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RESUMO

XXV



A batata ocupa o quarto lugar em volume de produ¢do mundial de alimentos apds o
arroz, trigo e milho. O Brasil é o maior produtor dentre os paises da América Latina, porém ainda
apresenta baixa produtividade devida as doencas que afetam a cultura. Dentre as doencas
bacterianas, a sarna da batata € uma das mais importantes economicamente e sua ocorréncia é
generalizada no mundo. Diferentes espécies do género Streptomyces estdo associadas a essa doenga
e os principais sintomas se caracterizam por lesdes irregulares que podem tomar toda a superficie
do tubérculo, acarretando diminui¢do do seu valor comercial ou, até mesmo, impedindo a
sua comercializacdo.

Atualmente, a incidéncia da sarna estd aumentando consideravelmente, tornando-se um fator
limitante do cultivo de batata no Brasil. O presente trabalho teve por objetivo a identificagdo de
linhagens de Streptomyces sp. associadas a sarna da batata, provenientes de diferentes regides
produtoras do Brasil, por meio de taxonomia polifasica. Cento e noventa linhagens de Streptomyces
foram analisadas, sendo 165 nacionais obtidas dos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Parana,
Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina; 13 de material vegetal importado do Chile, Franga e
Holanda; e 12 linhagens Tipo de Streptomyces representantes de espécies associadas a sarna.

Na caracterizacdo morfoldgica as linhagens apresentaram heterogeneidade com relagdo a
micromorfologia de hifas e coloragdo dos esporos. A patogenicidade das linhagens foi avaliada pela
presenca dos genes necl, tomA (tomatinase) e txtAB (taxtomina A) e os resultados indicaram que 94
linhagens (52,8%) apresentaram amplificacdo dos trés genes de patogenicidade avaliados, 14
(7,9%) ndo apresentaram nenhum dos genes e 70 (39,3%) mostraram sinal positivo de amplificagdo
para um ou mais genes. Para algumas linhagens a confirmagdo da patogenicidade foi efetuada por
meio de testes em minitubérculos de batata. Nos testes moleculares, incluindo amplificacdo com
primers especificos para S. scabiei e S. turgidiscabies, PCR-RFLP do gene atpD e andlises das
seqiiéncias dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB, foi possivel a separacdo das linhagens
analisadas em diferentes perfis genéticos.

As andlises das caracteristicas morfoldgicas, patogé€nicas e moleculares permitiram a
identificacdo de 57 linhagens pertencentes a S. scabiei, 28 a espécie S. ipomoeae, 13 a S.
caviscabies/S. setonii, 12 a S. europaeiscabiei e duas a S. sampsonii. As 66 linhagens restantes
apresentaram caracteristicas distintas das espécies Tipo testadas, podendo representar possiveis

novas espécies de Streptomyces associadas a sarna no Brasil.
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ABSTRACT



Potato is the world’s fourth most important food crop after rice, wheat and maize. Brazil is
the biggest producer among the countries of Latin America, but it still has low productivity due to
diseases that affect the crop. Among the bacterial diseases, the potato scab is one of the most
economically important, and its occurrence is widespread in the world. Different species of the
genus Streptomyces are associated with this disease and the main symptoms are characterized by
irregular lesions that can affect all the tuber surface causing decrease of its commercial value or
preventing its commercialization.

Currently, the incidence of potato scab is increasing considerably, becoming a limiting factor
in potato production in Brazil. This study aimed to identify Streptomyces strains associated with
potato scab, from different potato growing areas in Brazil, through polyphasic taxonomy. One
hundred and ninety strains of Streptomyces were analyzed, including 165 Brazilian strains obtained
from potatoes coming from the states of Bahia, Goias, Minas Gerais, Parana, Sao Paulo, Rio Grande
do Sul and Santa Catarina; 13 of plant material from Chile, France and Netherlands; and 12 type
strains of Streptomyces species associated with potato scab.

In the morphological characterization, the strains showed heterogeneity in the hyphal
micromorphology and color of spores. The pathogenicity of strains was investigated by presence of
the necl and tomA genes, and txtAB operon (thaxtomin A). The results indicated that 94 strains
(52.8%) showed amplification of the three pathogenicity genes, 14 (7.9%) showed no amplification
of the genes and 70 (39.3%) showed positive signal for only one or more genes. The pathogenicity
of some strains was confirmed with artificial inoculation onto potato minitubers. In the molecular
tests, including PCR amplification with specific primers for S.scabiei and S. turgidiscabies, analysis
of PCR-RFLP of atpD gene and sequences analysis of the atpD, gyrB, recA, rpoB and trpB genes,
the strains could be separated into different genetic profiles.

The morphological, pathogenic and molecular data allowed identifying of 57 strains
belonging to S. scabiei, 28 to S. ipomoeae, 13 to S. caviscabies/S. setonii, 12 to S. europaeiscabiei
and two to S. sampsonii. The 66 remaining strains showed different genetic profiles in comparison
with the type strains of Streptomyces, and may represent new species of Streptomyces associated

with potato scab in Brazil.
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INTRODUCAO



A batata (Solanum tuberosum L.) € uma cultura de grande importancia alimenticia e
um dos alimentos mais completos em termos nutricionais, sendo o quarto alimento mais
produzido no mundo, apds o arroz, trigo e milho (BLASZCZAK et al., 2005). Essa cultura
estd presente na dieta de muitos paises e sua produgcdo e consumo estdo em crescente
aumento, principalmente nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina
(FAQ, 2008).

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations),
o Brasil € o maior produtor de batata da América Latina. Em 2010, a producdo, destinada
principalmente para o consumo interno, foi de 3,64 milhdes de toneladas (t) em uma area
de cerca de 143 mil hectares (ha), com uma produtividade de 25,48 t/ha (IBGE, 2010). Na
ultima década houve aumento da producdo e do rendimento por édrea, apesar da reducdo da
area plantada.

Apesar do aumento crescente na producao, a produtividade ainda é considerada baixa
devido principalmente as pragas e doencas que afetam a cultura. A batata é alvo de
inimeras doengas que podem ser causadas por fungos, bactérias e virus e de pragas, como
nematdides e insetos.

Dentre as doengas bacterianas, a sarna da batata é uma das mais importantes
economicamente e de ocorréncia generalizada nas regides produtoras do Brasil.
Atualmente, a incidéncia da sarna estd aumentando consideravelmente, tornando-se um
fator limitante do cultivo de batata no pais. Os sintomas dessa doenca se caracterizam por
lesdes que podem tomar toda a superficie do tubérculo acarretando diminui¢ao do seu valor
comercial ou até mesmo impedindo a sua comercializagao.

Diferentes espécies do género Streptomyces sdo causadoras da sarna, sendo que os
sintomas podem estar associados a mais de dez espécies distintas. Segundo Loria, Kers e
Joshi (2006), o primeiro passo no desenvolvimento de uma estratégia de controle da sarna
deve ser o levantamento das espécies patogé€nicas presentes por drea produtora. Assim,
estudos de caracterizacdo e identificacdo de isolados nacionais sdo de extrema importancia
para o conhecimento das espécies patogénicas presentes nas diferentes regides produtoras
do Brasil e podem contribuir, ainda, para o desenvolvimento de metodologias de manejo da

doencga no pais.



O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo de linhagens de Streptomyces
associadas a sarna da batata provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil por

meio de taxonomia polifésica.
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1. Importancia da cultura da batata e dados de producao

A batata (Solanum tuberosum L.) € origindria da regido dos Andes e foi difundida
para diversos paises tornando-se uma cultura de grande importancia alimenticia.
Atualmente ocupa o quarto lugar em volume de producdo mundial de alimentos apds o
arroz, trigo e milho (BLASZCZAK et al., 2005). Devido as suas caracteristicas nutricionais
a batata ¢ um dos vegetais mais importantes na dieta alimentar de vdrios paises e €
considerada a segunda maior fonte de nutrientes para a humanidade, sendo superada
somente pelo ovo. Além disso, € de fécil cultivo, com alto rendimento por drea quando
comparada a outras culturas e com demanda crescente de producdo (FAO, 2010).

Segundo dados da FAO, em 2007, a producdo mundial de batata foi cerca de 320
milhdes de toneladas. Nos dltimos dez anos, a produ¢do mundial aumentou numa taxa de
4,5% ao ano. Inicialmente a maior producdo ocorria em paises desenvolvidos da Europa e
América do Norte, mas atualmente os paises em desenvolvimento da Asia, Africa e
América Latina assumiram a lideranca na produ¢do mundial, bem como no consumo desse
alimento. Em 2008, os cinco maiores produtores de batata foram a China, India, Russia,
Estados Unidos e Alemanha. O Brasil assumiu o 15° lugar na produ¢do mundial, sendo o
maior produtor da América Latina (FAO, 2008).

A cultura da batata é de fundamental importincia para o Brasil. Um levantamento,
realizado no més de setembro de 2010, indicou a produgdo de 3,64 milhdes t de batata no
ano, em uma area de cerca de 143 mil ha, com rendimento de 25,48 t/ha. Em relagdo a safra
de 2009 houve um aumento de 6,1% na producdo e de 4,6% no rendimento (IBGE, 2010).

Analisando dados da FAO, verificou-se que de 2000 a 2010 houve aumento da
producdo e rendimento da batata apesar da reducdo da drea plantada (Anexo 1). Esses
avangos ocorreram devido a profissionaliza¢do dos produtores e ao aumento das pesquisas
que possibilitaram a indicacdo de melhores condi¢des de cultivo e também melhoria na
qualidade sanitéria, fisiol6gica e genética da batata-semente (JADOSKI et al., 2009).

Ainda, segundo as projecdes do agronegdcio para o periodo de 2010 a 2020,
realizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a produgao
de batata deverd crescer a uma taxa anual de 1,51%, atingindo 4,2 milhdes t e a

produtividade por hectare deverd aumentar 2,62%. Além disso, a melhoria tecnolégica



introduzida deverd levar a reducdo de cerca de 1,08% da area destinada para o plantio dessa
cultura (MAPA, 2010).

No Brasil, os principais estados produtores sao Bahia, Goids, Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul (IBGE, 2010). As cultivares mais plantadas
no pais s@o importadas sendo elas Agata, Monalisa, Asterix, Atlantic, Cupido e Mondial. A
cultivar mais plantada, Agata, é muito produtiva, mas suscetivel s doengas. A produgio de
batata atende ao mercado interno e o consumo anual € de cerca de 14 Kg por pessoa. Muito
pouco do produto € destinado a exportagdo, principalmente sob a forma de batata

processada (FAO, 2008).
2. Problemas fitossanitarios

A baixa produtividade em nosso pais, comparada a de paises da América do Norte e
Europa, deve-se, em parte, a falta de cultivares adaptadas as nossas condi¢des climaticas e
que tenham resisténcia as doengas encontradas em paises de clima tropical e subtropical.

Como outras culturas destinadas a alimentacdo mundial, a batata € um produto
suscetivel a grandes perdas. Os problemas fitossanitdrios sdo responsdveis por perdas
significativas diretas e pela elevacao do custo de producdo. Em termos de perdas diretas,
atribuem-se perdas da ordem de 30% devido a incidéncia de doencas (SALLES, 2001).

A batata € suscetivel a diversas doengas causadas por bactérias, fungos, nematoides,
virus e viréides. Dentre as moléstias de origem bacteriana de grande importancia podemos
citar a murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, as podriddes moles,
ocasionadas por bactérias pertencentes ao género Pectobacterium e a sarna da batata,
causada por bactérias do género Streptomyces, presentes no solo e que afetam as partes
subterraneas da planta, principalmente os tubérculos.

A ocorréncia da sarna € generalizada nas regides produtoras do Brasil (ABBA,
comunicacdo pessoal). Esta é uma das doengas mais importantes economicamente, que
reduz consideravelmente a comercializacdo do produto devido aos sintomas externos
causados nos tubérculos (HOOKER, 1981). As lesdes afetam a qualidade dos tubérculos,
causando grandes perdas no valor comercial e rejeicao do produto tanto para o consumo in
natura, quanto para o processamento e producdo de tubérculos-semente (Figura 1). Essa
doenca j4 foi relatada em todos os continentes do mundo, sendo considerada a quarta

doenca mais importante da batata na América do Norte (SLACK, 1991).



As diferentes espécies de Streptomyces causadoras da sarna ndo sdo hospedeiro-
especificas e podem causar doengas em outras culturas como beterraba, rabanete, cenoura,
nabo, repolho, salsa, batata-doce, berinjela e cebola, resultando também em perdas
econdomicas considerdaveis (LAMBERT, 1991; GOYER; BEAULIEU, 1997, LORIA;
KERS; JOSHI, 2006).

Figura 1. Lesdes nos tubérculos de batata causadas por Streptomyces sp.

3. Espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata

As bactérias do gé€nero Streptomyces sio Gram positivas, possuem estrutura
filamentosa e esporos, uma alta proporc¢ao de citosina e guanina no DNA (66 a 78%) e, em
sua maioria, um unico cromossomo linear (LIN et al., 1993).

O ciclo de vida de Streptomyces é complexo, com producdo de hifas aéreas que se
diferenciam formando cadeias de esporos. Os esporos sdao uninucleados, resistentes a
dessecacdo e podem ser carregados pela d4gua ou por nematdides e artrépodes presentes no
solo. Os esporos germinam independentemente de nutrientes e formam micélios
ramificados multinucleados. A rede de filamentos secreta enzimas catabdlicas que
degradam o substrato organico quebrando-o em nutrientes assimildveis que promovem,
assim, o crescimento da colonia (LORIA; KERS; JOSHI, 2006) (Figura 2).

O crescimento do micélio vegetativo ndo ocorre indefinidamente. A privagdo de
nutrientes e outros fatores ambientais ativam o desenvolvimento de hifas aéreas, que se
fragmentam formando as cadeias de esporos (Figura 2). A cadeia de esporos de
Streptomyces pode apresentar diferentes formatos e os esporos, diferentes coloracdes, sendo

essas, caracteristicas taxondmicas importantes (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).
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Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces. Modificado do site
http://streptomyces.openwetware.org

A senescéncia do micélio vegetativo € a fase na qual ha grande produgdo e secrecdo de
metabolitos secunddrios incluindo compostos antimicrobianos (HORINOUCHI, 2002)
(Figura 2).

O género Streptomyces é composto por 579 espécies (EUZEBY, 2010) e a maior
parte delas € saproéfita que vive no solo, participando do processo de ciclagem de nutrientes,
produzindo enzimas hidroliticas para degradacdo de polimeros derivados de plantas e/ou
animais, como celulose, lignina e quitina (LORIA; KERS; JOSHI, 2006). Esse género &
conhecido também por sua habilidade em produzir metabdlitos secundarios biologicamente
ativos, incluindo antibidticos. Poucas espécies sdo fitopatdgenas de 6rgdos subterraneos de
diferentes culturas economicamente importantes como a batata.

