0017186
GCA_02009935
GCA_0015237
GCA_000961515
GCA_000020125

T isolado tipo

2.5 Caracteristicas gendémicas da espécie

Foram extraidas do Genbank caracteristicas genémicas de mais 10 genomas de Bco além dos

descritos na Tabela 1, com boas qualidades de sequenciamento completo, a fim de comparar
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aspectos como: tipo de sequenciamento, nimero de cromossomos e tamanho do genoma. (Anexo,
Tabela 1)

2.6 ldentificacdo de genes

2.6.1 Genes de resisténcia a antibidticos

Para identificar os genes de resisténcia a antibidticos usou-se a mesma base de dados:
Comprehensive Antibiotic Resistance Datase (CARD) (Alcock et al. 2023), em dois programas
diferentes, Resistance Gene Identifier (RGI) v.6.0.3, em plataforma online propria

(https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi) e pelo ABRicate v.1.0.1. (Seemann, 2016), no servidor

galaxy (Galaxy versdo 1.0.1), ambos nas configuracdes padrao.

2.6.2 Genes de viruléncia e patogenicidade

A andlise de presenca de genes de viruléncia foi realizada com o programa ABRicate v.1.0.1
(Seemann, 2016) no servidor Galaxy v.1.0.1. A base de dados VFDB (Virulence Factors of
Pathogenic Bacteria) (Liu et al. 2022) foi usada no genoma UnB1430, e por BLAST, os itens com
identidade e cobertura superiores a 80% foram considerados presentes.

2.6.3 Genes de metabdlitos secundarios
Para identificar os clusters de genes biossintéticos (BGCs) relacionados & producdo de
metabdlitos secundarios, 0 genoma de UnB1430 foi analisado utilizando a plataforma antiSMASH

v7.0 (Blin et al. 2023), com a configuracao padrédo de rigor maximo para deteccao.

2.6.4 Genes de promocao de crescimento

Para a identificacdo in silico de genes envolvidos na promog¢do do crescimento vegetal
(PCV), o genoma foi analisado usando a plataforma PlaBAse (Patz et al. 2021) com os parametros
padrdo. As anotacdes das proteinas foram processadas em um blastp + hmmer que permite a
anotacdo direta de arquivos FASTA. Essas anotacdes foram mapeadas contra a ontologia de
caracteristicas de promogdo de crescimento vegetal com a ferramenta PGPT-Pred, disponivel no

servidor.

45


https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi

2.7 Selecao de regides gendmicas exclusivas para Bco e desenho de primers para PCR

Para o desenho de primers especificos para B. contaminans foi usada a abordagem de
subtracdo in silico. A selecdo de regides gendémicas com potencial para o desenho de primers foi
realizada utilizando o software RUCS, configurado com parametros padréo, visando identificar
rapidamente primers para PCR direcionados a sequéncias core Unicas (Thomsen et al., 2017). Para
essa analise, foi compilado um conjunto de dados contendo 72 genémicas do género Burkholderia,
representando basicamente as 36 espécies validadas dentro desse género e com genomas de melhor
qualidade e 5 sequéncias de B. contaminans. O nimero de genomas por espécie foi de até dois de
cada uma. Adicionalmente, foram incluidas duas sequéncias gen6micas do género
Paraburkholderia para expandir a analise comparativa (Tabela 1). Os primers foram desenhados
para amplificar regides especificas do DNA, com base nas sequéncias de referéncia selecionadas.
A primeira regido alvo selecionada tem como produto a proteina da familia aldolase/aduccina
classe 11, ja a segunda regido tem como produto a molibdopterina molibdénio transferase. Cada
primer foi entdo submetido a uma etapa de validagéo in silico, utilizando a ferramenta primer-

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), na qual foram comparados com todos

0s genomas disponiveis no banco de dados NCBI. Esta validagdo teve como objetivo garantir a
especificidade dos primers, assegurando que eles amplificassem exclusivamente o alvo desejado e
reduzindo ao maximo a ocorréncia de resultados falsos positivos. Trés pares de primers foram
selecionados e sintetizados pela empresa Exxtend.

Os primers sintetizados foram testados por PCR convencional. Cada reacdo foi preparada
adicionando-se 9,9 pL de agua ultrapura, 12,5 puL do kit master mix PROMEGA, 0,3 uL dos
primers F/R (concentracdo de 10pmol/ pL), e 2 uL de DNA (20 ng/uL) (Tabela 2), totalizando 25
puL de volume de reagédo final. A amplificacdo foi realizada no termociclador (BioRad T100)
programado para desnaturacao inicial de 95 °C por 2 min, seguida por 34 ciclos de 30 segundos a
95 °C, 30 segundos a 57,5 °C (F1/R1), 59,3 °C (F3/R3), 60,1 °C (F4/R4) e 30 segundos a 72 °C,
com extenséo final de 72 °C por 5 min. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% a 120V, em tampé&o de corrida TBE, com a inser¢do do marcador 1 Kb-DNA-ladder
(Kasvi), corados com Gel Red (Biotium), visualizados no transluminador de luz ultravioleta (UV)
e fotodocumentados. A PCR foi realizada duas vezes, a primeira apenas com dois isolados de B.

contaminans e a segunda, com diversas espécies de fitobactérias (Tabela 2).
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Tabela 2. Espécies bacterianas utilizadas para os testes de especificidade dos primers

Nome Isolado
Burkholderia contaminans UnB1430
Burkholderia contaminans UnB 1431

Xanthomonas euvesicatorica pv. perforans Xp-84
Xanthomonas euvesicatorica pv. perforans Xp-1432

Xanthomonas euvesicatorica pv. alli Xp-a
Xanthomonas vesicatoria Xv-828
Xanthomonas campestris Xd-58
Xanthomonas phaseoli pv. diffenbachiae ~ Xd
Erwinia psidii Ep-A77
Pseudomonas cichorii Pc-1387

2.8 Ensaios in vitro dos testes de antagonismo, compostos volateis, sideréforos e de resisténcia

a antibiéticos

2.8.1 Microrganismos e condicdes de crescimento para teste de antagonismo

A atividade antagOnica de B. contaminans UnB1430 foi avaliada contra diversos
fitopatogenos, incluindo 10 fungos, 3 oomicetos e 3 géneros de bactérias (Tabela 3). Os isolados
utilizados neste estudo pertencem as cole¢fes dos Laboratorios de Micologia e Bacteriologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia (UnB) e da Embrapa Hortalicas,
Laboratério de Fitopatologia, Gama-DF. Os fungos e oomicetos foram cultivados em meio BDA
(Batata Dextrose Agar), exceto Phytophthora sojae, cultivado em MEAD (Agar Extrato de Malte
Dextrose), enquanto as bactérias foram cultivadas em meio 523. Nos ensaios, foram utilizadas

placas de Petri plasticas com 8 cm de diametro.

Tabela 3. Isolados de fungos, oomicetos e bactérias utilizados neste estudo para os testes in vitro

de antagonismo

Grupo Espécie Isolado Hospedeiro
Funao Corynespora cassicola CCUB-2101 Algodéo
9 Rhizoctonia solani CCUB-5402 Soja
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Macrophomina phaseolina CCUB-4692 soja
Alternaria alternata CCUB-3248 Algodao
Diaporthe sp. CCUB-4259 Pequi
Fusarium solani CCUB-4657 Tomate
Fusarium graminearum Sem codigo Trigo
Colletotrichum pluvivorum CCUB-3183 Algodao

C. karsti CCUB-5412 Geranio
Bipolaris maydis CCUB-5411 Geranio
Phythopthora theobromicola CCUB-1091 Cacau
Oomicetos  P. palmivora CCUB-1205 Cacau
P.sojae CCUB-5401 Soja
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis unB17 Mandioca
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis UnB315 Mandioca
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis EMBRAPA Mandioca
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 607 Tomate

, Ralstonia solanacearum CNPH-RS 672 Tomate

Bactérias . .

Ralstonia solanacearum CNPH-RS 702 Berinjela
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 507 Berinjela
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans EH 2017-27 Tomate
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans EH 2017-12 Tomate
Pseudomonas syringae AMA4-F-2021-55 Tomate

2.8.2 Ensaio in vitro de dupla cultura (fungos e comicetos)

A atividade antag6nica da cepa UnB 1430 foi avaliada pela técnica de dupla cultura in vitro
contra 10 fungos e 3 oomicetos (Tabela 3). Foram adotadas duas metodologias realizadas por
Tagele et al. (2019) e Kong et al. (2020) de inoculacdo da bactéria no meio de cultura, com
variagdes no formato. Na primeira (M1), uma aliquota de 10 uL da cultura bacteriana de UnB1430,
com 24 a 48 horas de crescimento, foi inoculada a cerca de 1 cm da borda da placa. Posteriormente,
um disco de 5 mm, retirado da cultura fangica ativa, foi colocado no centro da mesma placa. As
placas foram incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas luz. Na segunda metodologia (M2),
duas linhas de col6nias de UnB1430, sobre as mesmas condi¢fes de crescimento, foram estriadas
a 2 cm de cada lado do centro da placa. Um disco de 5 mm de didmetro, retirado de uma cultura
fungica ativa com 8 dias de crescimento, foi posicionado no centro da placa. O experimento foi

conduzido com trés repeti¢des para cada isolado, incluindo os controles, e foi repetido duas vezes
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sob condicdes similares. Os resultados foram avaliados medindo-se o didmetro de inibicdo do
crescimento fungico em diferentes momentos apo6s a inoculacdo (dpi), conforme as taxas de
crescimento especificas dos fungos. As medigdes ocorreram aos 8 dpi para Diaporthe sp., Bipolaris
maydis., R. solani e M. phaseolina, aos 10 dpi para F. graminearum e A. alternata, e aos 15 dpi
para Colletotrichum karsti, C. pluvivorum, Corynespora cassiicola, F. solani, P. palmivora, P.
theobromae e P. sojae. A atividade antifungica de UnB1430 foi expressa como a porcentagem de
inibicdo do crescimento (PGI), calculada conforme a formula de Zygadlo et al. (1994). O PGl foi
determinado pela equagdo, PGI = (GC — GT)/GC % 100, onde GC representa o didmetro médio do
fungo cultivado em BDA (controle); GT representa o diametro médio do fungo co-cultivado na
placa de BDA.

2.8.3 Ensaio in vitro em dupla camada (bactérias)

A atividade antagdnica de UnB1430 contra outras bactérias foi avaliada utilizando a técnica
de dupla camada, proposta por Romeiro (2007). Col6nias da bactéria antagonista, previamente
cultivadas em meio so6lido 523 durante 24 a 48 horas, foram semeadas por ponto no centro de
placas contendo o mesmo meio, utilizando-se uma alca de repicagem para depositar uma gota da
suspensao bacteriana na superficie do meio, seguido de incubagdo por 24 a 48 horas a 27 °C.
Decorrido este periodo, as placas com as col6nias foram expostas a luz ultravioleta durante 2 horas,
com o objetivo de eliminar as células de B. contaminans. Posteriormente, cada placa recebeu uma
camada adicional de 5 ml de meio semissolido com crescimento da bactéria alvo incorporado. No
preparo desta camada, os indculos das bactérias-alvo a serem testadas foram ajustados para as
siguintes absorbancia (ODeoo nm): 0,3 para Xanthomonas, 0,1 para Pseudomonas e 0,2 para
Ralstonia. As placas foram incubadas a 27 °C e ap0s 48-72 horas, foi medido didmetro das zonas
de inibicdo. O experimento foi conduzido com trés repeticdes para cada isolado bacteriano,

incluindo os controles, e repetido duas vezes sob condicdes similares.

2.8.4 Compostos volateis

Para determinar a produgdo de compostos volateis, utilizou-se o método de placas
invertidas (Romeiro 2007). Foram usadas placas de Petri plasticas com 8 cm de diametro. Em
placas contendo meio sélido 523, adicionou-se 0,1 ml da cultura da bactéria antagonista na fase

logaritmica de crescimento, espalhando-se uniformemente com uma al¢a de Drigalski. Em outra
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placa, contendo meio sélido BDA ou MEAD para P. sojae, transferiu-se um disco de 5 mm de
diametro de um fungo em crescimento ativo para o centro. Posteriormente, as tampas das placas
foram descartadas, utilizando-se o fundo de uma delas como tampa para a outra. As placas foram
seladas assepticamente com papel filme e envolvidas em papel aluminio para garantir condicGes
uniformes. A incubagdo ocorreu a 25 °C. Apods 8 e 15 dias, foi medido o didmetro do halo de
micélio formado, quando comparado com um controle nédo tratado (na auséncia de crescimento da
antagonista). O experimento foi conduzido com trés repeticdes para cada isolado, incluindo os
controles, e foi repetido duas vezes sob condigdes similares. Este teste foi realizado
exclusivamente para os fungos fitopatogénicos da soja: Rhizoctonia solani, Macrophomina

phaseolina e Phytophthora sojae.

2.8.5 Ensaio de siderdforos

Para verificar a producéo de sideroforos pelo isolado de B. contaminans UnB1430, este foi
cultivado em meio King’s B por 48 horas sob agitacdo, em tubos Eppendorf de 2 mL (Schwyn e
Neilands, 1987). Como controle, foram preparadas culturas no mesmo meio de cultura,
suplementadas com Fe** a 2 puM (solugdo de estoque de FeSOs 7H.O recém-preparada e
esterilizada por filtracdo). Além disso, um controle negativo consistiu no meio de cultura sem
culturas bacterianas. Os frascos foram mantidos a 29 °C por 48 horas, € 0 meio com o crescimento
bacteriano foi centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, o precipitado foi descartado. Volumes iguais
(500 pL) do sobrenadante e da solugdo de corante azul de cromo S (indicador) foram misturados
em um tubo de ensaio. Os tubos contendo a mistura foram avaliados em um periodo de 15 minutos,
e a mudanca de cor de azul para "amarelo-laranja" indicou a producdo de sideréforos pelo
antagonista. Todos os artigos de vidro utilizados neste ensaio foram previamente lavados com HCI
a 10% antes do uso.

A solucdo indicadora de azul de cromo (CAS) consistiu em uma mistura de quatro solucdes
previamente preparadas: 6 mL da solucdo de hexadeciltrimetilaménio (HDTMA) a 10 mM; 1,5
mL de solu¢do de ferro (III) (1 mM FeCl;:6H20 e 10 mM HCI) adicionada sob agitac&o;
posteriormente, uma aliquota de 7,5 mL de solugdo aquosa de CAS a 2 mM foi adicionada
lentamente sob agitacdo; e, por fim, foram adicionados 25 mL de uma solucdo contendo 4,307 g

de piperazina anidra previamente dissolvida em 93,75 mL agua e 6,25 mL de HCl a 12 M,
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cuidadosamente incorporada (Schwyn e Neilands, 1987). Essa solugdo tampéo foi ajustada para

pH 5,6, e 0 volume foi completado para 100 mL com agua Milli-Q.

2.8.6 Teste de resisténcia a antibioticos

O isolado UnB1430 foi testada quanto a resisténcia a antibi6ticos in vitro. Ap6s 24-48 horas de
cultivo em meio King’s B, foi retirada uma aliquota de 100 pL, previamente quantificada para
ODego nm ( 0,1 de absorbancia, correspondendo a 102 UFC/mL), espalhada em uma placa contendo
0 mesmo meio de cultura, utilizando uma alca de Drigalski. Em seguida, discos comerciais
impregnados com antibidticos foram colocados em placas inoculadas com B. contaminans
UnB1430 e incubadas por 12h. Para mensurar a resisténcia e a sensibilidade, as zonas de inibig&o
foram medidas. Foram testados antibidticos dos grupos aminoglicosideos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas e macrolideos (Tabela 4). Os discos utilizados para os antibiogramas foram
adquiridos das empresas SENSIFAR e LABORCLIN.

Tabela 4. Grupos e respectivos nomes dos antibidticos testados e concentragBes para avaliar a

reacdo da cepa UnB1430 de Burkholderia contaminans

Grupo Nome do antibidtico Concentracédo (MCG)
Aminoglicosideos Aminocacina 30
Gentamicina 10
Streptomicina 10
Tobramicina 10
Neomicina 30
Tetraciclinas Minociclina 30
Doxiciclina 30
Tetraciclina 30
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina 5
Levofloxacina 5
Norfloxacina 10
Macrolideos Azitromicina 15

MCG: Micrograma (1g)
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2.9  Potencial de Bco UnB1430 como antagonista e promotor de crescimento de plantulas

2.9.1 Material vegetal e microbiolizacdo das sementes

Foram utilizadas sementes de soja da variedade “Tormenta” (BRASMAX) nos testes in
vivo. As sementes foram previamente desinfestadas por imersdo com etanol a 70% por 3 minutos,
seguidas por hipoclorito de sddio a 2% por 5 minutos, sendo posteriormente lavadas trés vezes
com agua estéril, e secas em papel filtro estéril por 4 h em camara de fluxo laminar. A
microbiolizacao foi realizada adoptando a metodologia de Correa et al. (2009) com modificaces.
As sementes foram mergulhadas em uma suspensao da bactéria antagonista UnB1430, preparada
com &gua estéril e com coldnias cultivadas por 24 a 28 horas a 28 °C. Em seguida, as sementes e
a suspensdo bacteriana foram colocadas em frascos tipo Erlenmeyer de 150 mL e mantidas sob
agitacdo constante a 200 rpm por 5 horas. A suspensdo bacteriana foi ajustada para ODego hm =
0,1 de absorbancia, correspondendo a 108 UFC/mL. Também foram feitas diluigdes para se atingir
uma concentragdo de 10° UFC/mL quando se precisava dessa concentragcdo. Sementes imersas em
agua estéril serviram como controle. Ap6s tratamento, as sementes foram secas ao ar, durante a
noite. Para confirmar a microbiolizacdo, realizou-se um teste no qual, ap0s a secagem, quatro
sementes microbiolizadas e quatro do controle foram colocadas em placas de Petri contendo Agar
Triptona de Soja (TSA). O crescimento da bactéria foi observado apds 24 horas de incubagéo a
28°C na BOD.

Outro teste para avaliar a capacidade de colonizacdo do sistema radicular por Bco foi
realizado utilizando sementes microbiolizadas, seguindo a metodologia descrita por Brasil (2009),
com modifica¢fes. Em uma caixa plastica desinfestada (37 cm de comprimento, 26,5 cm de largura
e 11 cm de altura), foram colocadas quatro folhas de papel Germitest umedecidas com o volume
de agua calculado pelo peso do papel multiplicado por 2,5. As folhas umedecidas foram
organizadas em formato de sanduiche, com duas folhas na base e duas no topo, e as sementes de
soja microbiolizadas foram depositadas no centro. Em seguida, as folhas com as sementes foram
cuidadosamente enroladas e envoltas em uma sacola plastica. Esse rolo foi incubado em BOD a
28 °C e 0 mesmo procedimento foi realizado paras as sementes controle. Apds a emergéncia das
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plantulas (8 dias de incubacao), o sistema radicular foi cuidadosamente cortado e transferido para
placas de Petri de 15 cm contendo meio TSA. As placas foram incubadas por 48 horas a 28°C e a

colonizagdo da bactéria nas raizes foi observada.
2.9.2 Experimento 1: Potencial de biocontrole de UnB1430 contra Rhizoctonia solani

Preparacdo do indculo fungico de R. solani: O isolado CCUB-5402 de R. solani (Tabela 4) foi
cultivado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) por um periodo de 8 a 10 dias. Gréos de arroz,
misturados com 65% de agua destilada, foram colocados em sacos de polipropileno vedados com
base de PVC e algodao e posteriormente autoclavados a 121 °C por 30 minutos a 1 atm de pressao.
Em camara de fluxo laminar, 10 discos de micélio de 5 mm, retirados das bordas da coldnia em
crescimento ativo, foram transferidos para o0s sacos contendo arroz esterilizado e incubados a 25 °C
por 12 dias. Apds esse periodo de incubacéo, o indculo foi triturado em liquidificador para ser

utilizado nos experimentos.

Ensaio de antagonismo com UnB1430: O isolado UnB1430 foi avaliado quanto ao seu potencial
de supressdo contra o isolado CCUB-5402 de R. solani em condicdes de casa de vegetacdo, em
pré e pos-emergéncia da soja. Os experimentos foram conduzidos em vasos de 400 ml, contendo
uma mistura de 30% de solo autoclavado e 70% de substrato a base de fibra de coco (Adubos
Bioferteis). Em cada vaso, foram semeadas duas sementes de soja, que representaram uma unidade
experimental. O delineamento experimental foi realizado em blocos completamente causalizados
(DBC), com trés repeti¢Oes, e com 4 tratamentos organizados, conforme descrito na Tabela 5,
sementes microbiolizadas com B. contaminans e sementes ndo inoculadas, serviram como
controles. O experimento foi repetido duas vezes em condicdes similares. O indculo de R. solani

foi incorporado aos vasos de duas formas, como abaixo:

Pré-emergéncia: no primeiro bioensaio, cada vaso recebeu 5 g de inéculo de R. solani misturado

com o solo e substrato. Cada tratamento contou com 10 unidades experimentais.