A sarna da batata pode ser causada por um grupo polifilético de 14 espécies do
género Streptomyces que apresentam diferencas na morfologia, fisiologia, caracteristicas
moleculares e patogenicidade. Essas espécies foram bem caracterizadas e vém sendo

encontradas em diferentes paises. Sdo elas:



3.1 S. scabiei

A primeira espécie descrita como causadora da sarna foi S. scabiei (sin. S. scabies)
(LAMBERT; LORIA, 1989a). Essa espécie, considerada a espécie patogénica dominante,
estd presente em todas as regides produtoras do mundo, principalmente em solos secos, de
pH neutro a alcalino. S. scabiei causa sintomas de sarna comum e apresenta filamentos
miceliais muito finos, aéreos que se ramificam a partir de um eixo central e formam cadeias
espirais de esporos de coloracdo cinza. Linhagens dessa espécie produzem pigmentos
melandides em meio de cultura contendo tirosina e utilizam todos os carboidratos
estabelecidos pelo ISP (International Streptomyces Project) (SHIRLING; GOTTLIEB,
1966; BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

3.2 8. acidiscabies

Descrita por Lambert e Loria (1989b), esta espécie bacteriana tem como caracteristica
principal o crescimento em substratos com pH abaixo de 5,2, causando a sarna em
tubérculos cultivados em solos 4cidos. Foi detectada em 1953 ocorrendo em solos com
valores de pH 4,5 na regido de Maine (Canadd) (BONDE; McINTYRE, 1968; MANZER;
MCcINTYRE; MERRIAM, 1977). Estudos recentes demonstraram predominancia de S.
acidiscabies sobre S. scabiei em isolamentos realizados em tubérculos de campos de
producdo na Coréia (MUN et al, 2007). Essa espécie também foi descrita em outras
regides, como o Japdo, e atualmente estd amplamente distribuida no mundo (LORIA;
KERS; JOSHI, 2006). S. acidiscabies possui micélios aéreos ramificados de cadeias
flexuosas com esporos de coloracdo branca, rosea, laranja-palha, amarelo-palha ou laranja-
cinza-palha. Nao produz pigmentos melandides, mas produz pigmento solivel vermelho em
pH acima de 8,3 e amarelo-dourado em pH abaixo desse valor. Dos carboidratos do ISP,

essa espécie utiliza todos, exceto a rafinose (LAMBERT; LORIA 1989Db).
3.3 S. caviscabies e S. setonii

S. caviscabies foi observada inicialmente por Faucher, Savard e Beaulieu (1992) e
por Faucher e colaboradores (1995) causando sintomas da sarna profunda na regido de
Quebec, Canadd. Essa espécie foi caracterizada e descrita posteriormente por Goyer,
Faucher e Beaulieu (1996). S. caviscabies apresenta micélios aéreos de cadeias do tipo

flexuosas com esporos de coloragdo branca a amarelada, niao € produtora de melanina, ndo
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cresce em pH 4,5 e utiliza apenas rafinose como fonte de carbono, segundo o ISP.
Geneticamente, difere das demais espécies de Streptomyces conhecidas (GOYER;
FAUCHER; BEAULIEU, 1996).

Em estudo realizado por Liu e colaboradores (2005), com base em sequéncias do
gene 16S RNAr, foi proposto que S. caviscabies, S. setonii (MILLARD; BURR, 1926) e S.
griseus (KRAINSKY, 1914) pertencam a mesma espécie gendOmica com caracteristicas
morfolégicas e quimiotaxondmicas em comum. Assim, S. caviscabies e S. setonii foram

propostas como sindnimos de S. griseus.
3.4 S. turgidiscabies

Essa espécie foi observada ocorrendo na Ilha de Hokkaido (Japdao) em 1995
(TANAKA et al., 1995) e foi descrita posteriormente por Miyajima e colaboradores (1998).
E causadora de lesdes do tipo erumpente e causa sintomas que diferem daqueles usuais de
sarna superficial ou profunda. Além disso, apresenta baixa similaridade em nivel de DNA
comparado com outras espécies causadoras da sarna comum (MIYAJIMA et al., 1998;
KIM et al., 1998). Linhagens de Streptomyces isoladas na Finlandia e Coréia (SONG et al.,
2004) apresentaram alta similaridade do gene 16S e regido espacadora 16S-23S rDNA com
isolados do Japao, indicando a ocorréncia desta espécie nesses paises (KREUZE et al.,
1999). S. turgidiscabies apresenta micélios aéreos com ramificacdes formando cadeias de
esporos flexuosas de coloracdo cinza. Ndo produz pigmentos melandides ou outros
pigmentos difusiveis e utiliza todos os carboidratos (ISP) como fonte de carbono. Assim
como S. acidiscabies, essa espécie € tolerante as condi¢des de pH acido (MIY AJIMA et al.,

1998).
3.5 8. reticuliscabiei

Espécie causadora da sarna reticulada, isolada na Franca e descrita por Bouchek-
Mechiche e colaboradores (2000). S. reticuliscabiei possui cadeias flexuosas com esporos
de coloragdo cinza e nao € produtora de melanina em meio de tirosina. Utiliza todos os

actucares ISP como fonte de carbono (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).
3.6 S. europaeiscabiei e S. stelliscabiei

Bouchek-Mechiche e colaboradores (2000) analisando linhagens com caracteristicas
morfolédgicas e fisiologicas de S. scabiei demonstraram que essas eram fenotipicamente
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heterogéneas e podiam ser divididas em trés genomoespécies, S. scabiei, S. europaeiscabiei
e S. stelliscabiei. Ou seja, essas linhagens apresentavam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, mas podiam ser diferenciadas por algumas caracteristicas bioquimicas.

A espécie S. europaeiscabiei foi descrita na Franca (BOUCHEK-MECHICHE et al.,
2000) e relatada em diferentes paises da Europa. Um levantamento realizado em diferentes
campos de produgdo de paises como Alemanha, Espanha, Franca, Holanda e Reino Unido
indicou que S. europaeiscabiei foi a principal espécie associada a sarna da batata,
constituindo-se, portanto, em patégeno emergente naquela regido da Europa (FLORES-
GONZALES; VELASCO; MONTES, 2008). Esta espécie bacteriana também ja foi
relatada no Canada, Coréia e Estados Unidos (SONG et al., 2004; WANNER, 2006).

S. europaeiscabiei produz esporos de coloracdo cinza em cadeias espiraladas, é
produtora de melanina em meio com tirosina e utiliza todos os carboidratos ISP. E sensivel
a 20 pg de estreptomicina e ndo cresce em meio contendo 0,5 pg/mL de cristal violeta.
Além de tubérculos de batata, esta espécie também foi detectada em beterraba, cenoura e
rabanete (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

A espécie S. stelliscabiei, possui caracteristicas muito semelhantes a S.
europaeiscabiei, no entanto foi isolada de lesdes de sarna comum em forma de estrela em

tubérculos de batata na Franca (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).
3.7 S. luridiscabiei, S. puniciscabiei e S. niveiscabiei

O avanco das técnicas em biologia molecular, tais como o seqiienciamento da regido
espacadora 16S-23S e hibridizacdo DNA-DNA, possibilitou a caracterizacdo de trés novas
espécies de Streptomyces, isoladas na Coréia, induzindo sintomas de lesdes erumpentes em
batatas cultivadas em solos acidos (PARK et al., 2003a).

S. luridiscabiei apresenta esporos de coloracdo amarelo claro em cadeias flexuosas
simples e retas; S. puniciscabiei produz esporos alaranjados, em cadeias retas e S.
niveiscabiei produz esporos brancos e cadeias de esporos simples, flexuosas e retas. Essas
espécies utilizam todos os carboidratos do ISP. Somente a espécie S. niveiscabiei ndo

produz melanina.
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3.8 S.ipomoeae

Essa espécie é causadora da sarna da batata-doce e foi descrita no inicio da década de
quarenta por Person e Martin (1940) e Waksman e Henrici (1941). Os esporos apresentam-
se em cadeias curtas, espiraladas abertas, envolvidas por uma bainha e sdo de coloracdo
azul em meio de cultivo SGM (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001). S. ipomoeae ¢é
morfoldgica e fisiologicamente distinta de outras espécies causadoras da sarna. Enquanto S.
scabiei e S. acidiscabies sao patégenos de batata e de outras culturas, S. ipomoeae é
especifica de batata doce e outros membros da familia Convolvulaceae (SCHAAD;

JONES; CHUN, 2001).

Além das espécies descritas anteriormente, ainda sdo citadas as espécies S.
aureofaciens, considerada um organismo de solo que eventualmente pode incitar doengas
em batata, causando lesdes superficiais (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001) e S. sampsonii,
considerada saprofita, mas que ja foi isolada de lesdes de sarna (LAMBERT; LORIA,
1989a).

4. Diferentes tipos de sarna da batata

A sarna da batata € uma doenca bacteriana complexa com diversidade de sintomas e
de agentes causais. A severidade da sarna da batata e a ocorréncia dos sintomas podem
variar de acordo com o ambiente, suscetibilidade da cultivar e da viruléncia do patégeno
(LORANG et al., 1995; TOTH et al., 2001).

O ambiente determina as condi¢des favordveis ou desfavoraveis ao desenvolvimento
do patdgeno. A cultivar tem influéncia no desenvolvimento da doenca de acordo com sua
resisténcia/suscetibilidade a infec¢do pelo patégeno. No caso da ocorréncia da infec¢do as
principais variacdes nos sintomas e na severidade da doenca sdo determinadas pelo
patdgeno causador e seu grau de viruléncia. Assim, podem ocorrer diferentes tipos de
lesdes (superficial, profunda ou erumpente), com diferentes aspectos (lisa, &spera,
reticulada ou em forma de estrela) e coloragdes (pardo-clara, pardo-escura e avermelhada)
(Figura 3).

Essa variacdo nos sintomas permite a classificagdo em diferentes tipos de sarna, como

sarna comum, dcida, profunda, erumpente, reticulada ou avermelhada.
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4.1 Sarna comum, sarna acida e sarna erumpente

A sarna comum, sarna 4cida e sarna erumpente sdo diferentes nomes para a mesma
doenca e sdo denominadas com base nas caracteristicas das lesdes e do(s) patdgeno(s) a ela
associado(s). Todos os trés tipos sdo caracterizados por sintomas tipicos de sarna,
relacionados com a produgdo de taxtomina pelo patégeno (LORIA et al., 1997). Uma vez
que o mecanismo de patogenicidade envolvido é o mesmo, a doenca pode ser referida
apenas como sarna comum. No entanto, a associa¢do de diferentes patégenos a alguns tipos
de sintomas e as caracteristicas ambientais para o desenvolvimento da doenca permitem a
denominacdo de sarna comum aquela associada a Streptomyces scabiei, que ocorre em
solos com pH acima de 5,2; sarna dcida a doenga provocada por S. acidiscabies, que ocorre
em solos dcidos com pH em torno de 4,5; e sarna erumpente aquela causada pela espécie S.
turgidiscabies.

A sarna comum € predominante no mundo e os patégenos causadores produzem a
taxtomina, uma toxina que atua necrosando o tecido, levando aos sintomas caracteristicos
da doenca (LAWRENCE; CLARK; KING, 1990). As lesdes sdo tipicamente arredondadas,
mas podem coalescer cobrindo por¢des significantes do tubérculo. Apresentam uma textura
aspera e corticosa e variam em profundidade e coloragdo, de pardo-clara a pardo-escura
(LORIA et al., 1997).

A lesdo levemente elevada e com aspecto dspero € o que nomeia essa doenca. No
entanto, as lesdes podem ser mais elevadas, ter pontos aprofundados no centro ou serem
superficiais (CULLEN; LEES, 2007). A profundidade da lesdo estad associada a viruléncia
do patégeno, sendo que quanto mais superficiais, menos virulento o patdégeno. Lesdes
elevadas e profundas caracterizam maior viruléncia do patégeno (LORIA et al., 1997).

As espécies S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. acidiscabies, S.
turgidiscabies e S. niveiscabiei sao produtoras da taxtomina e causadoras da sarna comum
da batata. Ja as espécies S. luridiscabiei e S. puniciscabiei produzem lesdes caracteristicas
dessa doenga, mas a producdo de taxtomina ndo foi confirmada nesses patogenos (PARK et
al., 2003b).

A espécie S. ipomoeae que causa a sarna em batata-doce também produz a taxtomina.
Essa bactéria ataca as raizes causando manchas necréticas deprimidas. Causa a necrose em

raizes fibrosas e lesdes de sarna nas raizes tuberosas em qualquer estigio do
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desenvolvimento. S. ipomoeae pode sobreviver no solo por varios anos, mesmo na auséncia

de batata-doce, e sua gama de plantas hospedeiras é, provavelmente, limitada a familia

Convolvulaceae (COELHO; RIBEIRO; MARIANO, In: KIMATI et al., 1997).
4.2 Sarna profunda

A espécie S. caviscabies e S. setonii sdo causadoras da sarna profunda, causando
lesdes aprofundadas e sem a associacdo da taxtomina no desenvolvimento dos sintomas
(GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 1996). O sintoma de sarna profunda assemelha-se
aquele da sarna comum, quando as lesdes sdo mais aprofundadas, no entanto por nao
apresentarem a produgdo de taxtomina essas espécies nao podem ser incluidas no grupo das

causadoras de sarna comum.
4.3 Sarna reticulada e avermelhada

As sarnas reticulada e avermelhada ndo estdo associadas com a producdo de
taxtomina e sdo causadas por espécies diferentes daquelas que causam a sarna comum.
Nessas doencas a infec¢do da raiz parece ser um evento importante no seu
desenvolvimento. Os patdgenos afetam todas as partes enterradas da planta e poucas
cultivares de batata (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Esses dois tipos de sarna apresentam sintomas semelhantes e sdo caracterizadas por
lesdes superficiais de coloracdo marrom e com aspecto de rede nos tubérculos de batata. Na
sarna avermelhada, adicionalmente ao aspecto reticulado, as lesdes apresentam coloracdo
avermelhada (HARRISON, 1962; BANG, 1979; SCHOLTE; LABRUYERE, 1985). As
lesdes sdo necrdticas e dsperas, mas nunca elevadas ou profundas como na sarna comum.

Mesmo com a similaridade de sintomas esses dois tipos de sarna podem ser
diferenciados pelas espécies de Streptomyces envolvidas, suscetibilidade das cultivares,
bem como temperatura Otima para o desenvolvimento da doenga (SCHOLTE;
LABRUYERE, 1985). A sarna reticulada € causada por S. reticuliscabiei e a sarna
avermelhada por linhagens relacionadas a S. aureofaciens e S. griseus (FAUCHER et al.,
1993). Além disso, a sarna reticulada foi descrita em paises europeus (SCHOLTE;
LABRUYERE, 1985), enquanto que a sarna avermelhada foi relatada na América do Norte
(HARRISON, 1962; FAUCHER et al., 1993) e Japao (ONIKI et al., 1986).
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Figura 3. Diferentes tipos de sintomas de sarna da batata. (A) Lesdo de sarna profunda; (B)
superficial; (C) erumpente; (D e E) Aspecto de sarna reticulada; (F) em forma de estrela e (G)
sarna avermelhada.

5. Ciclo da doenca

As espécies de Streptomyces sobrevivem saprofiticamente no solo ou em tecidos de
planta infectados, sob a forma vegetativa micelial ou de esporos. Os esporos podem
sobreviver em solos secos por longos periodos, porém as hifas ndo sdo tolerantes a alta
umidade do solo. Segundo Mayfield e colaboradores (1972), os esporos contém um
envoltdrio externo e parede mais espessa, os quais conferem maior resisténcia ao calor e a
seca. Estas estruturas permanecem no solo em aglomerados préximos a restos de cultura e
produzem hifas que se desenvolvem radialmente, o que facilita sua dispersao.

O esporo germina e pode ser disseminado por chuva, vento, vetores ou até mesmo por
tubérculos infectados. Com relacdo a influéncia de vetores na epidemiologia da sarna da
batata, alguns insetos podem proporcionar a disseminagdo da bactéria no solo, bem como
promover a entrada da doenca no tubérculo (MANZER; STORCH; SEWELL, 1984).
Ainda, o ind6culo contido nos tubérculos de batata contribui para a dispersdo da doenca e
introducdo do patégeno em novas dreas (WILSON; RANSON, PEMBERTON, 1999).
Experimentos conduzidos em casa de vegetacdo por Lehtonen, Rantala e Kreuze (2004)
indicaram que S. scabiei e S. turgidiscabies podem estar presentes na mesma lesdo e serem
transmitidos via tubérculos apds seis meses de armazenamento. Esses autores verificaram

ainda que S. turgidiscabies foi mais tolerante a0 manuseio e armazenamento que S. scabiei.

15



Ao encontrar um tubérculo no inicio de seu desenvolvimento, esporos de
Streptomyces penetram através de estruturas como as lenticelas, estobmatos ou ferimentos
(AGRIOS, 1997) (Figura 4). Se os tubérculos estdao secos durante o periodo de penetragao,
as bactérias antagdnicas aos patdgenos, normalmente presentes nas lenticelas, desaparecem
facilitando a infec¢@o. Além disso, em solos secos, durante o crescimento dos tubérculos
sdo produzidos ferimentos pelos quais os patégenos penetram (LEWIS, 1971).

Desde o inicio da tuberizacdo, o tecido do tubérculo sofre um processo de
crescimento continuo, onde os nddulos sdo separados devido ao alargamento dos
internédios (ADAMS, 1975). Nesse periodo ocorre a maior suscetibilidade do tubérculo a
infeccdo por Streptomyces, uma vez que as lenticelas jovens ndo estdo totalmente
suberizadas. Assim, desde o inicio da sua formacdo até cerca de trés a quatro semanas, O
tubérculo passa por um periodo de desenvolvimento onde os internddios estao suscetiveis a
infeccdo. Por outro lado, com a maturagdo, onde aparentemente as lenticelas estdo
totalmente suberizadas, os tubérculos se tornam resistentes a infeccdo (ADAMS;
LAPWOOD, 1978).

O patégeno invade primeiramente as lenticelas na superficie do tubérculo ou qualquer
outra abertura provocada por ferimento. Apds a penetragdo, o patdgeno coloniza
inicialmente os espacos intercelulares e, logo apds, os intracelulares (ADAMS;
LAPWOQD, 1978). A bactéria cresce entre as camadas da periderme, nutrindo-se do tecido
morto (AGRIOS, 1997) e produz fitotoxinas, como taxtominas, que induzem a producao de
suberina nas células adjacentes e levam a formacdo de uma camada corticosa ao redor do
tecido infectado, que ao se intensificar empurra a periderme infectada para o exterior
tornando a superficies dspera e suberificada (sintoma de sarna) (BABCOCK; ECKWALL,;
SCHOTTEL, 1993). Este ciclo ocorre muitas vezes durante o crescimento do tubérculo,
aumentando o tamanho da lesdo. Assim quanto mais cedo o tubérculo for infectado, maior
serd a extensdo da lesio (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008)
(Figura 4).
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Figura 4. Ciclo da sarna da batata, modificado de Agrios (1997).

6. Patogenicidade em Streptomyces

Apesar da diversidade genética das linhagens de Streptomyces fitopatogénicas, os
mecanismos € os genes responsdveis pela patogenicidade sdao compartilhados entre as
espécies causadoras da sarna comum (WANNER, 2006).

A maioria das espécies possui uma regido do genoma denominada ilha de
patogenicidade, uma classe distinta de ilhas gendmicas adquiridas por transferéncia
horizontal que possui diferentes genes que contribuem para a viruléncia. A ilha de
patogenicidade pode ser transmitida para outras linhagens durante o processo de
conjugacio e inserir-se em sitios especificos no cromossomo linear de espécies receptoras
levando ao surgimento de novas linhagens ou espécies patogénicas em sistemas agricolas.
Essa transmissdo de genes de patogenicidade explica a natureza polifilética de espécies
causadoras da sarna, conferindo a caracteristica de patogenicidade em espécies até entdo
nao patogénicas (KERS et al., 2005; LORIA; KERS; JOSHI, 2006).
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Essa ilha de patogenicidade foi descrita inicialmente para a espécie S. turgidiscabies e
agrupa os genes txtAB, txtC e nos de sintese da fitotoxina taxtomina A, da proteina indutora
de necrose (gene necl) e de fatores de patogenicidade como a tomatinase (gene tomA),
entre outros (Figura 5). Estudos recentes sugerem que essa ilha de patogenicidade foi
transferida horizontalmente, em eventos independentes, de linhagens de S. scabiei para
espécies saprofitas criando as espécies S. acidiscabies e S. turgidiscabies (WANNER,

2006).
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Figura 5. Organizacdo genética da ilha de patogenicidade em S. turgidiscabies, modificado de
Kers e colaboradores (2005).

A patogenicidade de Streptomyces é considerada altamente evoluida envolvendo a
ligacdo ao hospedeiro, penetracdo, colonizacdo e evasdo do sistema de defesa da planta
(LORIA et al., 2008). Diferentes fatores de patogenicidade estao envolvidos em cada um
desses eventos: a fitotoxina taxtomina atua principalmente na ligacdo, penetracdo e
colonizacgdo; ja a proteina Necl e a tomatinase auxiliam na evasao da defesa do hospedeiro.
Assim, a patogenicidade de linhagens de Streptomyces requer a producao coordenada de
uma variedade de produtos, incluindo multiplos metabdlitos secunddrios e proteinas
secretadas (LORIA et al., 2008).

A producdo de taxtomina por espécies causadoras da sarna isoladas de diferentes
regides geograficas, a relacdo quantitativa entre a producdo da toxina e a viruléncia e a
auséncia de producdo da toxina por espécies saprdfitas suportam a hipétese de que a
taxtomina é um determinante da patogenicidade de Streptomyces em tubérculos de batata
(KING et al., 1989; KINKEL et al., 1998; BUKHALID et al., 2002). Essa toxina atua
inibindo a biossintese de celulose, o que compromete a integridade da parede celular,
levando a hipertrofia e morte celular programada. A taxtomina é responsavel, portanto,

pelos sintomas caracteristicos de sarna (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).
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O gene necl € conservado entre a maioria de Streptomyces spp. causadoras da sarna e
codifica a proteina necrogénica Necl, que € secretada e representa um fator de viruléncia
independente (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998). Esse gene ¢ também estrutural e
funcionalmente conservado entre espécies patog€nicas e estd ausente em formas nao
patogénicas. Estudo recente realizado por Joshi e colaboradores (2007) propde que a
proteina Nec1 atue suprimindo a resposta de defesa da planta.

As tomatinases codificadas pelo gene fomA hidrolizam a alfa-tomatinase e o produto
dessa hidrdlise reprime a resposta de defesa induzida da planta, interferindo em processos
de transducdo de sinal que sdo essenciais para a resisténcia a doenga (LORIA; KERS;
JOSHI, 2006).

Algumas espécies de Streptomyces nao produzem taxtomina, nem a proteina Necl,
causando sintomas de sarna diferentes daqueles observados na sarna comum, como lesdes
de aspecto reticulado ou de coloragdo avermelhada. Nessas espécies nao estao presentes os
genes da ilha de patogenicidade descrita, sendo que estas provavelmente utilizam outras
vias ainda ndo estudadas. Sabe-se que a infec¢c@o da raiz parece ser um evento importante
no desenvolvimento da doenca causada por essas espécies (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

A avaliagdo da presenca dos genes da ilha de patogenicidade, principalmente do
operon txtAB, dos genes necl e tomA tem sido utilizada para a caracteriza¢io patogénica de
Streptomyces, diferenciando linhagens patogénicas de saprofitas presentes nas lesdes de
sarna. Diferentes estudos demonstraram a correlacdo entre a patogenicidade de
Streptomyces spp. e a deteccdo dos genes de patogenicidade, principalmente daqueles
relacionados a biossintese de taxtomina e da proteina necrogénica Necl, sendo que espécies
ndo patogénicas, ndo apresentam esses genes (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998;
WANNER, 2006). Assim, a amplificagdo por PCR dos genes de patogenicidade pode ser
utilizada como uma ferramenta complementar para caracterizacdo e deteccdo de linhagens
de Streptomyces patogénicas causadoras da sarna, substituindo, em alguns casos, os testes
de patogenicidade (CULLEN; LEES, 2007). Para as outras espécies de Streptomyces
causadoras da sarna, que ndo possuem os genes descritos, € fundamental a avaliacdo da

patogenicidade utilizando tubérculos de batata.
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6.1 Taxtomina e os diferentes tipos de lesoes de sarna

A andlise molecular de genes ligados a patogenicidade de Streptomyces esclareceu a
base genética das doencas classificadas como sarna comum. Nessas doengas a maior parte
das espécies causadoras e indutoras dos sintomas de sarna € capaz de sintetizar taxtominas.
Ja as espécies causadoras de sintomas de sarna reticulada ou avermelhada sdao excluidas
desta generalizacdo e a producdo de taxtominas ndo estd envolvida na patogenicidade
(LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

A taxtomina, produzida por algumas espécies, estd presente em tecidos do hospedeiro
que foram infectados e € responsavel pelos sintomas caracteristicos da sarna. Essa toxina
afeta a biossintese da celulose que ocorre somente em tecidos meristeméaticos da planta
onde as células estdo se dividindo e expandindo, como nos tubérculos de batata. Essa € a
razdo pela qual plantas e tubérculos adultos adquirem resisténcia a taxtomina A (LORIA et
al., 1997).

Durante a expansdo da parede celular vegetal ocorre a liberacdo de celobiose e outras
subunidades da celulose que ativam os fatores de transcricdo responsdveis pela sintese de
taxtomina pelo patégeno. A taxtomina age na membrana plasmatica de células vegetais,
provocando alteragdes na permebilidade seletiva e interferindo na deposicdo de celulose, o
que compromete a integridade da parede celular (GARCIA, 2008; LORIA et al., 2008). A
estrutura da parede celular comprometida combinada com a natureza filamentosa dos
estreptomicetos permite a penetracdo do patdégeno nos tecidos em expansao, ocupando os
espacos intra e intercelulares. Além disso, a taxtomina pode também estimular a liberacdo
de outras subunidades da celulose gerando um feedback positivo, que estimula sua
producdo (LORIA et al., 2008).

Apés a penetracdo, a bactéria cresce entre as camadas da periderme, nutrindo-se do
tecido morto, e o micélio se desenvolve nas dreas mais velhas das lesdes. Enquanto se
multiplica, a bactéria secreta a substancia taxtomina, que promove uma rapida divisdo
celular no hospedeiro e a producao de suberina nas células adjacentes ao tecido lesionado,
induzindo a formagdo de vérias camadas corticosas de tecido suberificado no ponto de
infeccdo (BABCOCK; ECKWALL; SCHOTTEL, 1993). Este processo determina a morte
do tecido ao redor da lesdo, do qual a bactéria se alimenta (AGRIOS, 1997).
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Estruturas especializadas de infec¢do e crescimento do patégeno nos espacos inter e
intracelulares ja foram previamente documentados em S. ipomoeae, espécie que também ¢é
produtora de taxtomina e causa a sarna da batata-doce (LORIA et al., 2008).

As diferencas na agressividade das espécies e os tipos de lesdes produzidas podem
estar relacionados com a producdo e a concentracdo da taxtomina no local da infec¢do.
Assim, nas lesOes elevadas, as mais comuns, a taxtomina A inibe o desenvolvimento da
parede celular nas dreas de crescimento rdapido do tubérculo e causam a hipertrofia celular
(FRY; LORIA, 2002). Ja as lesdes deprimidas, estdo relacionadas com a morte celular
também induzida pela taxtomina.

A espécie S. turgidiscabies, que causa sintomas de sarna erumpente, possui em sua
ilha de patogenicidade o gene fas. Esse gene atua na producdo de citocininas (hormonios)
que causam a divisao celular vegetal e hipertrofia dos tecidos (KERS et al., 2005).

A espécie S. ipomoeae, que causa sintomas de sarna em batata-doce, produz
principalmente as taxtominas A e C, sendo essa ultima a mais abundante. Estudos
revelaram diferencas na regulacdo da producdo dessas toxinas e gama de hospedeiros

acometidos por essa espécie (HEALY et al., 2000).
7. Controle da sarna da batata

O aumento da incidéncia da sarna nos campos de producdo depende de diversos
fatores como a adaptacdo ou predominancia de espécies de Streptomyces mais agressivas, o
aumento da drea plantada com variedades de batata suscetiveis, a dispersdo de espécies
patogénicas por meio de batata semente contaminada e praticas culturais que promovam
condi¢des favordveis a sarna, como a compactacdo e a alteracdo da microflora do solo
devido ao wuso indiscriminado de defensivos agricolas (RODRIGUES NETO;
DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

Considerando os fatores favordveis ao desenvolvimento da doenca, diferentes
estratégias de controle podem ser adotadas a fim de se reduzir a incidéncia e severidade da

sarna da batata. Dentre elas, pode-se citar:

21



7.1 Uso de cultivares resistentes

O uso de cultivares resistentes representa uma das principais formas de controle de
doencas de plantas, pois evita ou reduz o uso de defensivos, diminuindo o impacto
ambiental e os custos de produ¢ao (CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 1995).

As cultivares de batata mais utilizadas para plantio em regides produtoras do Brasil
sdo suscetiveis ou apresentam somente resisténcia parcial a sarna. Em estudo realizado por
Garcia (2008), as cultivares de batata Monalisa, Cupido, Agata e Asterix foram
consideradas suscetiveis, sendo que Atlantic e Mondial foram indicadas como mais
apropriadas para plantio em regides com histdrico de sarna, uma vez que mostraram maior
resisténcia as linhagens de Streptomyces avaliadas no estudo.

A resisténcia de cultivares é muito dificil de ser alcancada, visto que a taxtomina ndo
€ hospedeiro especifica (LORIA; KERS; JOSHI, 2006). Além disso, variedades de batata
com niveis razodveis de resisténcia ou tolerancia a sarna ndo estao disponiveis para todas as
areas e mercados, e, ainda, podem se tornar infectadas em solos com alta densidade de
indculo e condicdes favordveis ao desenvolvimento do patégeno (RODRIGUES NETO;
DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

O mecanismo de tolerancia a sarna em batata é complexo e é determinado, em parte,
pela morfologia das lenticelas no tubérculo, que nas variedades tolerantes sdo menores e
com maior acimulo de parénquima. Aparentemente esse mecanismo também tem relagdao
com a quantidade de 4cido clorogénico e tirosinase presentes na periderme do tubérculo,
uma vez que, por ocasido de injurias no tecido, ocorre oxidagdo desses compostos com
formacdo de substancias toxicas aos microrganismos, como as quinonas (LUTMAN, 1914).

A sarna comum tem ocorrido com maior intensidade em cultivares de batata que
antes eram consideradas relativamente resistentes. Esta mudanca na incidéncia da doenca
pode estar associada a diversos fatores como carga do patégeno no solo, devido as
mudancas no clima que podem alterar a populagcdo de Streptomyces patogénicos e de seus
competidores; ao surgimento de novas espécies causadoras da sarna ou de linhagens
melhores adaptadas as novas condicdes ou a novas cultivares de batata; ou linhagens que

adquiriram novas caracteristicas de viruléncia (WANNER, 2007).
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7.2 Uso de batata semente certificada

Linhagens fitopatogénicas de Streptomyces podem sobreviver em tecidos de plantas
infectados (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008). Assim, a
certificacdo dos tubérculos € uma medida importante que pode garantir a sanidade do

material vegetal, evitando com isso a disseminacdo do patégeno para novas regioes.
7.3 Tratamento dos tubérculos

A introducdo de Streptomyces em campos indenes deve ser evitada utilizando-se
tubérculos certificados. Por outro lado, a auséncia de sintomas de sarna nos tubérculos niao
significa necessariamente que a bactéria ndo esteja presente na superficie do mesmo.
Assim, o tratamento dos tubérculos pode ser realizado para a preven¢do da disseminacao da
bactéria (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

Resultados diversos tém sido verificados na literatura com relagdo a eficicia do
tratamento quimico de tubérculos semente. Fungicidas como Fluazinam, Flusulfamida,
Fenpiclonil e Mancozeb proporcionaram controle razodvel da sarna em experimentos
desenvolvidos na Australia (WILSON; RANSON; PEMBERTON, 1999). Por outro lado,
somente o fungicida Flusulfamida mostrou-se promissor em experimentos realizados na

Aftica do Sul (GOUWS, 2006).
7.4 Manutencao da umidade do solo

A umidade elevada do solo desfavorece a doenca, pois o patégeno se desenvolve
melhor em solos porosos e aerados do que em solos encharcados. Além disso, solos
umidos, principalmente no periodo inicial de formagdao do tubérculo (4 a 6 semanas),
propiciam elevada taxa de crescimento de antagonistas, maior disponibilizacio de
manganés e concentragdes reduzidas de oxigénio. Essas condi¢des desfavorecem o
crescimento de Streptomyces patogé€nicos, pelo controle biolégico dos mesmos, ja que os
microrganismos antagdnicos, em condi¢des favoraveis, movem-se mais rapidamente,
colonizando e protegendo as lenticelas da infec¢cdo (LEWIS, 1971).