Pos-emergéncia: no segundo bioensaio, apds a emergéncia das plantulas e com o desenvolvimento
de duas folhas verdadeiras, o indculo de R. solani foi inoculado em cada vaso, na base do caule de
cada plantula, com cuidado para ndo danificar as raizes. Cada tratamento contou com 8 unidades

experimentais.
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Tabela 5. Descricao dos tratamentos implementados nos experimentos para avaliacao do potencial

antagonista de UnB1430 contra Rhizoctonia solani em plantulas de soja

Tratamentos  Etiqueta Descricéo

1 Controle Sem bactéria e sem fungo

2 Bco Apenas B. contaminans UnB1430 (108 UFC/mL)

3 Bco + Rs Com B. contaminans UnB1430 (10® UFC/mL) + R. solani
4 Rs Apenas R. solani

Avaliacdo da severidade da doenca: As plantulas foram avaliadas 15 dias apds a inoculacdo, e a
severidade da doenga foi determinada utilizando uma escala de notas descritiva variando de 0 a 4,
de acordo com Dorrance et al. (2003) onde: 0 = auséncia de sintomas, 1= hipocétilo com pequenas
lesBes, e entre 1 a 33% de raizes visiveis ou podriddo radicular, 2= hipocotilo com grandes lesdes,
mas sem constrigdes, com aproximadamente entre 33 a 50% das raizes apodrecidas ou danificadas,
3 = hipocétilo com lesdo afundada e constricdo do caule basal e entre 50 até 80% das raizes
apodrecidas e 4= sementes ndo germinadas e/ou plantulas ndo emergidas ou presenca de poucas
raizes.

Com base nas notas atribuidas, foi calculado o indice de doenca (ID) utilizando a formula
de McKinney (1993).

f x
ID(%)=%X100

ID (%) = indice de doenga

f = pontuacdo atribuida a cada muda

n = nimero de mudas com esta pontuacao
F = ndmero total de mudas avaliadas

N = maior pontuagao
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2.9.3 Experimento 2: Avaliagdo de Burkholderia contaminans UnB1430 como promotora de

crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagédo, na Estacdo Experimental de Biologia
da UnB, utilizando vasos com capacidade para 1 kg de solo. Cada vaso foi preenchido com uma
mistura composta por 30% de solo autoclavado e 70% de substrato a base de fibra de coco (Adubos
Bioferteis). O delineamento experimental adotado foi o de blocos completamente casualizados
(DBC), com 3 repeticOes e 5 tratamentos (Tabela 6). Cada tratamento contou com 10 vasos, nos
quais foram semeadas duas sementes por vaso. No entanto, apenas uma planta por vaso foi
considerada como unidade experimental, sendo eliminada a menos vigorosa. Dois dos cinco
tratamentos receberam suspensdo bacteriana como método de inoculacéo da bactéria. As sementes
usadas nesses tratamentos foram microbiolizadas da mesma forma que as do controle. A suspensao
bacteriana (90 mL) (Tabela 6) foi aplicada ao solo ao redor da base do caule entre 12 a 15 dias
apoOs a semeadura, quando as plantulas apresentavam duas folhas verdadeiras. As avalia¢Oes
ocorreram aos 25 e 45 dias ap0s a emergéncia, analisando-se cinco plantas no primeiro periodo e
quatro no segundo periodo. Os parametros avaliados incluiram: altura da planta, comprimento da
raiz, peso fresco total e da raiz, além de biomassa seca total e da raiz. Para as analises de biomassa
seca, as plantas foram colocadas em sacos de papel e submetidas a secagem em estufa a 60 °C por
24 horas.

Tabela 6. Descricao dos tratamentos implementados nos experimentos para avaliagdo do potencial

de promocao de crescimento de soja pela cepa UnB1430

Tratamentos Etiqueta Descricéao

1 Controle Sem aplicacgdo de bactéria

2 SemBco 10® Sementes microbiolizadas com B. contaminans (108 UFC/mL)
3 SemBco 10° Sementes microbiolizadas com B. contaminans (10° UFC/mL)
4 SusBco 108 90 mL de suspensdo de B. contaminans (102 UFC/mL)

5 SusBco 10° 90mL de suspenséo de B. contaminans (10° UFC/mL)
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2.10  Analises estatisticas

Os dados de todos os ensaios foram previamente testados quanto a normalidade e
homoscedasticidade e, em seguida, submetidos a analise de variancia (ANOVA). Assim, o efeito
dos fatores principais e a interacao entre eles foram avaliados pelo teste F (a = 5%). Andlises post
hoc foram realizadas para obter as estimativas das médias marginais e os respectivos intervalos de
confianca. Posteriormente, foi realizada a comparacdo multipla das médias de tratamento a 5% de
significancia usando o teste de Tukey. Sempre que houve efeito significativo, as comparacdes
multiplas foram conduzidas. Quando os dados ndo atenderam as pressuposi¢fes de normalidade e
homoscedasticidade, estes foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e, quando
este apresentou efeito significativo, a comparacdo das médias foi realizada utilizando o teste de

Dunn. Todas as analises e graficos foram produzidos usando o software R (Core Team 2022).
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3. RESULTADOS

3.1 Isolamento da bactéria

A bactéria isolada de folhas do geranio apresentou coldnias mucoides de pigmentacdo amarela e
brilho metalico em meio NA e apresentou crescimento rapido (24 h) a 28°C (Figura 1). No teste de
coloracdo de Gram, resultou como Gram-negativa. Nos testes de infiltracdo nas folhas de tomate e
tabaco, o resultado foi positivo para reacdo de hipersensibilidade (HR) ap6s 24 horas ap0ds a
infiltracdo, indicando que a bactéria poderia ter potencial fitopatogénico. No entanto, apesar de
vérias tentativas de inoculagdo em folhas de geranio, ndo foram observados sintomas caracteristicas
semelhantes aos originais, e os testes de fluxo bacteriano resultaram negativos. Apds a ultima
tentativa de inoculacdo, realizada com auxilio de uma tesoura nas folhas, a bactéria foi reisolada
das folhas. A cultura pura obtida a partir do reisolamento das lesdes no geranio apresentou as
mesmas caracteristicas culturais da bactéria original e confirmou-se sua identidade pela
comparacao dos perfis de BOX-PCR. Esta cultura recebeu o cddigo UnB1431 (ANEXQOS, Figura
1). As folhas de geranio utilizadas para o reisolamento apresentavam lesdes foliares de cor pretas,
a partir das quais também foram isolados dois fungos. Inicialmente, esses fungos foram
caracterizados morfologicamente como Bipolaris sp. e Colletotrichum sp., Posteriormente, a
caracterizacdo molecular foi realizada por meio do sequenciamento do gene marcador
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A amplificacdo do GAPDH foi realizada usando
0s primers Gdpl (5'-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3") e Gdp2 (5'-
GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-3") para Bipolaris sp.; eos primers GDF1 (5'-
GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 3') e GDR1 (5'-GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT-
3") para Colletotrichum sp. A analise molecular confirmou a identidade dos dois fungos como

Coletotrichum krasti e Bipolaris maydis.
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Figura 1. A. Folhas de geranio com manchas necrdticas das quais foi feito o isolamento de B.
contaminans UnB1430 B. Caracteristicas culturais da bactéria isolada, cultivada em meio 523 a
28°C por 48 horas.

3.2 Sequenciamento do genoma e identificacdo do isolado UnB 1430

A plataforma de sequenciamento PromethlON gerou 254.249 reads do isolado UnB1430,
com tamanho minimo de leitura de 1000 bases e méaximo de leitura de 88000 bases, com cobertura
gendbmica média de 146,9x. O CheckM Analysis mostrou 99.89% de completude e baixa
contaminacdo de 0.09%, indicando genoma de alta qualidade. A bactéria apresenta trés
cromossomos, com 3.249.807 bp, 3.637.183 bp e com 1.529.208 bp, e um teor médio de G+C de
66,5%. Outras caracteristicas do genoma estdo descritas na Tabela 7. O genoma foi depositado no
GenBank sob nimero de acesso GCA_040215475.1.

Tabela 7. Caracteristicas gerais do genoma da cepa UnB1430 de Burkholderia contaminans

Dados UnB1430
Data de coleta 2023
Pais Brasil
Estado Distrito Federal
BioProjeto Genbank PRINA1120374
Amostra Bioldgica do Genbank SAMN41688866
Plataforma de sequenciamento Oxford Nanopore PromethlON
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Total de leituras longas 254.249

Método de montagem Flye v. 2.9.3; Medaka v. 1.12.0
Completude do ChecKM (%) 99.89
contaminacéo (%) 0.09%
Cobertura 146.9X
Tamanho do genoma (Mb) 8.4
Teor G + C (%) 66.5
Replicons 3
Genes (total) 7,597
Genes (sequencias codificantes) 7,401
Genes (RNA) 90
rRNA (58S, 16S, 23S) 6,6,6
tRNA 68
NCRNAS 4
Pseudogenes 106
Plasmideo 0

A anélise ANI (Average Nucleotide Identity) identificou o isolado UnB1430 como B.
contaminans, com valor de 97% de identidade com isolados de B. contaminans e 99,98% com o
isolado tipo LMG 23361. Com as demais especies de Burkholderia a identidade ficou entre 82,4 e
94,57% na analise de ANI (Tabela S1).

3.3 Caracteristicas genémicas da espécie Burkholderia contaminans

Conforme as informacOes extraidas do GenBank, foram identificados 15 genomas
completos de isolados de Bco com boa qualidade. Os tamanhos variam de 8.136.142 pb (SCAID
TST1-2021) a 9.438.657 pb (LMG 23361), com nimero de cromossomos/plasmideos entre 3 e 7.
O total de genes anotados no UnB1430 foi de 7.602, sendo ligeiramente inferior a LMG23361
(8.756) e superior a cepa FL-1-2-30-S1-D0 (7.338). Quanto aos pseuddgenes, o UnB1430
apresentou 106, posicionando-se entre os valores extremos observados de 101 (FL-1-2-30-S1-D0)
a 532 (FF145). O indice de CheckM para o UnB1430 foi de 99,89%, consistente com a alta
completude dos demais isolados, que variam de 93,88% a 100%. Em relacdo ao método de
sequenciamento, foram usados, llumina, Oxford Nanopore e PacBio. Outro ponto observado € que
varios isolados tém origem de solo, agua, rizosfera de animais e de pacientes humanos (Anexo,

Figura 1).
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3.4 ldentificacdo de genes de resisténcia a antibioticos

Utilizando o software RGI e ABRICAT e a base de dados CARD, foram identificados
diversos genes associados a resisténcia a antibioticos (ARGs) na cepa B. contaminans UnB1430.
No RGI, foram detectados trés genes: adeF, relacionado a resisténcia a fluoroquinolonas e
tetraciclinas; amrA, associado a resisténcia a aminoglicosideos e cloreto de benzalconio; e
identificados 0 gacG, que confere resisténcia a tobramicina e azitromicina. No ABRICAT, foram
identificados outros seis genes, incluindo amrA: opcM, ceoB e ceoA, associados a resisténcia a
aminoglicosideos e fluoroquinolonas; Omp38 (de Burkholderia pseudomallei), relacionado a
resisténcia a betalactdmicos; e amrB relacionado também a resisténcia a aminoglicosideos.
Esses ARGs estdo relacionados a mecanismos mediados por bombas de efluxo, pertencentes
especificamente as familias de resisténcia, nodulacdo e divisdo celular (RND) e resisténcia a
multiplas drogas (SMR) (Tabela S2).