A eficédcia dessa pratica € influenciada por alguns fatores como a cultivar de batata
utilizada, o tipo de solo e as condicdes climaticas como a temperatura (LAPWOOD, 1972).

Ainda, apesar da umidade do solo ser uma estratégia de manejo, ha relatos de surtos da
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doenca em solos umidos e irrigados, como no Canadd, Europa e Israel (DOERING-SAAD

et al., 1992; GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 1996; LINDHOLM et al., 1997).
7.5 Acidificacao do solo

O uso de adubagdes nitrogenadas na forma de sulfato de amodnio diminui o pH do
solo e desfavorece a ocorréncia de Streptomyces scabiei e demais espécies, entretanto, essa
medida ndo se aplica para S. acidiscabies que tolera pH inferiores a 5. Ainda, essa pratica
pode levar a reducdo da producdo da batata, uma vez que os nutrientes do solo sdo
melhores disponibilizados em pH maiores, proximos de 6,5 e também limita as espécies

vegetais que podem ser empregadas na rotacdo de culturas (LAMBERT; LORIA, 1989b).
7.6 Rotacao de culturas

A rotagdo de culturas é um fator importante a ser considerado no planejamento de
lavouras de producao de batata. Este fator de manejo ndo estd relacionado somente com as
caracteristicas fitossanitdrias, mas também com a fertilidade e estruturacdo do solo. O uso
da rotacdo com cereais e gramineas ndo hospedeiros de Streptomyces, como arroz e trigo,
por exemplo, possibilitaram a reducdo da populacdo dos patégenos e aumentaram a difusao
de oxigénio, muito consumido pelo sistema radicular da batata (JADOSKI et al., 2009).

E importante ressaltar que essa medida nem sempre é utilizada com sucesso no
manejo da sarna, pois os patégenos podem manter-se por muito tempo em uma diversidade
de culturas e at¢é mesmo no solo. Algumas culturas, como beterraba, rabanete, cenoura,
nabo, repolho, salsa, batata-doce, berinjela e cebola sdo consideradas hospedeiras de
Streptomyces e nao devem ser utilizadas, pois podem constituir-se em fontes de indculo

para os tubérculos de batata (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).
7.7 Controle quimico

Diversos trabalhos descrevem o uso do controle quimico de Streptomyces, no entanto
0s compostos quimicos utilizados atualmente tém mostrado variacao no grau de eficécia, na
relacdo custo/beneficio, além de diversos fatores que influem no desenvolvimento da sarna
(RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008).

O método mais utilizado mundialmente no controle quimico de Streptomyces é o

tratamento do solo com quitosano antes do plantio. H4 diversas desvantagens no uso dessa
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técnica, visto que, essa substancia é carcinogénica e pode prejudicar a producdao (GOUWS,
2006).

Outra substancia também utilizada é o sulfato de amodnio (fertilizante), responsdvel
pela diminui¢do do pH do solo e pelo aumento da concentracdo de aluminio solivel que
estimula o crescimento de comunidades de organismos antagdnicos aos Streptomyces
patogénicos a batata. Entretanto, a eficicia desse composto depende do tipo de solo, bem
como da temperatura e umidade (MIZUNO; YOSHIDA; TADANO, 2000; STURZ et al.,
2004).

Ainda, o composto lignosulfato de amoénio foi capaz de reduzir a severidade da
doenca e a incidéncia da sarna em plantios seguintes de batata quando utilizado em
experimentos realizados em campos comerciais na regido de Ontdrio, Canada (SOLTANI et

al., 2002).
8. Legislacao

Para a redugdo das perdas com doencas sdo necessdrias diversas medidas, desde o
emprego de técnicas e insumos no cultivo até a protecao fitossanitdria na comercializagao,
transporte e armazenagem, principalmente de batata semente destinada ao plantio.

A instrugdo normativa n° 12, de 10 de junho de 2005, elaborada pelo MAPA,
estabeleceu limites de tolerncia para pragas ndo quarentendrias regulamentadas, como
Streptomyces spp., danos e misturas da batata semente a ser produzida, importada e
comercializada no pais. Embora essa instru¢do normativa tenha estabelecido limites de
tolerancia para Streptomyces spp., ela permite a entrada de tubérculos com uma certa
porcentagem da superficie atacada pela bactéria. O nivel de tolerancia foi estabelecido de
acordo com a porcentagem da superficie do tubérculo acometida pelos sintomas de sarna,
que podem ser causados por diferentes espécies de Streptomyces. Por exemplo, tubérculos
certificados com indice abaixo de 1/8 da superficie atacada tém niveis de tolerancia de 20%
(MAPA, 2005).

Cabe ressaltar que, em nenhum momento do diagnéstico, € realizada a identificagao
do agente causal, fato esse que pode levar a introducdo de bactérias que ndo estavam, até

entdo, presentes no pais.
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9. Taxonomia e Caracterizacao

A caracterizacdo de isolados de Streptomyces pode ser realizada com base em testes
fenotipicos e bioquimicos (WILLIAMS et al., 1983; FAUCHER et al., 1995; PARADIS et
al., 1994). No entanto, esses testes demandam longo tempo e técnicas elaboradas, sendo
que, nem sempre € possivel a determinacdo precisa da espécie.

Os métodos moleculares baseados nas andlises de seqiiéncias de DNA sao realizados
em menor tempo e oferecem maior precisdo e sensibilidade na identificacdo de
microrganismos quando comparados aos métodos convencionais de andlise de caracteres
fenotipicos. Diversas técnicas moleculares tém sido utilizadas para a taxonomia e
caracterizacdo de espécies de Streptomyces causadoras da sarna da batata tais como:
hibridizacio DNA-DNA (HEALY; LAMBERT, 1991; BOUCHEK-MECHICHE et al.,
2000), andlises da seqiiéncia do gene ribossomal 16S (TAKEUCHI et al., 1996; KREUZE
et al., 1999), da regido espacadora 16S-23S (SONG et al., 2004), do gene rpoB (MUN et
al., 2007); e presenca de genes de patogenicidade, como os genes necl, tomA e operon
txtAB (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998; PARK et al., 2003b; WANNER, 2006).

A maioria dos métodos moleculares utilizados em estudos de taxonomia de
Streptomyces sao baseados em seqiiéncias do gene 16S RNAr. Entretanto, em alguns
estudos realizados, andlises desse gene ndao foram elucidativas para a diferenciacdo de
espécies de Streptomyces muito relacionadas, devido a baixa variabilidade encontrada na
seqiiéncia do gene (ANDERSON; WELLINGTON, 2001; KIESER et al., 2004; SONG et
al., 2004; GUO et al., 2008).

A regido espagadora 16S-23S DNAr foi avaliada como marcador molecular para a
andlise filogenética de linhagens de Streptomyces isoladas na Coréia (SONG et al., 2004) e
ndo apresentou capacidade de discriminacdo das principais espécies. Contrariamente, em
outro estudo, essa regido foi utilizada na caracterizacdo da diversidade de Streptomyces
pela técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis) e foram observadas
regides varidveis, que poderiam servir como alvo para o desenho de primers espécie-
especificos (PARK; KILBANE II, 2006).

Como estratégia para resolver a filogenia de linhagens proximamente relacionadas e

com pouca resolu¢do nas drvores filogenéticas de sequéncias do gene 16S RNAr e da
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regido espacadora 16S-23S DNAr, pode-se utilizar a técnica de MLST (Multilocus
Sequence Typing).

A técnica de MLST, envolvendo a andlise combinada das sequéncias de diferentes
genes, tem sido aplicada com sucesso para caracterizagdo de patégenos bacterianos e para
andlises filogenéticas de grupos altamente diversos de bactérias pela sua alta eficiéncia de
resolucdo inter e intra-especifica (GUO et al., 2008). Esta técnica foi proposta em 1998
como uma ferramenta molecular alternativa em estudos de sistemdtica microbiana e
consiste no sequenciamento e andlise de fragmentos de 5 a 7 genes conservados
(geralmente housekeeping), espacados ao longo do genoma bacteriano com pelo menos 100
kilobases (Kb) de distancia (MAIDEN et al., 1998). Dados de MLST sao empregados na
identificacdo e classificacdo de microrganismos, em investigagdes epidemioldgicas em
varias escalas e em estudos de biologia populacional, patogenicidade e evolucdo de
bactérias, principalmente patégenos humanos (MAIDEN, 2006; SPRATT, 1999). A
vantagem no uso desta estratégia refere-se ao fato das diferencas entre as linhagens estarem
indexadas diretamente nas seqiiéncias de DNA, as quais podem ser disponibilizadas em
bancos de dados de dominio publico e comparadas com facilidade.

A partir da técnica de MLST surgiram varia¢des do método como MLSA (Multilocus
Sequence Analysis), empregado para a identificacdo de espécies de microrganismos. Nessa
técnica, as seqii€éncias sdo comparadas e as andlises filogenéticas sdo realizadas com base
em matrizes de similaridade, sendo adequada para a separacdo de espécies
(CHRISTENSEN et al., 2007).

A técnica de MLSA foi utilizada em estudo de filogenia de Streptomyces griseus com
base em seqiiéncias dos genes atpD (cadeia B da ATP sintase), gyrB (gene estrutural da
subunidade B da DNA girase), recA (recombinase A), rpoB (subunidade 3 da RNA
polimerase), trpB (subunidade B da triptofano sintase) e 16S RNAr (GUO et al., 2008).
Esses genes, apesar de conservados evolutivamente, apresentaram alto nimero de sitios
polimérficos, que possibilitou a identificacdo de diferentes espécies bacterianas. Alguns
destes genes também foram utilizados individualmente para analises filogenéticas no
género Streptomyces como trpB (EGAN et al., 2001), gyrB (HATANO; NISHII; KASAL
2003) e rpoB (KIM et al., 2004). O gene rpoB foi utilizado por Mun e colaboradores (2007)

e possibilitou a diferenciacdo de espécies de Streptomyces associados a sarna da batata.
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10. Sarna da batata no Brasil

Atualmente, a sarna da batata vem se tornando problema de suma importancia para a
bataticultura nacional, principalmente pelo aumento da contaminacdo da batata-semente
importada (FISCHER et al., 2005). Além disso, tem sido relatada a ocorréncia de sarna
provocada por patégenos com caracteristicas distintas de Streptomyces scabiei, como
aqueles que ocorrem em solos com pH inferiores a 3,9 (MIRANDA FILHO, 2001).

No Brasil, a literatura pertinente a caracterizagdo de linhagens de Streptomyces
associadas a sarna da batata estd resumida em um nimero extremamente reduzido de
trabalhos, baseados na caracterizacdo morfoldgica dos isolados nacionais, na avaliacdo da
suscetibilidade de diferentes variedades hospedeiras e nas medidas de manejo da doenca
(FISCHER; KIMATI; MARTINS, 2003; FISHER et al., 2005; FISCHER et al., 2009;
JADOSKI et al., 2009).

Atualmente pouco se conhece sobre a ocorréncia da sarna da batata no pais, inclusive
sobre a epidemiologia desta doenca nas diferentes regides produtoras. Nesse sentido, a
caracterizacdo e/ou identificacdo das linhagens de Streptomyces patogénicas a batata que
ocorrem no Brasil poderd contribuir para o aperfeicoamento dos métodos de manejo da
doenca, a fim de garantir maior producdo, e, principalmente, permitir o plantio continuado
da batata em regides favordveis a cultura, mas com restrita disponibilidade de drea. Além
disso, poderd fornecer subsidios para os programas de melhoramento genético das
variedades de batata, para estudos do grau de resisténcia/suscetibilidade das cultivares, bem

como para estudos epidemioldgicos.
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OBJETIVOS
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1. Objetivo geral

Identificacdo de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata, provenientes

de diferentes regides produtoras do Brasil, por meio de taxonomia polifésica.

2. Objetivos especificos

* Isolamento de linhagens de Streptomyces oriundas de diferentes regides produtoras
dos estados de Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS), complementando o
acervo de linhagens nacionais de Streptomyces patogénicas a batata da Colecdo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico (IBSBF);

» Caracterizacdo morfoldgica das linhagens baseada no tipo de hifa e coloragdao dos
esporos;

* Avaliagdo da patogenicidade das linhagens com base na presenca dos genes necl,
tomA e operon txtAB e/ou em testes de inoculacdo em minitubérculos de batata;

e Caracterizacdo molecular das linhagens pela utilizacdo de primers espécie-
especificos, andlise de PCR-RFLP do gene afpD e andlise de sequéncias dos genes
atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB;

* Estudos das relacdes filogenéticas entre as linhagens utilizando sequéncias dos genes
atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB de forma individual e multilocus;

* Avalia¢do da incidéncia e distribuicdo de Streptomyces spp. nas diferentes regides

produtoras de batata do Brasil.
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MATERIAL E METODOS
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1. Linhagens

As linhagens foram cedidas pela Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto

Biol6gico (IBSBF), Campinas, SP. No presente estudo foram analisadas 190 linhagens,

sendo 165 nacionais, 13 de material vegetal importado do Chile, Franca e Holanda (Tabela

1) e 12 linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata (Tabela 2).

Tabela 1. Linhagens de Streptomyces sp. utilizadas nesse

estudo.

IBSBF | Cédigo Procedéncia Variedade
1773 - Desconhecida Desconhecida
1774 - Desconhecida Desconhecida
1884 - Capio Bonito (SP) Agata
1886 - Ibicoara (BA) Monalisa
1936 - Itapeva (SP) Monalisa
1943 - Holanda Vivaldi
1944 - Holanda Baraka
1945 - Holanda Vivaldi
2005 - Cristalina (GO) Agata
2006 - Chile Atlantic
2019 - Cristalina (GO) Agata
2020 - Campinas (SP) Beta vulgaris
2021 - Campinas (SP) Beta vulgaris
2124 - Bueno Branddo (MG)| Monalisa
2147 - Ibicoara (BA) Agata
2162 - Holanda Asterix
2203 - Tambat (SP) Agata
2204 - Tambat (SP) Monalisa
2228 - Ibicoara (BA) Agata
2229 - Araxd (MG) Asterix
2235 - UFV MG) Desconhecida
2236 - UFV MG) Desconhecida
2239 - Ibicoara (BA) Agata
2242 - Ipuiuna (MG) Cupido
2243 - Ipuiuna (MG) Cupido
2247 - Itapetininga (SP) Cupido
2248 - Itapetininga (SP) Agata
2250 - Ibicoara (BA) Mondial
2251 - Ibicoara (BA) Mondial
2257 - Nova Rezende (MG) | Desconhecida
2258 - Itapetininga (SP) Cupido
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Tabela 1. Continuacao.