3.5 Identificacdo de genes de viruléncia e patogenicidade

No genoma de UnB1430 foram identificados 39 genes associados a fatores de viruléncia,
caracteristicos do género Burkholderia (Tabela 8). Entre eles, o gene cdpA relacionado a regulacéo;
pmlR/bspR1, parte do sistema de quorum sensing; pilD, associado ao sistema de adesao via pili
tipo 1V; e os genes wchR, wcbS e wcbT, que desempenham um papel na inibicdo da fagocitose
através da capsule 1. Outros 33 genes identificados estdo envolvidos na mobilidade e invaséo
pertencendo as familias che, flg, flh, fli, e mot, responsaveis pela codificagdo dos componentes do
flagelo. Nao foram identificados genes relacionados com o sistema de secrecdo empregado para
insercdo de efetores na hospedeira (TTSS) e os genes relacionados ao sistema de pili do tipo 1V

estavam incompletos e assim comprometendo o processo de adesao.

Tabela 8. Principais fatores de viruléncia de Burkholderia e genes identificados no genoma da
cepa UnB1430

Genes identificados em

Fator Genes Clusters UnB1430
Adesao BoaA Ausente
BoaB Ausente
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pili tipo IV pilA, pilB, pilC, pilD, pilV,  PilD
pilM, pilS, pilR, pilQ, pilP,
pilO, pilN, pilL, pilT

Sistemas de Bsa T3SS

secrecao Ausente
T6SS-1 Ausente
Motilidade BimA Ausente
Flagelos fliL, flim, fliN, fliO, fliP, cheA, cheB, cheD, cheR,

fliQ, fliR, fliK, fliJ, flil, fliM, cheW, cheY, chez, flgA,
fliG, fliF, fliE, FIiS, figN, flgB, flgC, flgE, flgE,
flgM, flgA, flgB, flgC, flgO,  flgF, flgG, flgH, flgl,
flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, flhA, fIhB,
flgJ, flgK, flgL, fliA, fIhG, fliA, fliF, fliG, fliH, flil,
flnF, flhA, flhB, chez, cheY, fliJ, fliM, fliN, fliP, fliQ,
cheB, cheD, cheR, tsr, cheW, fliR, mota, motB

cheA, cheY1, motB, motA,

fliC, fliD

Antifagocitose  capsula | BPSL2786, wchT, wcbs, wcbR, wcbS e webT
wcbR, webQ, webP, webO,
wcbN, wcbM, gnhA, wcbL,
wcbhK, webJ, webl, webH,
wcbG, webF, webE, wzt2,
wzn, wecbD, webC, wcbB,

wcbA, manC
Biofilmes Quorum bspl2, bspl3, bspR2, bsp3, pmIR/bspR1
sensing bspR4, bspR5, pmll/bspll,
pmIR/bspR1,
Regulacéo CdpA Presente

3.6 Metabdlitos secundarios

A analise realizada no site antiSMASH, especializado na identificacdo de genes homologos
relacionados a producédo de antibioticos e metabdlitos secundarios, identificou a presenca de 20
clusters de genes biossintéticos (BGCs) no genoma de UnB1430 (Tabela 9). Com base na
identidade de sequéncia, cinco desses BGCs (regides 1.8, 1.11, 2.2, 3.1 e 3.3) apresentaram mais
de 50% de similaridade com clusters conhecidos, associados a biossintese de N-aciloxiacil
glutamina, piochelina, ornibactina C4/C6/C8, pirrolnitrina e occidiofungina A. Os demais clusters

apresentaram baixa similaridade com aqueles previamente descritos na literatura.
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Tabela 9. Cluster de genes biossintéticos (BGCs) identificados no genoma de B. contaminans
UnB1430 pelo antiSMASH

Tipo de cluster de Agrupamento
Cr R Localizagao (nt) genes previsto por conhecido e mais %
antiSMASH semelhante
CP157952. 1.1 1 20.650 Betalactona lipopolissacarideo 5%
1 1.2 109.132 131270 Redox-cofator i i
1.3 145.634 166.737 Terpeno - -
1.4 727.096 751.200 Terpeno - -
15 808.096 818.482 Ectoina - -
Cianeto de
hidrogénio/semelhante
1.6 1.431.088 1.477.068 a NRPS - -
Fosfato Tripeptideofosfinotrici
1.7 2.028.915 2.061.811 na 6%
Terpeno N-acilo_xiiacil
1.8 2.186.931 2.207.995 glutamina 50%
1.9 2.837.569  2.858.177 Hserlactona - -
1.10 3.027.684 3.048.754 Terpeno - -
NRP-Metaloforo/ 100
111  3.163.302 3.217.159 NRPS piochelina %
CP1517953. 2.1 773.559 794.461 Terpeno - -
, Ornibactina
HSE-SMetaloforo/ C8/ornibactina 100
2.2 1.140.113  1.205.212 C4/ornibactina C6 %
2.3 2.124.332  2.171.969 TI1PKS o0-antigeno 19%
2.4 3.417.033 3.458.244 Em polietileno APE Vf 10%
CP157954. Outro _ o 100
1 3.1 74.446 115.531 pirrolnitrina %
3.2 520.525 531.340 RiPP-like - -
NRPS-como /NRPS
3.3  1.042.316 1.128.522 /TIPKS/TERPENO  Qccidiofungina A 94%
3.4 1.354.594  1.378.497 Betalactona
3.5 1.497.623 1.527.880 Betalactona lipopolissacarideo 5%

Cr: Cromossomo

R: Regido

%: Similaridade com BGCs
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3.7 ldentificagdo dos genes de promocéao de crescimento

A analise do genoma de B. contaminans UnB1430 no servidor PLaBAse revelou a presenca
de 4515 genes associados a caracteristicas promotoras de crescimento de plantas (PGPTSs),
relacionadas a diversos efeitos diretos e indiretos (Figura 2). Desses, 67% estdo ligados a
mecanismos indiretos, como a colonizagdo do sistema radicular, exclusdo competitiva, controle de
estresse/biocontrole, estimulacdo da resposta de defesa da planta e fungdes putativas. Os outros
33% dos genes estdo associados a mecanismos diretos, incluindo biofertilizacdo, producéo de
fitohormdnios e sinais vegetais, e biorremediacdo (Figura 2). Entre esses, 0s genes relacionados a
biofertilizacdo representam 15% e desempenham func¢bes como solubiliza¢do de potassio (K) e
fosforo (P), assimilagdo de enxofre, aquisicdo de nitrogénio, fixacao de didxido de carbono (CO»),
e aquisicdo de ferro por meio de hemdforos e sideroforos, além de homeostase e outros sistemas

de transporte e aquisicao de ferro.

m Biorremediacao

m Biofertilizacao

® Producéo de Sinal de Fitohormonio/Planta
m Estimulacdo da resposta imune da planta
m Sistema de colonizagéo de Plantas

m Exclusdo competitiva/CE

m Controle de Estresse/Biocontrole

Figura 2. Distribuicdo percentual das fungdes associadas aos genes associados a promocéo de

crescimento identificados no genoma de UnB1430, por médio da PLaBAse

Os genes associados a producdo de fitohorménios e sinais vegetais representam 9% e
incluem func¢des como sintese de vitaminas vegetais, compostos volateis e sinais que regulam e
estimulam a ramificacdo das plantas, sinalizacdo durante a embriogénese e estimulo a germinacao.
Esses genes tambem estdo envolvidos na producédo de fitohormdnios como citocininas, auxinas,
giberelinas, xantina e &cido gama-aminobutirico (GABA), bem como na producéo de fosfolipidios

de sinalizacdo vegetal, terpenoides e seus derivados, ubiquinona/coenzima Q e carnitina vegetal.
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Os genes relacionados a biorremediagdo correspondem aos Ultimos 9% dos mecanismos diretos,
estando envolvidos na descontaminacdo de metais pesados e na biodegradacdo de xenobiéticos
(Tabela S3).

3.8 Desenho de primers

Foram desenhados trés pares de primers (Tabela 10), que foram utilizados no presente
estudo para a deteccdo da bactéria B. contaminans nos ensaios in planta e quando necessario como
uma ferramenta para confirmacdo da identidade. Essa abordagem foi necesséria, pois, até o
momento, ndo existem primers descritos na literatura para a identificacdo molecular especifica de

Bco.

Tabela 10. Lista dos primers desenhados com base no genoma de B. contaminans e seus

respectivos amplicons

Primers Sequéncias (5" -> 3") pb
BurkC_F1 GCTCCCCGAATTCTCCATTC
BurkC R1 CGTGACTTCCTCGTACAGC 205
BurkC_F3 AATACGGTGGGACATCGACC
BurkC R3 ATGCCGCGCAGGGTG 126
BurkC_F4 CGGGAAATACGGTGGGACA
BurkC R4 CGCGCTTGCCTCGCC 82

3.9 Teste dos primers em PCR convencional

Dos trés pares de primers sintetizados, apenas os pares BurkC F1/R1 e F3/R3 geraram
amplicons especificos na PCR, sem amplificacdo de fragmentos inespecificos com o DNA dos dois
isolados de B. contaminans utilizados no teste, demostrando-se adequados para o alvo. O outro
par de primers testado F4/R4 ndo amplificou o fragmento esperado de 82 pb (Figura 3).
Posteriormente, os primers que amplificaram B. contaminans foram testados contra diversas
bactérias fitopatogénicas para verificar sua especificidade. O primer BurkC F1/R1 amplificou um
fragmento proximo de 200 pb em Xanthomonas vesicatoria (Xv-828), Erwinia psidii (Ep- A77) e
Pseudomonas cichorii (Pc-1387) (Figura 4). Por outro lado, o primer BurkC F3/R3, apresentou

maior especificidade para B. contaminans, sem amplificagio do DNA de outras isolados de
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espécies fitopatogénicas (Figura 5). Esse resultado indica que o primer BurkC F3/R3 tem um maior

potencial para uso na identificacdo de B. contaminans

200
100

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons gerados por PCR com trés pares de
primers: BurkC, F1/R1, F4/R4 e F3/R3, utilizando DNA de dois isolados de B. contaminans
(UnB1430 e 1431). As reacdes foram realizadas com temperatura de anelamento de 57,5°C para
F1/R1 (fragmento de 205 pb), 59,3°C para F3/R3 (fragmento de 126 pb), e 60,1°C para F4/R4
(fragmento de 82 pb). M-marcador 1 Kb Kasvi. N-controle negativo (agua).

65



Bco-1430
Bco-1431
Xp- 84
Xp-1432
Xv-828
Xd-58
Ep- A77
Pc-1387

Xp. a
Xd

200

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons gerados por PCR com o par de primers,
BurkCF1/R1com diversos isolados de bactérias fitopatogénicas (Tabela 2), com temperatura de

anelamento de 57,5°C. Tamanho do fragmento esperado:205 pb. M-marcador 1 Kb Kasvi. N-
controle negativo.

100

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons gerados por PCR com o par de primers,
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BurkCF3/R3 com diversos isolados de bactérias fitopatogénicas (Tabela 2), com temperatura de
anelamento de 59,3°C. Tamanho do fragmento esperado: 126 pb. M-marcador 1 Kb Kasvi. N-
controle negativo.

3.10 Ensaios in vitro
3.10.1 Antagonismo a fungos fitopatogénicos

A atividade antifingica de UnB1430 foi avaliada contra 13 fungos fitopatogénicos,
previamente mencionados (Tabela 3), utilizando a técnica de cultura dupla e dois métodos distintos
de inoculacdo da bactéria antagonista. A cepa UnB1430 demonstrou inibicdo significativa do
crescimento micelial de todos os fungos testados, embora a eficiéncia da atividade inibitoria tenha
sido variavel entre as espécies. Houve formacdo de halo ao redor da bactéria antagonista, indicando
que a inibicdo ndo ocorreu apenas por competicdo, mas também possivelmente pela producéo de
metabolitos secundarios. Além disso, mudancas visiveis na coloracdo micelial foram observadas
nos fungos confrontados com a cepa UnB1430 (Figura 6). No método M2 (duas linhas paralelas
estriadas da cepa UnB1430 a 2 cm de cada lado do centro da placa, com um disco do fungo
depositado na metade entre as duas linhas), a maior porcentagem de inibicao foi observada para
Phytophthora sojae (PS), com uma média de 84,8 + 1,38, destacando-se estatisticamente em
relacdo aos demais fungos. Na sequéncia, isolados como Rizoctonia solani (RS), P. palmivora (PP)
e Bipolaris maydis (BM) também apresentaram inibi¢Ges superiores a 80% sem diferencas
significativas entre si. Por outro lado, o isolado que apresentou a menor inibi¢do foi Fusarium
solani (FS), com uma média de 54,3 + 1,38, resultado semelhante na metodologia M1 (10 uL de
suspensdo de células de UnB1430 inoculados a 1 cm da borda da placa, enquanto um disco da
cultura fangica foi colocada no centro da placa). No método M1, o comportamento dos isolados
testados foi diferente, com resultados significativamente menores em comparacao ao método M2.
O isolado PS, que teve o melhor desempenho no método M2, apresentou uma reducdo consideravel
na inibicdo, com média de 26,2 + 1,38. Isolados como RS e Macrophomina phaseolina (MP)
seguiram a mesma tendéncia, com percentuais mais baixos de inibicdo. No entanto, Phytophthora
theobromicola (PT) foi o isolado que apresentou a maior porcentagem de inibi¢do e diferencas

significativas, com média de 46,7 + 1,38 em relacdo aos demais isolados.
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Figura 6. Ensaios de cultura dupla para inibicdo do crescimento fingico pelo efeito antagénico de
Burkholderia contaminans UnB1430 a 25 °C, utilizando duas metodologias. As medig¢des foram
realizadas aos 8 dias apds a inoculagdo (dpi) para Diaporthe sp. (D), Bipolaris maydis. (BM),
Rhizoctonia solani (RS) e Macrophomina phaseolina (MP); aos 10 dpi para Fusarium
graminearum (FG) e Alternaria alternata (AA), e aos 15 dpi para Colletotrichum karsti (CK), C.
pluvivorum (CP), Corynespora cassiicola (CS), F. solani (FS), Phytophthora. palmivora (PP), P.
theobromae (PT) e P. sojae (PS).

Tabela 11. Avaliacdo da atividade antifingica de Burkholderia contaminans UnB1430 contra

fungos fitopatogénicos por dois diferentes métodos

Método Espécie Isolado  Média + EP Comp. Méd
M2 Fusarium solani FS 54.3+1.38 A

M2 Colletotrichum pluvivorum CP 61.3+1.38 B

M2 Corynespora cassicola CcC 65.8 + 1.38 BC
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M2 Fusarium graminearum FG 68.8 +1.38 CD
M2 Macrophomina phaseolina MP 71.7+1.38 CDE
M2 Diaporthe sp. D 729+ 1.38 DE
M2 Alternaria alternata AA 74.6 +£1.38 DEF
M2 Phytophthora theobromicola PT 75.0+1.38 DEF
M2 Colletotrichum karsti CK 77.1+1.38 EF
M2 Bipolaris maydis B 80.0+1.38 FG
M2 Phytophthora palmivora PP 80.6 +1.38 FG
M2 Rhizoctonia solani RS 80.8+1.38 FG
M2 Phytophthora sojae PS 84.8 +1.38 G
M1 Fusarium solani FS 16.2£1.38 A
M1 Phytophthora sojae PS 26.2 +1.38 B
M1 Macrophomina phaseolina MP 27.1+1.38 BC
M1 Rhizoctonia solani RS 325+1.38 BCD
M1 Diaporthe sp. D 33.3+1.38 CD
M1 Fusarium graminearum FG 35.0+1.38 DE
M1 Phytophthora palmivora PP 36.3+1.38 DE
M1 Alternaria alternata AA 37.1+1.38 DE
M1 Corynespora cassicola CC 37.5+1.38 DE
M1 Colletotrichum pluvivorum CP 37.8+1.38 DE
M1 Bipolaris maydis B 38.8+1.38 DE
M1 Colletotrichum karsti CK 40.4 +1.38 EF
M1 Phytophthora theobromicola PT 46.7 +1.38 F

M2: metodologia 2, duas linhas paralelas estriadas da cepa UnB1430 a 2 cm de cada lado do centro
da placa, com um disco do fungo depositado na metade entre as duas linhas.
M1: metodologia 1, 10 ul de suspensdo de células de UnB1430 inoculados a 1 cm da borda da
placa, enquanto um disco da cultura fangica foi colocada no centro da placa.
Meédia + EP: Média da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (didmetro cm), calculada
com base na reducdo do didmetro das culturas tratadas em comparagdo com o0s controles,
acompanhada do erro padréo obtido a partir de 3 repeticdes em dois ensaios.
Comp. Méd: comparacdo de médias com base no teste de Tukey (p < 0,05). Letras iguais indicam

que os valores ndo diferem estatisticamente entre si.

A ANOVA p (p-value < 2,2 x 10') indicou um efeito significativo de UnB1430 sobre a inibigéo
do crescimento micelial
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3.10.2 Antagonismo a bactérias fitopatogénicas

A atividade de antibiose da cepa UnB1430 foi avaliada contra trés géneros de fitobactérias,
incluindo duas patovares do género Xanthomonas, por meio da metodologia de dupla camada. Os
resultados revelaram diferencas significativas no potencial de inibicdo de crescimento entre 0s
isolados testados. O isolado de Pseudomonas syringae apresentou a menor média de antibiose (1,00
+ 0,15), destacando-se como o0 menos suscetivel. Por outro lado, os isolados de Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis, juntamente com os de Ralstonia solanacearum, demonstraram ser 0s mais
sensiveis a antibiose de UnB1430, apresentando médias de inibicdo superiores em relacdo aos
demais isolados. Ja os isolados de X. euvesicatoria pv. perforans exibiram niveis intermediarios de

inibicdo. As taxas de antibiose estdo apresentadas na Tabela 12 e na Figura 7.

Tabela 12. Avaliacdo da atividade de antibiose de Burkholderia contaminans UnB1430 contra

bactérias fitopatogénicas

Espécie Isolado Média + EP Comp. Méd
Pseudomonas syringae AMA4-F-2021-55 1.00 £ 0.15 A
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans | EH 2017-12 2.67 £0.15 B

X. euvesicatoria pv. perforans EH 2017-27 3.27+£0.15 BC
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 507 3.57+£0.15 CD
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 702 3.90 £ 0.15 CDE
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 672 3.97£0.15 CDE
X. phaseoli pv. manihotis EMBRAPA 4.03+0.15 DE
Ralstonia solanacearum CNPH-RS 607 4.07 £0.15 DE
X. phaseoli pv. manihotis UnB315 4.20 £ 0.15 DE
X. phaseoli pv. manihotis UnB17 447 +0.15 E

Média £ EP: Média do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano, calculada com base na reducao
do diametro das culturas em cm, acompanhada do erro padrao obtido a partir de 3 repeticdes em
dois ensaios.

Comp. Méd: comparacao de médias com base no teste de Tukey (p < 0,05).

A ANOVA p (p-value 1,81 x 10-1) indicou um efeito significativo de UnB1430 sobre a inibicio
do crescimento bacteriano.
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Figura 7. Ensaios de dupla camada para testar a antibiose de Burkholderia contaminans UnB1430
contra trés géneros de fitobactérias: Ralstonia solanacearum (CNPH-RS 607; CNPH-RS 507;
CNPH-RS 702 e CNPH-RS 672); Xanthomonas. phaseoli pv. manihotis (EMBRAPA; UnB315;
UnB17); X. euvesicatoria pv. perforans (EH 2017-12 e EH 2017-27); Pseudomonas syringae
(AM4-F-2021-55).

3.10.3 Siderdforos e compostos volateis

O isolado UnB1430 demonstrou a capacidade de produzir sideréforos e compostos volateis
(Figura 8). No ensaio de producdo de sideroforos, foi evidenciada pela mudanca de cor para
amarelo-laranja, observada no tratamento (Bco sem ferro). Entretanto, também houve mudanca de

cor no tratamento (Bco com ferro), o que ndo era esperado, uma vez que a presenca de ferro
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geralmente reprime a produgdo de sideroforos. Esse resultado pode estar relacionado a baixa
concentracdo de Fe*" (2 uM) utilizada. O controle negativo (CN) ndo apresentou contaminacao,
pois sua coloracdo permaneceu inalterada . A acdo de compostos volateis produzidos por UnB1430
foi avaliada quanto a capacidade de inibicdo do crescimento dos fungos PS, RS e MP. Os resultados
(Tabela 13) confirmaram que UnB1430 é capaz de produzir compostos volateis e usar este
mecanismo como biocontrole, ja que inibiu o crescimento dos fungos testados, com excecdo de
MP, cujo crescimento foi acompanhado apenas por mudancas na coloracdo micelial. O teste T nédo
revelou diferencas significativas entre os tratamentos e o controle (P > 0,05). O teste de Tukey
mostrou que MP apresentou a menor resposta ao efeito dos compostos volateis (8,00 + 0,314),
indicando a auséncia de inibicdo significativa. Em contrapartida, PS (3,83 £ 0,152) e RS (4,48
0,177) demostraram maior inibicdo por compostos volateis, mas ndo apresentaram diferencas
significativas entre si.