IBSBF | Cédigo Procedéncia Variedade
2260 - Mucuge (BA) Agata
2282 - Quitandinha (PR) Agata
2283 - Quitandinha (PR) Agata
2292 - Sao Mateus (PR) Cupido
2293 - Sdo Mateus (PR) Cupido
2294 - Sao Mateus (PR) Cupido
2298 - Sdo Gotardo (MG) Agata
2306 - Mucuge (BA) Agata
2308 - Mucugeé (BA) Agata
2315 - Pinhio (PR) Agata
2316 - Perdizes (MG) Cupido
2317 - Mucuge (BA) Cupido
2318 - Mucuge (BA) Cupido
2343 - S. Miguel Arcanjo (SP) Cupido
2344 - S. Miguel Arcanjo (SP) Cupido
2351 - Itapetininga (SP) Cupido
2352 - Vargem Grande do Sul (SP) Cupido
2359 - Cristalina (GO) Beta vulgaris
2360 - Vargem Grande do Sul (SP)| Monalisa
2368 - Itapetininga (SP) Atlantic
2388 - Itapetininga (SP) Asterix
2389 - Itapetininga (SP) Atlantic
2390 - Casa Branca (SP) Cupido
2391 - Cristalina (GO) Cupido
2392 - Cristalina (GO) Cupido
2393 - Cristalina (GO) Cupido
2394 - Cristalina (GO) Agata
2395 - Itapetininga (SP) Mondial
2396 - Itapetininga (SP) Agata
2397 - Santa Juliana (MG) Asterix
2398 - Cristalina (GO) Agata
2399 - Cristalina (GO) Agata
2400 - Itapetininga (SP) Mondial
2401 - Santa Juliana (MG) Agata
2402 - Santa Juliana (MG) Agata
2403 - Uberaba (MG) Agata
2404 - Uberaba (MG) Agata
2405 - Uberaba (MMG) Agata
2406 - Pocos de Caldas (MG) Agata
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Tabela 1. Continuacao.

IBSBF | Cédigo Procedéncia Variedade
2407 - Pocos de Caldas (MG) Agata
2408 - Pocos de Caldas (MG) Agata
2409 - Cristalina (GO) Agata
2410 - Cristalina (GO) Agata
2411 - Cristalina (GO) Agata
2426 - Itapetininga (SP) Mondial
2427 - Itapetininga (SP) Agata
2428 - Itapetininga (SP) Agata
2429 - Castro (PR) Atlantic
2430 - Castro (PR) Atlantic
2431 - Tapira (PR) Atlantic
2432 - Tapira (PR) Atlantic
2435 - Pocos de Caldas (MG) Agata
2437 - Tapira (PR) Atlantic
2438 - Vargem Grande do Sul (SP)| Agata
2439 - Vargem Grande do Sul (SP)| Agata
2449 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2450 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2455 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2466 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2467 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2468 - Vargem Grande do Sul (SP)| Cupido
2472 - Holanda Caesar
2473 - Holanda Agata
2474 - Holanda Cupido
2475 - Ibicoara (BA) Agata
2476 - Mucugé (BA) Agata
2482 - Guarapuava (PR) Agata
2483 - Guarapuava (PR) Agata
2484 - Guarapuava (PR) Agata
2485 - Guarapuava (PR) Agata
2486 - Guarapuava (PR) Agata
2498 - Holanda Agata
2499 - Holanda Baraka
2500 - Casa Branca (SP) Monalisa
2501 - Piedade (SP) Monalisa
2502 - Bueno Brandao (MG) Agata
2503 - Ibicoara (BA) Monalisa
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Tabela 1. Continuacao.

IBSBF | Cédigo Procedéncia Variedade
2507 - Ibicoara (BA) Agata
2508 - Holanda Agata
2509 - Franca Eden
2510 - Holanda Carreira
2520 - Paranapanema (SP) Cupido
2521 - Paranapanema (SP) Cupido
2522 - Ibiraiaras (RS) Cupido
2523 - Ibiraiaras (RS) Cupido
2524 - Ibiraiaras (RS) Cupido
2527 - Indaiatuba (SP) Agata
2528 - Indaiatuba (SP) Agata
2529 - Indaiatuba (SP) Agata
#2804 | RS 11 Ibiraiaras (RS) Asterix
*2805 | RS 20 Ibiraiaras (RS) Asterix
#2806 | RS 12 Ibiraiaras (RS) Asterix
*2807 | RS 16 Ibiraiaras (RS) Asterix
*2808 | RS 15 Ibiraiaras (RS) Asterix
#2809 | RS 6 |Sao Francisco de Paula (RS)| Asterix
*2811 | RS 3 |Séao Francisco de Paula (RS)| Asterix
#2812 | SC5 Irine6polis (SC) Agata
*2814 | SC 1A Irine6polis (SC) Agata
*2815 | RS 22 Ibiraiaras (RS) Asterix
#2823 | SC 8 IrineSpolis (SC) Agata
*2860 | SC4A Irinedpolis (SC) Agata
#2861 | RS 13 Ibiraiaras (RS) Asterix
*2862 | SC 10C Itaiépolis (SC) Markies
#2863 | SC 2A IrineSpolis (SC) Agata
#2864 | SC 1C Irinedpolis (SC) Agata
*2865 | SC 10B Itaiépolis (SC) Markies
*2866 | RS 14 Ibiraiaras (RS) Asterix
*2867 | SC24 Canoinhas (SC) Agata
*2931 | SC 1B Irinedpolis (SC) Agata
#2932 | SC 3A Agua Doce (SC) Agata
*2941 | SC11 Itaiépolis (SC) Markies
#2942 | SC 22 Canoinhas (SC) Agata
*2049 | SC21 Itaiépolis (SC) Cupido
#2950 | SC 25A Canoinhas (SC) Asterix
*2051 | SC 19 Itaiépolis (SC) Cupido
*2952 | SC 20B Itaiépolis (SC) Cupido
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Tabela 1. Continuacao.

IBSBF | Cédigo Procedéncia Variedade
*2953 | SC 25B Canoinhas (SC) Asterix
*2954 | SC 27 Canoinhas (SC) Asterix
*2955 | SC 10A Itaiépolis (SC) Markies
*2956 | SC 20A Itai6polis (SC) Cupido
*2957 | SC 13 Itai6polis (SC) Markies
#2958 | SC 23B Canoinhas (SC) Agata
*2959 | SC 23A Canoinhas (SC) Agata
#2960 | SC 4B Irinedpolis (SC) Agata
#2964 | SC 16 Papanduva (SC) Agata
*2965 | SC 26 Canoinhas (SC) Asterix

*2967 | RS 7 |Sao Francisco de Paula (RS) Agata

*2968 | RS 9 |Sdo Francisco de Paula (RS) Agata
#2969 | RS 10 | Sao Francisco de Paula (RS) Agata

2970 - Ibiraiaras (RS) Cupido
*- RS 1 |Sao Francisco de Paula (RS)| Asterix
*- RS 2 | Sdo Francisco de Paula (RS) | Asterix

*_ RS 4 | Sdo Francisco de Paula (RS)| Asterix
*- RS 5 |Sao Francisco de Paula (RS) | Asterix

*_ RS 8 | Sao Francisco de Paula (RS) Agata

*- RS 17 Ibiraiaras (RS) Asterix
*_ RS 18 Ibiraiaras (RS) Asterix
*_ RS 19 Ibiraiaras (RS) Asterix
*- RS 21 Ibiraiaras (RS) Asterix
*_ RS 23 Ibiraiaras (RS) Asterix
*o SC2B Irinedpolis (SC) Agata
*o SC 3B Agua Doce (SC) Agata
*- SC 10 Agua Doce (SC) Agata
*- SC 12 Itai6épolis (SC) Markies
*o SC 15 Papanduva (SC) Agata
*o SC 18 Papanduva (SC) Agata
*.|SC23C Canoinhas (SC) Agata

IBSBF (Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Biol6gico, Campinas, SP, Brasil); UFV (Universidade Federal de
Vicosa, Vicosa, MG, Brasil); * Linhagens de Streptomyces que
foram isoladas nesse estudo.



Tabela 2. Linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna batata

Espécie IBSBF | Niimero em outras colecdes | Procedéncia
S. scabiei 2049" CFBP - 4517 Estados Unidos
S. europaeiscabiei | 2023" CFBP - 4497 Franca
S. stelliscabiei | 2085" CFBP - 4521 Franca
S. acidiscabies | 21107 DSMZ - 41668 Canadé
S. reticuliscabiei | 2086" CFBP - 4531 Franca
S. turgidiscabies | 2114 " DSMZ - 41838 Japdo
S. caviscabies 20517 CFBP - 4545 Canadé
S. setonii 21067 DSMZ - 40395 Desconhecida
S. luridiscabiei | 20117 LMG -21390 Coréia
S. puniciscabiei | 20127 LMG - 21391 Coréia
S. sampsonii | 21117 DSMZ - 40394 Desconhecida
S. ipomoeae 21177 DSMZ - 40383 Desconhecida

T linhagem Tipo; CFBP (Collection Francaise de Bactéries Phytopathogéne,
Franca); DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikrooganismen und Zellkulturen,
Alemanha); IBSBF (Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico,
Brasil); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Bélgica).

2. Isolamento

A Cole¢ao de Culturas IBSBF possuia em seu acervo 108 linhagens nacionais de
Streptomyces provenientes de alguns estados produtores como Bahia, Goids, Minas Gerais,
Parand e Sao Paulo. Entretanto, o nimero de linhagens de Streptomyces da regido Sul,
considerada uma das principais regides produtoras de batata do pais, era pouco
representativo. Para complementar o acervo das linhagens provenientes das regides
produtoras do pais, foram obtidos tubérculos de batata com sintomas de sarna provenientes
de campos comerciais dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, pertencentes a
agricultores filiados a Associacdo Brasileira da Batata (ABBA).

O isolamento de linhagens de Streptomyces foi efetuado a partir de lesdes
caracteristicas aprofundadas, superficiais, erumpentes ou de aspecto rendilhado (Figura 6).

As lesdes de tubérculos infectados foram recortadas com um bisturi, colocadas em
microtubos contendo 1 mL de 4gua destilada autoclavada e incubadas a 55 °C por 30
minutos. Em seguida, foram colocadas em placa de Petri e ap6s a adicdo de 0,5 mL de dgua

destilada esterilizada foram maceradas com o auxilio de um bisturi. Com uma alca de
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platina, a suspensdo resultante foi semeada, por meio de esgotamento, em placa de Petri
contendo meio Agar-Agua (AA) (dgar 18 g, dgua destilada q.s.p. 1000 mL, cicloheximida
100 ppm, pH 9). As placas foram incubadas a 28 °C, em estufa bacterioldgica, por
aproximadamente sete dias para observac¢do da micromorfologia de hifas.

As placas foram observadas em microscopio Optico e coldnias tipicas de
Streptomyces foram selecionadas, semeadas em meio de cultura YME (extrato de levedo 4
g, extrato de malte 10 g, glucose 4 g, dgar 18 g, dgua destilada g.s.p. 1000 mL, pH 7,2) e
incubadas por aproximadamente sete dias a 28 °C para observacdo da coloragdo dos

€Sporos.

Figura 6. Lesdes nos tubérculos de batata provenientes de campos comerciais dos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. (A) Les@o aprofundada; (B) Lesdo
superficial; (C) Lesdo erumpente; (D) Lesdo com aspecto rendilhado.

3. Preservacao

As linhagens de Streptomyces isoladas foram incorporadas ao acervo da Colecdo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico (IBSBF), sendo preservadas por meio de

liofilizagdo e ultracongelamento (-80 °C).
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3.1 Liofilizacao

As amostras foram dessecadas sob alto vdcuo, de acordo com os seguintes

procedimentos:

selecdo de ampolas: foram utilizadas ampolas com dimensdes de 0,7 x 12 cm
(diametro externo e comprimento, respectivamente), € capacidade para 0,5 mL de
solucdo;

preparo de ampolas: as ampolas foram esterilizadas inicialmente com calor seco (160
°C/2 h). Apés esterilizacdo, tiras de papel contendo o nimero de identificacdo das
culturas foram inseridas nos tubos. Depois deste procedimento, as ampolas foram
tamponadas e esterilizadas em autoclave (120 °C/30 min) duas vezes, por dois dias
consecutivos;

solucdo crioprotetora: composta por trealose 5 g, gelatina 2,5 g, peptona 1 g e dgua
destilada 100 mL. Aliquotas de 5 mL da solucdo foram transferidas para tubos que
receberam as culturas;

preparo da cultura bacteriana: as células bacterianas, obtidas nos isolamentos e
cultivadas em meio YME, foram coletadas com o auxilio de uma alca de platina e
depositadas na solucdo crioprotetora, de modo a formar uma suspensdo densa, em
quantidade suficiente para distribui¢do nos tubos (500 pL/tubo).

processo de liofilizacdo: a suspensdo de células contidas nos tubos de vidro foram
pré-congeladas (—80 °C) e posteriormente levadas ao aparelho liofilizador onde foram
processados num tempo nunca inferior a 6 horas. Para a liofilizag@o, a pressdo final
foi mantida em torno de 10 a 10~ Torr. Ao final da operacdo, os tubos foram selados
sob vacuo, com chama de macarico. Para facilitar o fechamento, foi efetuada uma
constricdo no tubo, a 6 cm da base. Foram processadas 10 ampolas para cada
linhagem de Streptomyces isolada.

armazenamento: apds o processo de liofilizacdo, as ampolas foram armazenadas ao

abrigo de luz, a temperatura de 4 °C.

3.2 Ultracongelamento

Além da técnica de preservacao por liofilizagdo, todas as linhagens de Streptomyces

sp. foram armazenadas por ultracongelamento. Apés cultivo em meio de cultura YME, a
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bactéria foi raspada da placa e suspendida em 1,5 mL de solucdo crioprotetora (item 3.1).
Posteriormente, adicionou-se glicerol 30% esterilizado e os tubos criogénicos foram

armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

4. Caracterizacao morfologica
A caracterizacdo morfoldgica foi realizada através de microscopia Optica, avaliando-
se o formato da cadeia de esporos em meio de cultura AA e visualmente pela observagao da

colora¢ao dos esporos em meio de cultura YME.

5. Caracterizacao patogénica

5.1 Amplificacao de genes da ilha de patogenicidade de Streptomyces por PCR

A andlise da presenca de genes caracteristicos da ilha de patogenicidade de S.
turgidiscabies foi realizada por PCR utilizando primers especificos para o operon txtAB
(WANNER, 20006), relacionado a sintese da fitotoxina taxtomina, genes fomA (WANNER,
2006), que codifica a enzima tomatinase e necl (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998),
que codifica a proteina necrogénica Necl.

Os experimentos de amplificagdo foram realizados preparando-se reagdes de 25 pL,
contendo 200 ng de DNA cromossomico, 2,0 U da enzima Tag DNA polimerase
(Fermentas), 1X tampao da enzima, 1,5 mM de MgCl,, 1X BSA (Bovine Serum Albumine)
(10 mg/mL), 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 0,4 uM de cada primer.

Os experimentos foram realizados em termociclador MyCycler, Bio-Rad. O programa
de amplificacdo, comum para os trés genes analisados, consistiu de um ciclo de
desnaturagio inicial 95 °C por 2 min.; seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 1
min.; anelamento a 57 °C por 1 min. e extensdo a 72 °C por 2 min.; e um ciclo de extensio
final a 72 °C por 5 min. Os produtos da amplificacdo foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os géis foram corados com brometo de etideo (10
mg/mL), visualizados e fotografados em sistema digital de fotodocumentacao.

As regides amplificadas, os tamanhos dos fragmentos obtidos e os pares de primers

utilizados estdo listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Pares de primers utilizados na amplificacdo por PCR para deteccio de
genes da ilha de patogenicidade de Streptomyces.

Especificidade | Primers Seqiiéncia (5’- 3’) Fragmento (pb)
Nf ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA
Gene necl 720
Nr GCAGGTCGTCACGAAGGATCG
TxtAB1 CCACCAGGACCTGCTCTTC
Operon txtAB 385
TxtAB2 TCGAGTGGACCTCACAGATG
Tom3 GAGGCGTTGGTGGAGTTCTA
Gene tomA 392
Tom4 TTGGGGTTGTACTCCTCGTC

pb: pares de bases.

5.2 Teste de patogenicidade em minitubérculos de batata

Para as linhagens de Streptomyces sp. que ndo apresentaram amplificacio do gene
necl foram efetuados testes em minitubérculos de batata para a confirmag¢do da
patogenicidade e avaliacdo da habilidade necrética. Algumas linhagens que apresentaram
amplificacdo para esse gene foram utilizadas como controle positivo nesses experimentos.

Tubérculos de batatas-semente das cultivares Agata e Cupido, suscetiveis a sarna e
comumente plantadas no Brasil, foram gentilmente cedidos pela Cooperativa Agricola de
Capao Bonito (SP) e utilizados nos testes de patogenicidade.

Os minitubérculos de batata, com cerca de um a dois centimetros de didmetro,
receberam o seguinte tratamento: desinfestacdo superficial com NaOCl 0,5%, por 15
minutos, sob agitacdo; lavagem em d&gua destilada esterilizada, por 15 minutos sob
agitacdo, para a retirada da solucdo de hipoclorito da superficie do tubérculo. Apds esse
processo, os minitubérculos foram secos a temperatura ambiente e assepticamente cortados,
com o uso de bisturi, em fatias com cerca de 0,25 cm de espessura.

As linhagens de Streptomyces foram cultivadas em meio de aveia Oatmeal Broth
(OMB) (LORIA et al., 1995), durante sete dias, a 28 °C. No preparo do meio de aveia, 40 g
de aveia em flocos foi dissolvida em 600 mL de dgua destilada. A mistura foi fervida por
20 minutos e filtrada com a utilizacdo de gaze de algoddo. O volume foi completado, com
dgua destilada, para um litro e o pH ajustado para 7,2. Adicionou-se dgar para concentragao
final de 1,5%.

Apdés o crescimento e esporulacdo, discos do meio de cultura com a bactéria
(aproximadamente 0,5 cm de diametro) foram recortados e invertidos sobre fatias de
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minitubérculos. Foram utilizados quatro discos por tratamento, colocados em placa de Petri
revestida com papel de filtro esterilizado, umedecido com dgua destilada autoclavada. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 28 °C e os sintomas de necrose
avaliados apds dois, sete e dez dias. Foi utilizado como controle negativo o meio de cultura
sem indculo, invertido sobre os minitubérculos (LORIA et al., 1995, com adaptacdes).

De acordo com a capacidade de causar necrose e sua intensidade, no décimo dia as
linhagens foram classificadas como nao patogénicas (-), que ndo foram capazes de causar
necrose em fatias de batata e patogénicas, causadoras de necrose (Figura 7). As linhagens
patogénicas foram classificadas em diferentes graus de viruléncia, sendo consideradas
como pouco virulenta (+), causando necrose pouco aprofundada abaixo e ao redor do disco
de meio de cultura, com largura da faixa de necrose inferior a 0,1 cm; moderadamente
virulenta (++), causando necrose mais aprofundada abaixo e ao redor do disco de meio de
cultura, com largura da faixa de necrose inferior a 0,1 cm; e muito virulenta (+++), com
necrose mais aprofundada abaixo e ao redor do disco de meio de cultura, com faixa de
necrose com largura maior que 0,1 cm.

A B

. Fatia de batata Fatia de batata

~ Mecrose ao redor do disco
4 de meio de cultura

.

— -~
( \ Dizco de meio de
\\___/" —_ culfura cultivado
—

com linhagem ndo
patogénica

Disco de meio de cultura
cultivado com linhagem
patogénica

Figura 7. Esquema da avalia¢do do teste de patogenicidade de linhagens de Streptomyces.
(A) Exemplo de linhagem ndo patogénica (-); (B) Necrose causada por linhagem patogénica.
A largura da faixa de necrose foi utilizada na classifica¢do em diferentes graus de viruléncia.

6. Caracterizacao molecular
6.1 Extracio de DNA cromossomico

As culturas de Streptomyces spp. foram submetidas a extracdo de DNA de acordo
com a metodologia descrita por Pitcher, Saunders e Owen (1989), com algumas
modificagdes.

Cerca de 100 mg de biomassa de bactéria, contida na placa com meio YME, foi

utilizada na extracdo. As células foram lavadas com 3 mL de tampdo NaCl (NaCl 0,1 M e
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EDTA 0,1 M). O micélio foi desagregado mecanicamente, com auxilio de um pistilo, em
1,8 mL de tampao de lise (EDTA 40 mM; Tris-HCl 50 mM pH 8,0; sacarose 0,75 M).
Posteriormente, foi adicionado 180 pL. SDS 10% e 90 pL de lisozima (20 mg/mL),
misturados com a utiliza¢do de vortex e a mistura foi incubada a 37 °C por uma hora. Apés
foi adicionado 100 uL de proteinase K (10 mg/mL), incubando-se a 55 °C durante duas
horas. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1) e apds agitacdo manual
vigorosa, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos e a fase aquosa
transferida para um novo tubo. Esse procedimento foi realizado duas vezes. O DNA foi
precipitado com 0,1 volume de NaCl 5 M, cerca de 200 uL, e 2 volumes de etanol absoluto,
cerca de 4 mL, com incubagdo durante a noite a -20 °C. A solu¢do foi centrifugada a
12.000 rpm por 15 minutos e o sedimento foi lavado de duas a trés vezes com etanol 70%,
aplicando-se pulsos curtos de centrifugacdo. O sedimento foi seco a temperatura ambiente e
depois suspendido em 400 uL de tampao TE pH 8,0 (10 mM Tris; 1 mM EDTA).
Adicionou-se 8 uL. de RNase (10 mg/mL) e a solucao foi incubada a 37 °C por duas horas.
Posteriormente, adicionou-se 80 puL de LiCl (4 M) e 1 volume de cloroférmio-dlcool
isoamilico (24:1), cerca de 500 uL. Apds centrigugacdao de 10 min a 10000 rpm, a fase
aquosa foi transferida para um microtubo, o DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol
absoluto, cerca de 1 mL, e os sedimentos lavados duas vezes com etanol 70%. Apds secar
em temperatura ambiente o DNA foi suspendido em 40 pL de TE pH 8,0 e estocado a 4 °C.

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

Alpha Innotech 2200.
6.2 Amplificacao por PCR dos diferentes genes

Nesse estudo foram analisados diversos genes e utilizados diferentes pares de primers
obtidos a partir de dados de literatura e suas sequéncias estdo listadas na Tabela 4. Os
experimentos de amplificacdo foram realizados preparando-se reagdes de 25 puL, com 200
ng de DNA cromossdmico, 1X tampao da enzima Tag DNA polimerase (Fermentas) e 1X
BSA (Bovine Serum Albumine) (10 mg/mL). As concentracdes dos reagentes e os

programas de amplificacdo foram padronizados para as linhagens de Streptomyces através
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de experimentos de gradiente de temperaturas e testes com variagdes nas quantidades dos
reagentes utilizados nas reagdes (Tabela 5). As regides amplificadas e os tamanhos dos
fragmentos obtidos variaram de acordo com os pares de primers utilizados (Tabela 5).

Para a andlise de multilocus foram amplificadas partes dos genes atpD (cadeia B da
ATP sintase), gyrB (gene estrutural da subunidade B da DNA girase), recA (recombinase
A), rpoB (subunidade 3 da RNA polimerase) e trpB (subunidade B da triptofano sintase)
com os primers anteriormente descritos por (GUO et al., 2008).

Os pares de primers especificos para as espécies S. scabiei e S. turgidiscabies
(LEHTONEN; RANTALA; KREUZE, 2004) foram utilizados para confirmac¢do da
identidade das linhagens.

Os experimentos foram realizados em termociclador MyCycler, Bio-Rad. Os
produtos da amplificacdo foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados e fotografados em

sistema digital de fotodocumentagao.

Tabela 4. Sequéncia dos primers que foram utilizados nas amplificacdes por PCR.

. in e ey s Fragmento
Primers Seqiiéncia (5’-3’) Egpb)
atpDPF | GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAACACC 998
atpDPR | GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGACAGGAA
gyrBPF | GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCACGCGGGCGGCAAGTTCGGC 1305
gyrBPR | GTTGATGTGCTGGCCGTCGACGTCGGCGTCCGCCAT
recAPF | CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAATTC* 913
recAPR | GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAAGTTGCG*
rpoBPF | GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGC 904
rpoBPR | CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCATGA
trpBPF | GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATCAACA 899
trpBPR | TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCAGGC

Scabl | CAACACTCTCGGGCATCCGA 1278
Scabll | TTCGACAGCTCCCTCCTTAC
Turgl | CCTCGCATGGGGGTGGGTTA 1973
Turgll | CGACAGCTCCCTCCCCGTAA

(*) bases ambiguas, onde R = A/G, S = C/G; pb: pares de bases
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Tabela 5. Pares de primers, regides amplificadas, tamanhos dos fragmentos, concentracdes de reagentes e programas de
amplificacdo utilizados nos experimentos de PCR.

Regiao

Pz:;:lsef: amplificada/ Fraégnl:;ento p zl'ﬁ; s 11{;5 (I?/l;ez:;m;o) Programas de Amplificacao
p Especificidade P H ¢
parte do gene 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 61
@ipDPF/aipDPR atpD 98 04 0,2 2,5 °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
parte do gene 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 67
gyrBPF/gyrBPR ayrB 1305 0.4 0.2 2,5 °C/30 seg, 72 °C/90 seg): 72 °C/10 min
parte do gene 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 65
recAPF/recAPR recA 13 04 0.2 25 °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
parte do gene 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 65
rpoBPF/rpoBPR rpoB 994 0.4 0.2 2,5 °C/30 seg, 72 °C/90 seg): 72 °C/10 min
parte do gene 95 °C/5 min; 35X (95 °C/30 seg, 67
trpBPF/trpBPR irpB 822 0.4 0.3 2.5 °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
. 95 °C/5 min; 35X (95 °C/30 seg, 61
Scabl/Scabll S. scabiei 1278 0,4 0,2 2,0 °C/30 seg, 72 °C/80 seg); 72 °C/6 min
Turgl/Turell | S. tugidiscabies 1273 0,4 0,3 2,0 95 °C/5 min; 35X (95 °C/30 seg, 61

°C/30 seg, 72 °C/80 seg); 72 °C/6 min

pb: pares de bases; U: unidade
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6.3 Analises de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) do gene atpD

O gene atpD foi avaliado como marcador molecular para a diferenciacdo das
principais espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata (Tabela 2) e
posteriormente para a caracterizagdo de linhagens de Streptomyces sp. (Tabela 1) . Os
produtos de amplificacdo desse gene foram submetidos a digestdo com as enzimas de
restricao Alu 1, Cfo 1, Dde 1, Hae 111, Hinf 1, Hpa 11, Hsp 92 1I, Mbo 1, Rsa 1 e Taq 1
(Fermentas). Nas reacdes foram utilizados de 5 a 7 pL do produto gerado pela
amplificacdo, em reacdes de 15 uL contendo 5 U da enzima por reagdo. As condi¢des de
temperatura foram empregadas de acordo com as instru¢des do fabricante (Fermentas). A
observacao do perfil de restri¢do foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose
3%. Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados e fotografados
em sistema digital de fotodocumentagao.

Os perfis apresentados pelas linhagens analisadas foram comparados com os perfis
obtidos para as diferentes linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata,

visando a identifica¢do das espécies que ocorrem no Brasil.
6.4 Sequenciamento

Os produtos de amplificacdo correspondentes as partes dos genes atpD, gyrB, recA,
rpoB, trpB das linhagens de Streptomyces foram purificados utilizando-se o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as recomendacdes do
fabricante, para posterior sequenciamento. Apds as purificacoes, os DNAs foram
quantificados em gel de agarose 1%.

As reagdes para sequenciamento foram efetuadas utilizando o kit Big Dye (Applied
Biosystems), empregando-se os mesmos primers da amplificagdo por PCR (Tabela 4). As
purificagdes das reacdes foram realizadas de acordo com recomendacdes do fabricante do
kit. As amostras de DNA foram secas, suspensas em tampao apropriado e submetidas a
eletroforese no seqiienciador automatico, marca Applied Biosystems-Hitachi , modelo ABI
Prism 3700 DNA Analyzer. Uma parte do sequenciamento foi efetuada no Laboratério de

Bioquimica Fitopatolégica do Instituto Biol6gico, Sao Paulo, SP e a outra no Laboratério
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de Sequenciamento e Genotipagem do Centro de Biologia Molecular e Engenharia

Genética (CBMEG), UNICAMP, Campinas, SP.
6.5 Analise de Multilocus

Nas anélises de multilocus foram utilizadas seqiiéncias dos genes atpD, gyrB, recA,
rpoB e trpB das linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata, assim como a
seqiiencia dos mesmos genes de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, utilizada como grupo
externo, disponivel na base de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
As seqiiéncias foram editadas e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999).
Posteriormente foram construidas drvores filogenéticas utilizando-se o método Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987) no programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007). Anélises
de bootstrap com 1000 repeticdes foram realizadas para prover suporte aos ramos das
arvores filogenéticas obtidas, estimando a sua consisténcia interna. A partir dos dados de
alinhamento também foram construidas matrizes de similaridade das seqiiéncias para cada
gene, utilizando o pardmetro Kimura 2 de correcdo (KIMURA, 1980), por meio do
programa MEGA 4.0.

As sequéncias dos diferentes genes foram concatenadas em combinagdes de 2 a 5
genes dependendo da linhagem de Streptomyces analisada. O mesmo foi efetuado para as
linhagens Tipo de Streptomyces e para o grupo externo. As sequéncias concatenadas foram
alinhadas e foram construidas arvores filogenéticas e matrizes de similaridades para

comparacao entre as linhagens.
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RESULTADOS



1. Isolamento e Preservacao

A Colecao de Culturas de Streptomyces IBSBF possuia em seu acervo 133 linhagens
de Streptomyces causadoras da sarna comum da batata, sendo 108 nacionais, 13 de material
vegetal importado e 12 linhagens de outras cole¢des internacionais. As linhagens nacionais
foram obtidas a partir de amostras de tubérculos com sintomas provenientes das regides
produtoras de batata dos estados da Bahia, Goids, Minas Gerais, Parand e Sao Paulo. A
regido Sul € considerada uma das principais regides produtoras de batata do pais, apesar
disso, o acervo da Colecao IBSBF contava com poucos isolados de Streptomyces oriundos
dessa regido. Assim, novos isolamentos foram realizados a fim de se aumentar a
representatividade de linhagens de Streptomyces oriundas da regiao Sul.