Tabela 13. Inibicdo do crescimento de trés fungos fitopatogénicos da soja por efeito da producéo

de compostos volateis da bactéria Burkholderia contaminans UnB1430

Fungo Média + EP Comp. Méd
Phytophthora sojae (PS) 3.83+£0.152 A
Rhizoctonia sojae (RS) 448 £0.177 A

Macrophomina phaseolina (MP) 8.00+0.314 B

Média + EP: Média do halo de inibigdo do crescimento fungico, calculada com base na reducéao
do diametro das culturas em cm, acompanhada do erro padrao obtido a partir de 3 repeticdes em
dois ensaios.

Comp. Méd: comparacao de médias com base no teste de Tukey (p < 0,05).

A ANOVA p (p-value 2,71 x 10-°) indicou um efeito significativo da producdo de compostos
voléateis de UnB1430 sobre a inibigdo do crescimento bacteriano.

Valores médios do controle: Phytophthora sojae (PS) = 8 cm, Rhizoctonia sojae (RS) =8 cm e
Macrophomina phaseolina (MP) = 5,5 cm.
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Figura 8. Producdo de sideroforos e compostos volateis por Burkholderia contaminans UnB 1430
A. Mudanca de cor para amarelo-laranja, indicando a producdo de siderdforos pelo isolado
UnB1430. CN- controle negativo; Bco com suplementacéo de ferro; Bco sem ferro. B. inibi¢éo do
crescimento de Macrophomina phaseolina (MP), Rhizoctonia solani (RS) e Phytophtothora sojae
(PS), no ensaio de compostos volateis, evidenciando diferencas no crescimento dos fungos em
comparacdo ao controle. C. Halo de sensibilidade em resposta ao antibidtico testado, do grupo de
tetraciclinas (Minociclina-MIN, Doxiciclina-DOX e Tetraciclina-TET), fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina-CIP, Levofloxacina-LVX e Norfloxacina-NOR), macrolideos (Azitromicina-AZl)
e aminoglicosideos (Aminocacina-AMI, Gentamicina-GEN, Estreptomicina-EST, Tobramicina-
TOB, e Neomicina-NEO)

3.10.4 Resisténcia a antibioticos

No teste de resisténcia a antibidticos em agar, UnB1430 apresentou sensibilidade a maioria dos
antibidticos testados, com excecdo de resisténcia a tetraciclina (30 pg), pertencente ao grupo das

tetraciclinas. Esse foi o Unico caso de resisténcia observado fenotipicamente (Tabela 14).

Tabela 14. Sensibilidade e resisténcia da bactéria UnB1430 a diferentes classes de antibidticos

Grupo Nome do antibi6tico Halo (cm) Resultado

Aminoglicosideos  Aminocacina 1,8 S
Gentamicina 2,1 S
Estreptomicina 1,25 S
Tobramicina 2,2 S
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Neomicina 1,7 S
Tetraciclinas Minociclina 1,9 S
Doxiciclina 1,75 S
Tetraciclina 0 R
Fluoroquinolonas  Ciprofloxacina 1,8 S
Levofloxacina 1,85 S
Norfloxacina 1,75 S
Macrolideos Azitromicina 1,8 S

S:sensibilidade
R: resisténcia

Halo de sensibilidade

3.11 Experimentos em casa de vegetacédo

3.11.1 Microbiolizagdo das sementes e colonizagéo radicular de UnB1430

A microbiolizacdo das sementes foi confirmada, pois, ao comparar as placas do controle, observou-
se crescimento bacteriano sobre as sementes. Além disso, verificou-se a capacidade de colonizagao
radicular pelo isolado UnB1430 (ANEXO, Figura 3 A e B).

3.11.2 Potencial de biocontrole de Burkholderia contaminans UnB1430 contra Rhizoctonia

solani

Neste ensaio, investigou-se o potencial de UnB1430 para controle da podriddo-radicular
causada por R. solani em condicdes de casa de vegetacdo, inoculado em condi¢bes de pré e pos-
emergéncia. Observou-se a reducao da severidade da doenca em ambas as condi¢fes, embora néo
sempre significativamente diferente em relacdo ao tratamento apenas com R. solani (RS) (Figura
9).

Nos ensaios de pré-emergéncia (Figura 9 A), observou-se que o tratamento Rs (controle
negativo) apresentou indices de severidade (ID) proximos a 100%, indicando sintomas severos.
Esse valor foi significativamente superior aos controles Bco (plantas inoculadas apenas com Bco)
e controle absoluto (plantas ndo inoculadas), ambos com ID 0%, como esperado. Em contraste, o
tratamento Bco + Rs, que incluiu a aplicacdo de Bco UnB1430, resultou em uma reducéo

consideravel da severidade da doenga nas plantulas de soja, com ID também préximo a 0%. No
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entanto, estatisticamente, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos Rs,
Bco e Bco + Rs, possivelmente devido a variabilidade nos dados. Na repeticdo do experimento
(Figura 8B), o tratamento Bco + Rs apresentou severidade intermediaria, com ID
significativamente menor em comparacdo ao tratamento Rs, mesmo este apresentando uma
severidade maior. Esses resultados podem ser atribuidos a influéncia das condi¢cGes ambientais
durante o experimento, como temperaturas mais baixas e maior umidade relativa, que
intensificaram a severidade da doenca. Mesmo sob essas variac@es, 0 tratamento contendo Bco
UnB1430 manteve uma reducéo consistente na severidade da doenca em relagéo ao tratamento Rs.

Nos ensaios de pos-emergéncia (Figura 9 C), o tratamento Rs continuou a apresentar o0s
maiores indices de severidade, com valores variando entre 75% e 100%. Esses resultados indicam
a presenca de sintomas severos, como lesdes afundadas no hipocétilo, constricdo do caule basal e
até apodrecimento de 50% a 80% das raizes. Nesta fase também foi observada uma reducéo nos
sintomas com o tratamento Bco + Rs, cujos resultados estatisticos foram semelhantes aos
observados de pré-emergéncia em ambos 0s experimentos, variando a significancia do indice da

doenca no segundo experimento (Figura 9 D).
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Figura 9. Potencial de Burkholderia contaminans UnB1430 para o biocontrole da podridao-
radicular da soja causada por Rhizoctonia solani em condicgdes de casa de vegetagdo. (A) e (B):
Avaliacdo em pré-emergéncia. (C) e (D): Avaliacdo em pos-emergéncia. Severidade= % Indice de
severidade. Tratamentos Rs (apenas R. solani), Bco + Rs (plantulas tratadas com UnB1430 e R.
solani), Bco (apenas UnB430) e o controle absoluto (plantas ndo inoculadas) (A) e (C): gréafico
referente ao primeiro ensaio. (B) e (D): Gréafico referente a repeticdo do ensaio em um periodo

posterior no tempo. ns= ndo significativo, * = significativo, ****= altamente significativo.
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Figura 9. Efeitos da inoculagdo de Burkholderia contaminans UnB1430 (Bco) no controle da
podriddo-radicular da soja causada por Rhizoctonia solani (Rs). (A), (B) e (C): sintomas apds
inoculacdo na pré-emergéncia. (D), (E) e (F): Sintomas na pos-emergéncia. (A) e (D): plantulas
tratadas apenas com R. solani, mostrando sintomas severos de leses profundas e alta severidade
de podriddo radicular. (B) e (E) plantulas tratadas com R. solani e Bco UnB1430, mostrando
sintomas reduzidos de lesGes e maior integridade das raizes. (C) e (F). Comparacdo visual entre os

tratamentos.

77



3.11.3 Potencial de Burkholderia contaminans UnB1430 na promogéo de crescimento de
plantulas de soja

As variaveis avaliadas nas plantulas, como altura da planta, comprimento da raiz, peso
fresco e peso seco (considerando o total da plantula e apenas a raiz), apresentaram varia¢ées nos
tratamentos com UnB1430 entre as avaliacdes realizadas aos 25 e 45 dias ap6s a emergéncia Na
avaliacdo realizada aos 25 dias, o tratamento nas sementes com UnB1430 (semBco 108) apresentou
médias significativamente superior para altura, comprimento da raiz e peso fresco em relagéo ao
controle, enquanto os demais tratamentos ndo diferiram significativamente (Figuras 10A, C e E),
J& na avaliacdo aos 45 dias, essas ndo foram mantidas, indicando um efeito temporario para esses
parametros (Figura 10B, D e F). No entanto, o peso fresco das raizes (Figura 11, A e B) mostrou
resultados consistentes em ambas as avaliagdes. O tratamento SemBco-108 ufc/mL promoveu um
aumento significativo no peso das raizes em relacdo aos demais tratamentos, mantendo 0 mesmo
padrdo de eficiéncia aos 45 dias. No entanto, os tratamentos SusBco-108 e SemBco-10°, mostraram
desempenhos mais proximos ao tratamento SemBco-108 nesta avaliacdo final (45 dias). Os
resultados do peso seco das raizes (Figuras 11, E e F) corroboraram os dados do peso fresco. Aos
25 dias, os tratamentos SemBco-10® e SusBco-108 diferiram significativamente do controle,
enquanto os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas. Aos 45 dias, o efeito positivo da
inoculacio de UnB1430 numa concentracio 108 ufc/mL tornou-se ainda mais evidente,
apresentando resultado significativamente superior aos demais. O peso seco total das plantulas
(Figuras 11, C e D) também revelou o impacto positivo do tratamento SemBco-10%. Em ambas as
avaliagOes, as plantulas tratadas com essa concentracdo diferiram significativamente do controle,
enquanto os demais tratamentos ndo mostraram diferencas estatisticas. Esses resultados demostram
que a inoculacdo com a cepa UnB1430, na concentracdo de 108 UFC/ml, promoveu um aumento
significativo no peso total da planta, evidenciando seu potencial como agente promotor de

crescimento (Figuras 12, A e B).
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Figura 10. Avaliacdo da promocéo de crescimento por Burkholderia contaminans UnB1430 em

plantulas de soja, considerando os seguintes parametros: (A) e (B) altura da planta; (C) e (D)

comprimento da raiz; (E) e (F): peso fresco total da plantula. As avaliagdes foram realizadas aos

25 dias apds a emergéncia (A, C e E) e aos 45 dias apos a emergéncia (B, D e F). Valores médios
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com a mesma letra em cada avaliagdo ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05), conforme

o teste Tukey.
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Figura 11. Efeito de Burkholderia contaminans UnB1430 na promocdo de crescimento em
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plantulas de soja, considerando os parametros: (A) e (B) peso fresco da raiz. (C) e (D) peso seco
total da plantula, (E) e (F) peso seco da raiz. As avaliacdes foram realizadas aos 25 dias apds a
emergéncia (A, C e E) e aos 45 dias ap0s a emergéncia (B, D e F). Valores medios com a mesma

letra em cada avaliacdo ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05), conforme o teste Tukey.

Controle
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Figura 12. Efeito de Burkholderia contaminans UnB1430 na promocdo de crescimento em
plantulas de soja via inoculacdo nas sementes ou em suspensdo nas plantulas, em duas

concentracOes da bactéria. A: avaliacdo aos 25 dias. B: avaliacdo aos 45 dias ap0s emergéncia.