Foram isoladas 57 novas linhagens de Streptomyces sp. a partir de tubérculos de
batatas com sintomas de sarna comum provenientes de regides produtoras dos estados do
Rio Grande do Sul (cidades de Sdo Francisco de Paula e Ibiraiaras, 23 linhagens) e de Santa
Catarina (cidades de Agua Doce, Canoinhas, Irinedpolis, Itaiépolis e Papanduva, 34
linhagens) (Tabela 1). Essas linhagens também foram preservadas por meio da técnica de
ultracongelamento e liofilizacdo, e incorporadas ao acervo da Colecdo de Culturas IBSBF.
Com essas novas linhagens, a Colecdo de Streptomyces sp. esta atualmente composta por
um total de 190 linhagens sendo 165 nacionais (Bahia, Goids, Minas Gerais, Parand, Sao
Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina), 13 de material vegetal importado (Chile,
Franca e Holanda) e 12 linhagens Tipo de Streptomyces obtidas de outras colecdes de

internacionais.
2. Caracterizacao morfologica

As linhagens de Streptomyces foram cultivadas em meios de cultura apropriados para
a caracterizacdo morfoldgica. As coldnias crescidas em meio AA apresentaram pouco
desenvolvimento e baixa esporulacdo, possibilitando a observacdo de estruturas
caracteristicas de bactérias do género Streptomyces como cadeias de esporos, esporoforos e
estruturas de micélio (Figura 8). Posteriormente, as bactérias foram cultivadas em meio de
cultura YME, rico em nutrientes, que possibilitou o crescimento das coldnias e a

observagado da coloracdo dos esporos (Figura 9).
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Inicialmente foram caracterizadas as linhagens Tipo de Streptomyces uma vez que
dados de literatura indicam que as caracteristicas morfoldgicas podem auxiliar na
diferencia¢do dessas espécies. Para as linhagens Tipo de Streptomyces foram observadas
diferengas no formato da cadeia de esporos e variacdo de sua coloragdo. Foi verificada
morfologia de hifas do tipo espiral para as espécies S. scabiei, S. europaeiscabiei e S.
stelliscabiei; espiral aberto para S. ipomoeae; e flexuosa para S. acidiscabies, S.
reticuliscabiei, S. turgidiscabies, S. caviscabies, S. setonii, S. luridiscabiei, S. puniciscabiei
e S. sampsonii (Tabela 6).

A coloracdo dos esporos variou podendo ser branca (S. acidiscabies), creme
(S. caviscabies, S. setonii, S. luridiscabies, S. puniciscabies e S. sampsonii), cinza
(S. ipomoeae) e de branca a cinza, como observado nas linhagens de S. scabiei,

S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. reticuliscabiei e S. turgidiscabies (Tabela 6).

Figura 8. Micromorfologia das hifas de Streptomyces sp. isoladas em meio AA. (A)
cadeia de esporos espiral; (B) espiral aberto; (C) espiral tufo; e (D) flexuosa.
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Figura 9. Coloracdo dos esporos de linhagens de Streptomyces sp. em meio de cultivo
YME: (A) coldnia laranja com esporos brancos; (B) esporos branco a cinza.

Tabela 6. Caracteristicas morfoldgicas das linhagens Tipo de Streptomyces
associadas a sarna da batata.

Espécie IBSBF | Procedéncia | Micromorfologia de hifas| Cor do esporo
S. scabiei 2049" | Estados Unidos espiral cinza/branca
S. europaeiscabiei | 2023" Franca espiral cinza/branca
S. stelliscabiei 2085" Franca espiral cinza/branca
S. acidiscabies 2110" Canada flexuosa branca

S. reticuliscabiei | 2086" Franca flexuosa cinza/branca
S. turgidiscabies | 21147 Japdo flexuosa cinza/branca

S. caviscabies 20517 Canada flexuosa creme/branca
S. setonii 2106 " | Desconhecida flexuosa creme/branca
S. luridiscabiei 20117 Coréia flexuosa creme/bege claro
S. puniciscabiei 20127 Coréia flexuosa creme/bege claro
S. sampsonii 2111" | Desconhecida flexuosa creme/branca
S. ipomoeae 2117" | Desconhecida espiral aberto cinza escuro

T linhagem Tipo; CFBP (Collection Frangaise de Bactéries Phytopathogéne, Franga); DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikrooganismen und Zellkulturen, Alemanha); IBSBF (Colecdo de Culturas

de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Brasil); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Bélgica).

As caracteristicas morfolégicas das 178 linhagens avaliadas mostraram
heterogeneidade com relagdo a micromorfologia de hifas sendo elas espiral (113 linhagens),
flexuosa (47) espiral aberto (13) e espiral tufo (5). As linhagens também apresentaram-se

heterogéneas com relacdo a coloragdo dos esporos podendo ser cinza (132 linhagens),
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creme (16), branco (16), amarela (6), marrom (5), verde (2) e laranja (1) com variacdes na

tonalidade das cores (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas morfoldgicas das linhagens de Streptomyces sp. analisadas nesse

estudo.
Espécie/ (’}I:upo IB/S}.BF/ Procedéncia Cultivaf'/ Micromo.rfologia de Cor do
Genético Cédigo Hospedeiro hifas esporo

1774 Desconhecida | Desconhecida espiral cinza
1884 Cap 51(085)0nit0 Agata espiral cinza
1886 Ibicoara (BA) Monalisa espiral cinza
1936 Itapeva (SP) Monalisa espiral cinza
2005 Cristalina (GO) Agata espiral cinza
2124 Buen(oNJIB é?ndio Monalisa espiral cinza
2147 Ibicoara (BA) Agata espiral cinza
2203 Tambad (SP) Agata espiral cinza
2204 Tambati (SP) Monalisa espiral cinza
2228 Ibicoara (BA) Agata espiral cinza
2239 Ibicoara (BA) Agata espiral cinza
2242 Ipuiuna MG) Cupido espiral cinza
2243 Ipuiuna MG) Cupido espiral cinza
2248 Itapetininga (SP) Agata espiral cinza
2250 Ibicoara (BA) Mondial espiral cinza

S scabiei 2251 1?icoara (B/(\i) Mondial espiral cinza
2257 OVZ&EZ)GH € | Desconhecida espiral cinza
2282 Quitandinha (PR) Agata espiral cinza
2283 Quitandinha (PR) Agata espiral cinza
2292 Sao Mateus (PR) Cupido espiral cinza
2293 Sao Mateus (PR) Cupido espiral cinza
2294 Sao Mateus (PR) Cupido espiral cinza
2298 Sﬁo(l\C/}[(éz)lrdo Agata espiral cinza
2306 Mucugé (BA) Agata espiral cinza
2308 Mucugé (BA) Agata espiral cinza
2315 Pinhdo (PR) Agata espiral cinza
2316 Perdizes MG) Cupido espiral cinza
2317 Mucugé (BA) Cupido espiral cinza
2318 Mucugé (BA) Cupido espiral cinza
2359 Cristalina (GO) | Beta vulgaris espiral cinza/branca
2388 Itapetininga (SP) Asterix espiral cinza
2396 Itapetininga (SP) Agata espiral cinza
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Tabela 7. Continuagdo

Espécie/ Grupo IBSBF/ N Cultivar/ | Micromorfologia de Cor do
Lot P Procedéncia . .
Genético Codigo Hospedeiro hifas esporo

Pocos de Caldas ¢ . .

2406 (MG) Agata espiral cinza
Pocos de Caldas ¢ . .

2407 (MG) Agata espiral cinza
Pocos de Caldas ¢ . .

2408 (MG) Agata espiral cinza

2409 Cristalina (GO) Agata espiral cinza

2410 Cristalina (GO) Agata espiral cinza

2411 Cristalina (GO) Agata espiral cinza

2429 Castro (PR) Atlantic espiral aberto cinza

2475 Ibicoara (BA) Agata espiral cinza

2476 Mucugé (BA) Agata espiral cinza

2482 Guarapuava (PR) Agata espiral aberto cinza

2500 Casa Branca (SP) Monalisa espiral cinza

2501 Piedade (SP) Monalisa espiral cinza

S scabiei 2502 Buen(oNIIBéz;mdao Agata espiral cinza

2523 Ibiraiaras (RS) Cupido espiral cinza

2527 Indaiatuba (SP) Agata espiral cinza
Sdo Francisco de . . .

2809 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca
Sao Francisco de . . .

2811 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca

2814 Irinedpolis (SC) Agata espiral cinza/branca

2860 Irinedpolis (SC) Agata espiral cinza/branca

2950 Canoinhas (SC) Asterix espiral cinza/branca

2954 Canoinhas (SC) Asterix espiral cinza
Sdo Francisco de . . .

RS1 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca
Sdo Francisco de . . .

RS2 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca
Sdo Francisco de . . .

RS 4 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca
Sdo Francisco de . . .

RS 5 Paula (RS) Asterix espiral cinza/branca

1945 Holanda Vivaldi espiral cinza/branca

2474 Holanda Cupido espiral cinza

S. europaeiscabiei -
2498 Holanda Agata espiral cinza
2510 Holanda Carreira espiral cinza
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Tabela 7. Continuacdo

Espécie/ (’}I:upo IB’SI?F/ Procedéncia Cultiva.r/ Micromo.rfologia de Cor do
Genético Cédigo Hospedeiro hifas esporo
1773 Desconhecida Desconhecida espiral aberto cinza
2397 Santa Juliana (MG) Asterix flexuosa cinza
2401 Santa Juliana (MG) Agata flexuosa cinza
2402 | Santa Juliana (MG) Agata flexuosa cinza
2426 Itapetininga (SP) Mondial flexuosa cinza
2427 Itapetininga (SP) Agata flexuosa cinza
2428 Itapetininga (SP) Agata flexuosa cinza
2430 Castro (PR) Atlantic flexuosa cinza
2431 Tapira (PR) Atlantic flexuosa cinza
2432 Tapira (PR) Atlantic espiral aberto cinza
2437 Tapira (PR) Atlantic flexuosa cinza
2438 Vargem Grande do Agata flexuosa cinza
Sul (SP)
2439 Vargesrflllc(}gefl)r;de do Agata espiral aberto cinza
2449 Vargesrflllc(}gefl)r;de do Cupido espiral aberto cinza
S. ipomoeae 2450 VaIgeSILllc(}éeIl)r;de do Cupido flexuosa cinza/verde
2455 Vargesnlll((}éz;)r;de do Cupido espiral aberto cinza
2466 Vargesnlll((}éz;)r;de do Cupido espiral aberto cinza
2468 Vargesnlll((}éz;)r;de do Cupido espiral aberto cinza
2483 Guarapuava (PR) Agata espiral aberto cinza
2484 Guarapuava (PR) Agata flexuosa cinza
2485 Guarapuava (PR) Agata espiral aberto cinza
2486 Guarapuava (PR) Agata flexuosa cinza
2528 Indaiatuba (SP) Agata espiral cinza
2529 Indaiatuba (SP) Agata flexuosa cinza
2960 Irinedpolis (SC) Agata flexuosa cinza/branca
2964 Papanduva (SC) Agata flexuosa cinza
2967 Sﬁ()PI:;?:C(iE;()) de Agata espiral aberto cinza
2969 Sﬁ()PI:;?:C(iE;()) de Agata espiral aberto cinza
Li;:};gi?;iﬁgg jja 2019 Cristalina (GO) Agata flexuosa cinza/creme
2021 Campinas (SP) Beta vulgaris flexuosa creme/branca
S. caviscabies! S. 2235 UFV (MG) Desconhecida flexuosa laranja/branca
setonii 2236 UFV (MG) Desconhecida flexuosa creme
2260 Mucugé (BA) Agata flexuosa creme
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Tabela 7. Continuacdo

Espécie/ (’}I:upo IB/S}.BF/ Procedéncia Cultiva}'/ Micromo.rfologia Cor do esporo
Genético Cddigo Hospedeiro de hifas
2368 | Itapetininga (SP) Atlantic flexuosa creme
2389 | Itapetininga (SP) Atlantic flexuosa amarela/branca
2391 Cristalina (GO) Cupido flexuosa creme
. . 2392 Cristalina (GO) Cupido flexuosa amarela/branca
S Cm;l:gjz;m/ 5 2393 Cristalina (GO) Cupido flexuosa amarela/branca
2398 Cristalina (GO) Agata flexuosa amarela/branca
2399 Cristalina (GO) Agata flexuosa amarela/branca
2400 | Itapetininga (SP) Mondial flexuosa creme
2861 Ibiraiaras (RS) Asterix flexuosa creme
2020 Campinas (SP) | Beta vulgaris flexuosa creme
S sampsonit 2360 Vzggesn&((};gde Monalisa flexuosa creme claro/branca
1943 Holanda Vivaldi espiral branca
1944 Holanda Baraka espiral cinza/branca
2162 Holanda Asterix espiral branca
2351 Itapetininga (SP) Cupido espiral cinza/branca
Grupo 1 (G1) - -
2472 Holanda Caesar espiral cinza
2473 Holanda Agata espiral cinza
2499 Holanda Baraka espiral cinza/branca
2508 Holanda Agata espiral branca
2247 | Itapetininga (SP) Cupido espiral branca
Grupo 2 (G2) 2352 Vzggesn&((};gde Cupido espiral cinza/branca
2390 | Casa Branca (SP) Cupido espiral branca
Linhagens agrupadas 2864 Irineépolis (SC) Agata espiral verde/creme
com as do G2 2970 Ibiraiaras (RS) Cupido espiral cinza esverdeada
Grupo3 (G3) 2395 Itapetininga (SP) Mondial flexuosa cinza
2808 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral tufo marrom/branca
2866 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza/branca
2931 Irinedpolis (SC) Agata espiral cinza/branca
Linhagens agrupadas 2952 Itaiépolis (SC) Cupido espiral branca
com as do G3 2958 Canoinhas (SC) Agata espiral branca
2965 Canoinhas (SC) Asterix flexuosa cinza/branca
RS 19 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza/branca
RS23 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza/branca
2403 Uberaba (MG) Agata espiral cinza
Grupo 4 (G4) 2404 Uberaba (MG) Agata espiral cinza
2405 Uberaba (MG) Agata espiral cinza
Grupo 5 (GS5) 2509 Franca Eden espiral cinza/branca
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Tabela 7. Continuacdo

Espécie/ (’}I:upo IB/S}.BF/ Procedéncia Cultiva}'/ Micromo.rfologia Cor do esporo
Genético Cddigo Hospedeiro de hifas
2805 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral branca
2806 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza/branca
2807 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral branca
2812 Irinedpolis (SC) Agata espiral cinza/branca
Grupo 5 (G5) 2815 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza/branca
2865 Itaiépolis (SC) Markies espiral cinza/branca
2949 Itaiépolis (SC) Cupido espiral cinza/branca
2953 Canoinhas (SC) Asterix espiral cinza/branca
2955 Itaiépolis (SC) Markies espiral cinza/branca
2520 Pararzeg;)a)nema Cupido espiral cinza/branca
Grupo 6 (G6) 2521 Pararg[;)a)nema Cupido espiral cinza
2522 Ibiraiaras (RS) Cupido espiral cinza
2524 Ibiraiaras (RS) Cupido espiral cinza
Linhagens agrupadas 2932 Agua Doce (SC) Agata flexuosa marrom
com as do G6 SC3B | AguaDoce (SC) Agata flexuosa marrom
2394 Cristalina (GO) Agata espiral cinza
2503 Ibicoara (BA) Monalisa espiral cinza
2507 Ibicoara (BA) Agata espiral cinza
Grupo 7.(G7) Sao Francisco de ‘ . .
2968 Paula (RS) Agata espiral tufo cinza
RS 8 Sﬁopljﬁl:c(ﬁg; de Agata espiral tufo cinza
RS 17 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral branca
Grupo 8 (G8) RS 18 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral branca
RS 21 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral branca
2823 Irinedpolis (SC) Agata espiral creme claro/cinza
2863 Irinedpolis (SC) Agata espiral creme/cinza
Grupo 9 (G9) 2867 Canoinhas (SC) Agata espiral creme/cinza
2942 Canoinhas (SC) Agata espiral creme/cinza
2959 Canoinhas (SC) Agata espiral creme/cinza
2862 Itaiépolis (SC) Markies flexuosa creme/cinza
2951 Itaiépolis (SC) Cupido flexuosa branca
Grupo 10 (G10) - - - -
2956 Itaiépolis (SC) Cupido flexuosa cinza/gelo
2957 Itaiépolis (SC) Markies flexuosa cinza/gelo
Linhagens agrupadas 2941 Ttaiépolis (SC) Markies flexuosa creme/cinza
com as do G10
. . 2006 Chile Atlantic flexuosa amarela/branca
Igg:stgisgz giofl:réf:efés 2229 Araxda (MG) Asterix flexuosa cinza
2258 Itapetininga (SP) Cupido espiral branca
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Tabela 7. Continuacdo

Espécie/ Grupo IBSBF/ Procedéncia Cultivar/ | Micromorfologia Cor do
Genético Codigo Hospedeiro de hifas esporo
Linhagens com perfis 2804 Ibiraiaras (RS) Asterix espiral cinza
genéticos diferentes SC 10 Agua Doce (SC) Agata espiral tufo marrom/cinza
2343 S Mlg?g;?rcanj © Cupido flexuosa cinza
S. Miguel Arcanjo . .
Linhagens muito 2344 (SP) Cupido flexuosa cinza
diferentes na analise B
filogenética 2435 Pogosc\ci[eG()Zaldas Agata espiral branca
SC 18 Papanduva (SC) Agata espiral tufo branca
SC 23C Canoinhas (SC) Agata flexuosa creme
Vargem Grande do . . .
Linhagens com perfis 2467 Sul (SP) Cupido espiral cmnza
gfjnéticos Eliferentes SC 2B Irineépolis (SC) Agata espiral marrom
nao I.)a.toge/mcas em SC 12 Itaiépolis (SC) Markies espiral verde/branca
minitubérculos _
SC 15 Papanduva (SC) Agata flexuosa cinza

IBSBF (Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Brasil); UFV (Universidade Federal de

Vigosa, Brasil).