4 DISCUSSAO

Varias espécies do género Burkholderia tém sido reconhecidas por seu potencial em
processos agricolas, ambientais, industriais e farmacéuticos. No contexto agricola, essas espécies
estabelecem interacBes benéficas com as plantas, promovendo maior tolerancia a fitopatdgenos,
resisténcia a estresses ambientais (como seca e salinidade), reducdo do estresse oxidativo e
estimulo ao crescimento vegetal. Essas bactérias também melhoram a eficiéncia da fotossintese e
facilitam a absorgéo de nutrientes (Pal et al. 2022).

Neste estudo, foi identificada uma bactéria Gram-negativa a partir de folhas de geranio
apresentando lesbes necroticas. Apds varias tentativas de inoculacdo em plantulas de geranio, a
bactéria foi reisolada das folhas assim como dois fungos. O isolado bacteriano original, UnB1430,
foi identificado como Burkholderia contaminans, enquanto os fungos foram identificados como
Bipolaris maydis e Colletotrichum kastri. Os testes realizados demostraram que UnB1430
apresentou antagonismo contra os dois fungos isolados do geranio in vitro, mas se a bactéria exerce
esse antagonismo na planta ainda precisa ser investigado. A incapacidade de reproducdo dos
sintomas somente com a inoculacdo de UnB 1430 sugere que a bactéria tem um papel secundario
como endofitica. Esse papel foi reforcando pela incapacidade da bactéria de reproduzir os sintomas
necroticos caracteristicos observados no isolado original, mesmo apos trés tentativas de inoculacéo
em folhas de geranio. Embora a bactéria tenha apresentado reacdo de hipersensibilidade (HR) no
teste de infiltracdo. Sua interacdo com o geranio ndo resultou em sintomas tipicos de
patogenicidade. Assim € provavel que a bactéria atue de forma ndo patogénica no contexto
avaliado, desempenhando um papel potencial benéfico como antagonista de fungos
fitopatogénicos. Reages tipicas de HR ja foram relatadas em outras espécies de Burkholderia spp.
com potencial em biocontrole e PGPB. Pois, B. seminalis R456 demostrou HR e foi incapaz de
causar sintomas de doenca em mudas de arroz (Li et al. 2011). A analise e anota¢cdo do genoma de
UnB1430 revelou ser constituido por trés cromossomos, totalizando 8,4 Mb, e apresentando genes

caracteristicos relacionados ao hiocontrole e PGPB.
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Diversos microrganismos tém sido amplamente utilizados como agentes de biocontrole,
demostrando eficicia na supressdo de fungos e bactérias causadores de doencas agricolas
(Bonaterra et al. 2022). Seguindo essa linha, a cepa UnB1430 foi avaliada sob condi¢Ges de casa
de vegetacdo, mostrando potencial como agente de biocontrole e promotor de crescimento em
plantulas de soja. A inoculacdo das sementes com a bactéria (concentragdo de 108 ufc/mL)
aumentou significativamente o peso fresco das plantulas e reduziu a severidade da podriddo-
radicular causada por Rhizoctonia solani durante a fase de pré e pos-emergéncia. Os sintomas de
severidade foram determinados com base na escala de notas e variaram conforme a fase da
emergéncia. Nos estagios iniciais (pré-emergéncia), os sintomas incluiram necrose radicular e
morte das plantas antes da emergéncia. Em pds-emergéncia, a doenca se manifestou por lesdes
necréticas no caule proximo ao solo, resultando em tombamento das plantas. Esse fitopatogeno,
conhecido por sua diversidade morfoldgica, gama de hospedeiros e agressividade (Ajayi-oyetunde
e Bradley 2018), representa um desafio no manejo fitossanitéario de culturas agricolas importantes.

Os resultados obtidos corroboram estudos prévios que destacaram o potencial do género
Burkholderia como agente biocontrolador de R. solani em culturas como algodéo, tomate, milho e
arroz. B. contaminans KNU17BI1, B. cepacia CF-66 e BC11, B. vietnamiensis C12 e B. seminalis
R456 ja demostraram eficacia no controle desse patégeno (Kang et al. 1998; Quan et al. 2006;
Cuong et al. 2011; Liet al. 2011; Tagele et al. 2018; Zhang et al. 2020; Meng et al. 2023).
Entretanto, este é o primeiro estudo a investigar o potencial de B. contaminans como agente de
biocontrole de R. solani na cultura da soja, ampliando as op¢des de manejo dessa doenca.

Além disso, o efeito combinado de Burkholderia com outras bactérias, como Bacillus
subtilis, ja foi descrito como uma estratégia para potencializar a supressdo de doencas. Szczech et
al. (2004) demostraram que a aplicacdo sequencial de B. cepacia BY e Bacillus subtilis RB14-C
reduziu significativamente a doenca em tomate, sugerindo que a associagdo da Bco UnB1430 com
outros agentes biocontroladores poderia ser uma abordagem interessante para estudos futuros.

Os resultados obtidos na anélise do genoma também reforcam as caracteristicas de
UnB1430 como promotora de crescimento, atributo marcante do género Burkholderia. Esse
potencial inclui acdes diretas como solubiliza¢do de nutrientes (K e P), assimilacdo de enxofre, ,
fixacdo de nitrogénio, producéo de fitohormonios (citocininas, auxinas, giberelinas, xantina e acido
gama-aminobutirico-GABA) e sintese de sideroforos, além de ag¢des indiretas, como a redugdo de

estresses oxidativos e abidticos. Estudos que avaliaram o potencial PGPB deste género na cultura
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da soja demostraram um aumento no peso fresco das plantas, mesmo na presenca de cadmio.
Nesses estudos as cepas Burkholderia sp. D54 e B. contaminans ZCC, mostraram atividades
semelhantes (Guo et al. 2020; You et al. 2021) e a producdo de hormonios regulam processos-
chave no crescimento vegetal e no desenvolvimento radicular, além de modular respostas ao
estresse abidtico, como salinidade e seca (El Sabagh et al. 2022). Estudos com outras cepas de
Burkholderia também demostraram a presenca de genes associados a sintese de fitormonios e
solubilizacéo de nutrientes, reforcando o papel dessa espécie como promotora de crescimento (Heo
et al. 2022; Tagele et al. 2018; You et al. 2021).

No contexto do antagonismo a fitopatdgenos, UnB1430 demonstrou significativa inibicdo
in vitro do crescimento micelial e alteracdes visiveis na coloracdo de diversos fungos testados, com
resultados varidveis entre as espécies. Por exemplo, Fusarium solani apresentou menor inibicéo,
um comportamento distinto de estudos envolvendo B. arboris DHR18, que demonstraram maior
eficiéncia contra essa espécie (Yang et al. 2024). Essa variacdo ressalta a complexidade das
interacBes microbianas e a importancia de caracterizar as atividades de cepas especificas em
diferentes contextos. Além disso, Bco UnB1430 exerceu atividade antibiotica contra trés géneros
de fitobactérias, reforcando seu amplo espectro de acéo.

O desempenho de UnB143 variou significativamente de acordo como método de inoculagédo
utilizado, uma vez que foram obtidos resultados distintos dependendo da metodologia aplicada.
Isso evidencia a importancia de selecionar o método mais adequado para cada contexto
experimental in vitro. Além disso, mudangas visiveis na colora¢do micelial foram observadas nos
fungos confrontados com a cepa UnB1430, sugerindo inducdo de alteragcdes no desenvolvimento
desses fungos. Esses resultados indicam que a inibi¢cdo do crescimento ndo ocorre apenas por
competicdo por espaco e nutrientes, mas também pode estar relacionada a producdo de metabdlitos
secundarios.

Diversas cepas de B. contaminans e outras espécies do género Burkholderia foram
previamente avaliadas e relatadas como potenciais agentes de biocontrole (Depoorte et al. 2021;
Barrera-Galicia et al. 2021; Heo et al. 2022; Othman 2023; Kong et al. 2023; Meng et al. 2024; Jia
e Lu 2024). Por exemplo, a cepa B. demonstrou atividade inibitoria contra Botrytis cinerea e Phoma
medicaginis, devido a producdo da enzima beta-N-acetil-hexosaminidase essencial na degradacao
da parede celular de fungos (Ben Slimene Debez et al. 2024). De forma semelhante, B. contaminans

KNU17BI1 inibiu fitopatogenos como Stemphylium botryosum e R. solani, além de reduzir a
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severidade da infecgdo por R. solani em milho (Deng et al. 2017).

Adicionalmente, Burkholderia contaminans S614 contaminans MS14 destacou-se por sua
atividade bactericida, mediada pela producéo do sider6foro ornibactina, que inibe o crescimento
de bactérias fitopatogénicas como Erwinia amylovora, Ralstonia solanacearum, Burkholderia
glumae, Xanthomonas citri pv. malvacearum e Clavibacter michiganensis, além de diversos
fungos (Tagele et al. 2018).

A espécie B. contaminans é amplamente reconhecida por sua capacidade de produzir
diversos metabdlitos secundarios com propriedades antifungicas e bactericidas, como a
occidiofungina e siderdforos. Esses compostos apresentam uma ampla gama de atividades contra
patdgenos de plantas e animais, robustecendo o potencial biotecnol6gico da espécie (Hansanant et
al. 2024). A analise genémica da cepa UnB1430 revelou clusters biossintéticos associados a
producdo de metabdlitos secundarios com atividades antimicrobianas, incluindo pirrolnitrina, N-
aciloxiiacil glutamina, sider6foros (Piochelina e ornibactina C4/C6/C8), além de occidiofungina.
Esses metabdlitos desempenham um papel central na inibi¢éo de fitopatdgenos, e podem contribuir
para a PCV. A occidiofungina um glicolipopeptideo nédo sintetizado ribossomicamente, apresenta
um mecanismo de a¢éo Unico, alterando a integridade da parede celular ou induzindo apoptose em
celulas fangicas (Ma et al. 2020; Gu et al. 2011; Hansanant et al. 2024). Estudos prévios destacam
sua potente atividade antifungica contra diversos patogenos (Doty et al. 2022; Jia et al. 2022).

Os siderdforos pioguelina e ornibactina também séo reconhecidos por suas propriedades
antimicrobianas. A pioquelina, identificada originalmente em Pseudomonas aeruginosa
(Reimmann et al. 2016) e ornibactina em B. cepacia, possuem propriedades bactericidas que tém
sido amplamente estudadas (Sokol et al. 2000; Deng et al. 2017). A similaridade bioldgica entre
as cepas B. contaminans UnB1430 e a cepa MS14, previamente caracterizada por seu potencial
biocontrolador, sugere que ambas compartilham mecanismos genéticos responsaveis pela sintese
de metabdlitos bioativos e atividades antimicrobianas (Deng et al. 2016).

A andlise do genoma da cepa UnB1430 revelou informagGes importantes sobre sua
estrutura genética, destacando fatores relacionados a viruléncia, motilidade, resisténcia
antimicrobianos e adaptacdo ambiental. Esses resultados contribuem para a compreensao de seu
potencial biotecnologico e perfil ndo patogénico.

Dentre os fatores de viruléncia, foram identificados apenas trés genes relacionados a

inibicdo da fagocitose (wcbR, wchS e wcbT) que codificam componentes da capsula do tipo 1.
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Entretanto, a auséncia de um conjunto completo de genes para sistemas de secre¢do, como T3SS e
T6SS, diferencia a UnB1430 de outras cepas de B. contaminans, como no estudo de Kim et al.
(2023) que identificou esses sistemas em outras cepas da mesma espécie. Esses sistemas,
frequentemente associados a patogenicidade, desempenham papéis cruciais na entrega de efetores
que ajudam na evasdo imunologica e interagfes com o hospedeiro (Kendall 2017; Vander Broek e
Stevens 2017; Yang et al. 2018). Assim, a auséncia desses sistemas reforca o perfil ndo patogénico
da cepa UnB1430.

Em relacdo a adesdo, foi identificado apenas o gene pilD, relacionado a formacéo de pili
tipo 1V (T4P). Entretanto, a auséncia de outros genes essenciais para a formacgdo completa do T4P,
como pilA, pilB e PilD, sugere que a capacidade de adesdo e colonizacdo é limitada. Estudos
anteriores destacam a relevancia do T4P em processos de adesdo, motilidade de superficie e
formacéo de biofilmes em cepas patogénicas de Burkholderia (Craig et al. 2004; Essex-Lopresti et
al. 2005, Singh et al. 2022). Além disso, ndo foram identificados os outros genes associados a
adesdo (BoaA e BoaB).

Outro fator de destaque no genoma de Bco UnB 1430 € a auséncia do gene fliC, codificador
de flagelina, frequentemente relacionado a adesdo e invaséo de células hospedeiras (Inglis et al.
2003; Urban et al. 2004; Chua et al. 2004). Embora genes relacionados a motilidade, como cheA,
cheB, cheD, cheR, cheW, cheY, chez, e genes flagelares como (flg e fli), tenham sido identificados,
a auséncia de fliC limita a capacidade de interacdo invasiva, sugerindo que a motilidade de
UnB1430 esta mais relacionada a adaptacao a nichos ambientais do que a patogenicidade.

A presenca do gene cdpA, regulador de fosfodiesterase especifica de acido diguanilico
ciclico (c-di-GMP), indica uma regulacdo funcional entre motilidade e formacdo de biofilmes.
Estudos mostram que cdpA reduz os niveis de c-di-GMP promovendo a motilidade e inibindo a
formacéo de biofilmes, enquanto sua inativacdo pode aumentar a agregacéo celular e a producéo
de exopolissacarideos (Lee et al. 2010). Essa regulacédo pode favorecer a adaptacdo da UnB1430 a
ambientes diversos.

Outro gene identificado foi pmIR/bspR1 associado ao Quorum Sensing (QS), mecanismo
de comunicacdo celular relevante na adaptacdo ambiental, formacdo de biofilmes e resisténcia a
antimicrobianos (Eberl 2016). Apesar da auséncia de outros genes QS, como bpsl e bpsR, a
presenca de pmIR/bspR1 sugere uma capacidade basica de QS na UnB1430, com possivel papel na
estabilidade ambiental e adaptacéo a condi¢des adversas, em vez de promover viruléncia. Embora,
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este gene esteja relacionado com a viruléncia de algumas espécies, como B. glumae na cultura do
arroz, pois € um regulador transcricional da familia LuxR (Cui et al. 2021). Os primeiros genes QS
foram identificados em uma cepa de B. cepacia relacionados com a producdo de sideroforos
(Lewenza et al. 1999)

A resisténcia a antibioticos, uma caracteristica intrinseca ao género Burkholderia, foi
confirmada na cepa UnB1430 por meio da analise genémica. Essas analises revelaram a presenca
de genes relacionados a sistemas de efluxo do tipo resisténcia nodulacdo-divisdo (RND), que
conferem resisténcia a aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e tetraciclinas, além
de resisténcia a multiplas drogas (SMR) (Moore et al. 1999). Esses mecanismos destacam, a
capacidade adaptativa de UnB1430 diante de diversos desafios ambientais. Estudos comparativos
sugerem que cepas patogénicas e ndo patogénicas de Burkholderia compartilham perfis
semelhantes de resisténcia a antibioticos, refletindo sua notavel plasticidade genémica (Jia e Lu
2024). A identificacdo de genes com base no banco de dados CARD geralmente é realizada no
nivel da classe de antibidticos, o que torna importante uma comparacdo direta com o fenétipo de
resisténcia observado. Fenotipicamente UnB1430 demostrou resisténcia apenas a tetraciclina. A
analise genémica por sua vez, indicou a presenca de genes associados a resisténcia ao grupo das
tetraciclinas. No entanto, os testes fenotipicos revelaram que UnB1430 permaneceu sensivel a
outros antibidticos do mesmo grupo, como a minociclina e a doxiciclina. Esses resultados reforcam
a importancia de integrar dados gendmicos e fenotipicos para compreensdo mais abrangente do
perfil de resisténcia de microrganismos. Um padrdo semelhante foi observado no estudo de Angus
et al. (2014) que testaram vdrias cepas de Burkholderia. Os resultados fenotipicos mostraram

sensibilidade a diversos antibidticos, enquanto a resisténcia observada incluiu a tetraciclina.

Outro achado relevante foi a presenca do gene Omp38 de Burkholderia pseudomallei,
associado a resisténcia a beta-lactamicos (Siritapetawee et al. 2004). A presenga sugere que
UnB1430 pode ter adquirido caracteristicas de resisténcia semelhantes de outras espécies do género
Burkholderia. Como os beta-lactamicos, amplamente utilizados no tratamento de infeccGes
bacterianas graves, a presenca desse gene levanta questdes importantes sobre o potencial de
resisténcia a antibidticos dentro do género (Urban-Chmiel et al. 2022).

Além disso, em anélises adicionais, realizadas com o isolado B. contaminans Sk875, foram
identificados genes associados a resisténcia a tetraciclina/ floroquinolona (afeF), e aminoglicosideo

(amrA) (Kim et al. 2023). De forma semelhante, os genes identificados na cepa UnB1430 neste
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estudo estdo relacionados a varias bombas de efluxo, que adotam diferentes mecanismos de
resisténcia, permitindo a bactéria sobreviver e prosperar em uma ampla gama de ambientes (Deng
et al. 2016).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo destacam o potencial do isolado UnB1430 de Burkholderia
contaminans para o biocontrole de fitopatdgenos e promocdo de crescimento de plantas. Em
condigcdes de casa de vegetacdo UnB1430 reduziu visivelmente a severidade da doenca de
podridao-radicular em plantulas de soja, embora sem diferenca significativa em relacdo as plantulas
inoculadas apenas com R. solani e além, as plantulas inoculadas com Bco nas sementes, em
concentracéo de 102 UFC/mL, apresentaram maior peso seco em comparagio com as nio tratadas.

A analise gendmica revelou fatores associados a producdo de metabdlitos bioativos, como
sideroforos e occidiofungina, além de caracteristicas relacionadas a promocao de crescimento
vegetal e adaptacdo ambiental. A auséncia de sistemas de secre¢do associados a viruléncia e de
genes essenciais para adesdo e motilidade invasiva reforca o perfil ndo patogénico da cepa,
ampliando sua seguranca para uso em aplicac@es agricolas.

Esses resultados ndo apenas corroboram estudos prévios sobre espécies do género
Burkholderia, mas também introduzem uma nova perspectiva sobre o uso de B. contaminans na
cultura da soja, abrindo caminhos para investigagdes futuras que conduzam a praticas de manejo
sustentavel.

Foram desenhados trés pares de primers, dos quais um apresentou especificidade para
Burkholderia contaminans. Até 0 momento, ndo ha registros na literatura sobre primers especificos

para essa espécie ainda.
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ANEXOS

Tabela 1. Caracteristicas genémicas de 15 isolados de Burkholderia contaminans com sequenciamento completo e de alta qualidade.

CheckM
Isolado Tipo de sequenciamento C Tamanho Genes totais Pseudogenes (%) ANI Hospedeiro
UnB1430 Oxford Nanopore Promethion 3 8416198 7602 106 99.89 OK Folhas do geréanio
MS14 [llumina 3 8509249 7759 139 100 OK Solo
FFH2055 Illumina MiSeq 3 8214913 7501 149 99.47 OK Humano
FL-1-2-30-S1-D0 PacBio 3 8170775 7384 101 99.89 OK Solo
Oxford Nanopore MinlON; )
B17-01563-1  Illumina NovaSeq 4 8617690 7788 109 99.89 OK Agua
SK875 Illumina; PacBio 4 8596045 7801 126 100 OK Porco
Oxford Nanopore; Illumina
DM32 NovaSeq 4 8481745 7909 153 99.57 OK  Produtos de limpeza
ZCC PacBio RSII 5 9002241 8254 341 97.07 OK Solo
XL73 PacBio 5 8656859 7878 130 99.68 OK Rizosfera de pepino
FF145 [llumina MiSeq 5 8863406 8153 532 93.98 OK  Solugéo farmacéutica
NML151013  Oxford Nanopore MinilON 5 8666185 7976 140 99.72 OK Humano
togglel Oxford Nanopore GridlON 6 9280736 8561 248 99.89 OK Sangue
5080 Oxford Nanopore; Illumina 6 8789975 8017 133 99.85 OK Humano
Cotonete de
SCAID TST1- tubo/Procedimentos
2021 (11/270)  PacBio Sequela 6 8363142 7660 332 93.88 OK cirdrgicos
LMG 23361T PacBio 7 9436857 8726 282 98.2 OK Ovelha/leite

C: NUumero de cromossomos
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Figura 2. Perfil molecular obtido por BOX-PCR dos isolados de B. contaminans UnB1430
(isolado original) e UnB1431 (reisolamento), com os perfis de Ralstonia sp. e Xanthomonas sp.

como controles.

98



Controle

UnB1430

Figura 3. (A). Ensaio para confirmar a microbiolizagdo das sementes de soja, onde quatro
sementes microbiolizadas e quatro do controle foram colocadas em placas de Petri. (B). Teste para
avaliar a capacidade de colonizacao do sistema radicular por UnB1430. O Crescimento bacteriano
sobre as sementes e raizes confirmou tanto a microbiolizacdo das sementes quanto a colonizacao
da radicular. Meio Agar Triptona de Soja (TSA), resultado observado apds 24 horas de incubagio
a 28°C na BOD.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Link Tabelas suplementares
Tabela S1. Resultado ANI

Tabela S2. Genes de resisténcia antibibticos

Tabela S3. Genes de promocédo de crescimento
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