3. Caracterizacao patogénica

3.1 Linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata

3.1.1 Amplificacao dos genes necl, tomA e operon {xtAB

As linhagens Tipo das diferentes espécies de Streptomyces causadoras da sarna da
batata foram avaliadas quanto a presenca de marcadores moleculares de patogenicidade por
meio da amplificacdo por PCR dos genes necl, com fragmento de aproximadamente 720
pares de bases (pb) (Figura 10), operon txtAB, com fragmento de 385 pb (Figura 11) e gene
tomA, com fragmento de 392 pb (Figura 12).

As espécies S. scabiei (IBSBF 2049"), S. europaeiscabiei (IBSBF 2023"), S.
stelliscabiei (IBSBF 2085T), S. acidiscabies (IBSBF 2110T) e S. turgidiscabies (IBSBF
2114") apresentaram a amplificacdio do fragmento de aproximadamente 720 pb,
correspondente ao gene necl associado a viruléncia de Streptomyces spp.

A linhagem Tipo de S. reticuliscabiei IBSBF 2086") apresentou amplificacdo pouco
intensa do fragmento esperado, porém com outros fragmentos inespecificos (Figura 10,

canaleta 6). As linhagens de S. caviscabies, S. setonii, S. luridiscabiei, S. puniciscabiei, S.

57



sampsonii também apresentaram amplificagdes inespecificas, com fragmentos de tamanhos
diferentes daquele correspondente ao gene necl, considerado ausente nessas linhagens. A
linhagem Tipo de S. ipomoeae também nao apresentou a amplificacdo desse gene (Figura

10, canaleta 12).

Figura 10. Amplificagdo por PCR do gene necl das diferentes linhagens Tipo
de Streptomyces. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas);
(1) S. scabiei (IBSBF 2049"); (2) . europaeiscabiei (IBSBF 2023");
(3) S. stelliscabiei (IBSBF 2085"); (4) S. acidiscabies (IBSBF 2110");
(5) S. turgidiscabies (IBSBF 2114"); (6) S. reticuliscabiei (IBSBF 2086");
(7) S. caviscabies (IBSBF 2051%); (8) S. setonii (IBSBF 2106");
(9) S. luridiscabiei (IBSBF 2011"); (10) S. puniciscabiei (IBSBF 2012");
(11) S. sampsonii IBSBF 21117); (12) S. ipomoeae (IBSBF 21177).

Com relagdo aos genes de biossintese da taxtomina, as espécies S. scabiei (IBSBF
2049"%), S. europaciscabiei (IBSBF 2023"), S. stelliscabiei (IBSBF 2085"), S. acidiscabies
(IBSBF 2110%), S. rurgidiscabies (IBSBF 2114%), S. luridiscabiei (IBSBF 20117) e .
puniciscabiei (IBSBF 2012") apresentaram amplificacdo do fragmento especifico de
aproximadamente 385 pb, correspondente ao operon zxtAB. No entanto, para as linhagens S.
luridiscabiei (IBSBF 2011%) e S. puniciscabiei (IBSBF 2012") a amplificacio desse
fragmento foi pouco intensa (Figura 11, canaletas 9 e 10, respectivamente). Nas outras
espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata, nao ocorreu amplificacdo dos genes

relacionados a sintese da taxtomina.
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500 pb

Figura 11. Amplificacio por PCR do operon txtAB das diferentes linhagens
Tipo de Streptomyces. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas);
(1) S. scabiei (IBSBF 2049"); (2) S. europaeiscabiei (IBSBF 2023");
(3) S. stelliscabiei (IBSBF 2085"); (4) S. acidiscabies (IBSBF 2110");
(8) S. turgidiscabies (IBSBF 2114%); (6) S. reticuliscabiei (IBSBF 2086");
(7) S. caviscabies (IBSBF 2051%); (8) S. setonii (IBSBF 2106%);
(9) S. luridiscabiei (IBSBF 2011%); (10) S. puniciscabiei (IBSBF 2012");
(11) S. sampsonii IBSBF 2111"); (12) S. ipomoeae (IBSBF 2117").

A amplificacdo do gene codificante da tomatinase foi detectada na maior parte das
espécies de Streptomyces associadas 2 sarna. As linhagens S. scabiei (IBSBF 2049"), S.
europaeiscabiei (IBSBF 2023T), S. stelliscabiei (IBSBF 2085T), S. acidiscabies (IBSBF
2110"), S. turgidiscabies (IBSBF 2114%) e S. reticuliscabiei (IBSBF 2086") apresentaram
amplificacdo intensa do fragmento especifico esperado de 392 pb, correspondente ao gene
tomA. As espécies S. luridiscabiei (IBSBF 201 lT) e S. puniciscabiei (IBSBF 2012T) (Figura
12, canaletas 9 e 10, respectivamente) apresentaram a amplificagdo pouco intensa desse
fragmento. A espécie S. sampsonii (IBSBF 21117), apresentou a amplificacio de um
fragmento de intensidade fraca um pouco maior que o esperado, com aproximadamente 420
pb (Figura 12, canaleta 11). As outras espécies, S. caviscabies (IBSBF 2051T), S. setonii
(IBSBF 2106") e S. ipomoeae (IBSBF 2117") ndo apresentaram amplificacio desse gene.

Os resultados da caracterizagdo patogénica das linhagens Tipo estdo apresentados na

Tabela 8.
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500 pb

Figura 12. Amplificacido por PCR do gene romA das diferentes linhagens Tipo
de Streptomyces. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas);
(1) S. scabiei (IBSBF 2049"); (2) S. europaeiscabiei (IBSBF 2023");
(3) S. stelliscabiei (IBSBF 2085%); (4) S. acidiscabies (IBSBF 2110%);
(5) S. turgidiscabies (IBSBF 2114"); (6) S. reticuliscabiei (IBSBF 2086");
(7) S. caviscabies (IBSBF 2051"); (8) S. setonii (IBSBF 2106");
(9) S. luridiscabiei (IBSBF 2011"); (10) S. puniciscabiei (IBSBF 2012");
(11) S. sampsonii ABSBF 2111%); (12) S. ipomoeae (IBSBF 2117%).

Tabela 8. Amplificacdo dos genes de
patogenicidade necl, tomA e operon txtAB de
linhagens Tipo de Streptomyces associadas a
sarna da batata.

Espécie IBSBF | necl | txtAB | tomA
S. scabiei 20497 | 4+ | 4+ | 4+
S. europaeiscabiei 2023" | +++ | +++ | +++
S. stelliscabiei 2084" | +++ | +++ | +++
S. acidiscabies 21107 | +++ | +++ | +++
S. turgidiscabies 2114 | +++ | +++ | +++
S. reticuliscabiei 2086" - - +++
S. caviscabies 20517 - - -
S. setonii 2106" - - -
S. luridiscabiei 2011 | - + +
S. puniciscabiei 2012" - + +
S. sampsonii 21110 - - +
S. ipomoeae 2117" - - -

T linhagem Tipo; IBSBF (Colecio de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biolégico, Brasil);
+++ (amplificacdo intensa); + (amplificagdo pouco intensa);
- (auséncia de amplificacdo).

Os resultados de caracterizacdo dos genes de patogenicidade das linhagens Tipo

foram concordantes com aqueles obtidos no estudo realizado por Wanner e colaboradores
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(2006), sendo que no referido estudo somente as linhagens Tipo das espécies S. scabiei, S.
europaeiscabiei, S. stelliscabiei e S. acidiscabies foram caracterizadas e todas também
apresentaram a amplificacdo dos trés genes de patogenicidade.

As espécies S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. acidiscabies e S.
turgidiscabies sdo causadoras da sarna comum, e, portanto, apresentam os genes da ilha de
patogenicidade, como os de sintese de taxtomina, fitotoxina relacionada a ocorréncia dos
sintomas caracteristicos de sarna. Nessas espécies também foi possivel estabelecer a
correlagdo entre a patogenicidade e a presenca dos genes necl e tomA que atuam
reprimindo a resposta de defesa da planta (BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998;
BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000; LORIA; KERS; JOSHI, 2006; JOSHI et al., 2007).

Outras espécies como S. luridiscabiei e S. puniciscabiei foram descritas como
causadoras da sarna comum e ndo produtoras de taxtomina em experimentos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (PARK et al., 2003b). No presente estudo essas
linhagens apresentaram amplificacdo do gene fomA e do peron txtAB, indicando a possivel
presenca desses genes. A intensidade fraca do produto de PCR obtido para essas linhagens
pode ter ocorrido devido a possiveis diferencas na regido de anelamento dos primers
utilizados.

As espécies S. caviscabies e S. setonii também causam sintomas de sarna comum,
mas ndo apresentaram amplificacdo dos genes necl, tomA e do operon txtAB. Esses
resultados sugerem que outras vias de patogenicidade podem estar sendo utilizadas por
essas espécies.

As espécies S. reticuliscabiei e S. sampsonii apresentaram amplificacdo somente para
o gene relacionado a sintese de tomatinase. S. reticuliscabiei € causadora da sarna
reticulada (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2006) e, provavelmente, também deve utilizar
outras vias de patogenicidade ainda ndo descritas e independentes dos genes da txtAB e
necl. A espécie S. sampsonii, considerada saproéfita, ¢ comumente isolada nas lesdes de
sarna, no entanto a amplificacdo pouco intensa do gene fomA nessa linhagem representou
um resultado inédito na literatura, podendo ser um indicio de seu potencial patogénico.

Nesse estudo ndo foi observada amplificagdo dos genes de patogenicidade para a
espécie S. ipomoeae, patogé€nica a batata-doce, embora relatos de literatura indiquem a

producdo de taxtomina (LORIA; KERS; JOSHI, 2006) e auséncia do gene necl (HEALY et
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al., 2000). Ainda, foi relatado que em S. ipomoeae existem diferencas nos genes
relacionados a biossintese de taxtomina, bem como dos mecanismos que regulam a
expressao desses genes quando comparada a S. scabiei, S. acidiscabies e S. turgidiscabies.
Segundo Healy e colaboradores (2000), as sintetases de taxtomina de S. ipomoeae nao
foram adquiridas através do mesmo tipo de mecanismo de transferéncia horizontal proposta
para as trés espécies acima citadas.

O operon txtAB, também utilizado nesse estudo, estd relacionado com a sintese de
taxtomina A, principal fitotoxina associada aos sintomas de sarna nas espécies S. scabiei, S.
acidiscabies e S. turgidiscabies. S. ipomoeae também produz a taxtomina A, no entanto a
taxtomina C é o composto preferencialmente produzido por essa espécie (KING et al.,
1994; LORIA et al., 1997; BUKHALID; CHUNG; LORIA, 1998). As diferencas nos tipos
de taxtominas produzidas poderiam assim explicar a auséncia de amplificacdo dos genes
correspondentes ao operon xtAB, uma vez que diferencas na regido dos genes de sintese de
taxtomina poderiam ter dificultado o anelamento dos primers utilizados, desenhados com

base no genoma de S. acidiscabies.
3.1.2 Teste de patogenicidade em minitubérculos de batata

Para a padronizagdo desse teste foram utilizadas duas cultivares de batata suscetiveis
a sarna, Agata e Cupido. Essas variedades tiveram sua suscetibilidade avaliada contra 44
linhagens de Streptomyces, selecionadas ao acaso. Dessas, 32 apresentaram 0s mesmos
resultados de viruléncia em minitubérculos das duas cultivares; nove mostraram-se mais
virulentas na variedade Agata; e trés mais virulentas na variedade Cupido.

Segundo estudo realizado por Fischer e colaboradores (2009), das cultivares de batata
mais utilizadas para plantio no Brasil, Cupido é a mais suscetivel a sarna comum causada
por Streptomyces scabiei, sendo menos resistente que a cultivar Agata. Os resultados
obtidos na padronizacdo do teste mostraram que essas variedades ndo apresentam muitas
diferengas quanto 2 sua suscetibilidade e que Agata foi mais suscetivel & nove linhagens
testadas.

Assim, no teste de caracterizacdo patogénica das linhagens Tipo de Streptomyces
utilizadas nesse estudo foram utilizados apenas minitubérculos da cultivar Agata. As

diferentes espécies de Streptomyces avaliadas apresentaram graus de viruléncia variados
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nos minitubérculos, que foram quantificados pela intensidade da necrose apds dez dias da
inoculagdo (Tabela 9).

Tabela 9. Resultado do teste de patogenicidade em
minitubérculos de batata da variedade Agata para
as linhagens Tipo de Streptomyces.

L. Patogenicidade em
Espécie IBSBE minitubérculos
S. scabiei 2049" ++
S. europaeiscabiei | 2023" ++
S. stelliscabiei 2085" +++
S. acidiscabies 2110" +++
S. turgidiscabies 2114° +++
S. reticuliscabiei 2086" ++
S. caviscabies 2051" +
S. setonii 2106 H
S. luridiscabiei 2011" +
S. puniciscabiei 20127 +++
S. sampsonii 2111° ++
S. ipomoeae 2117" +++

linhagem Tipo; IBSBF (Colecio de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biolégico, Brasil); (+++) muito
virulenta; (++) moderadamente virulenta; (+) pouco
virulenta.

As linhagens que apresentaram os trés genes de patogenicidade, S. scabiei, S.
stelliscabiei, S. europaeiscabiei, S. acidiscabies e S. turgidiscabies, foram muito ou
moderadamente virulentas em minitubérculos. As linhagens Tipo de S. luridiscabiei e S.
puniciscabiei nao apresentaram o gene necl/ e foram pouco e muito virulentas em
minitubérculos, respectivamente. As linhagens Tipo de S. reticuliscabiei e S. sampsonii
apresentaram amplificacdo somente do gene fomA e mostraram-se moderadamente
virulentas em minitubérculos, mesmo na auséncia de amplificacdo de outros genes de
patogenicidade considerados essenciais, como os de biossintese da taxtomina (txtAB).

As espécies Tipo que ndo apresentaram sinal de amplificacdo dos genes de
patogenicidade avaliados apresentaram graus de viruléncia diferentes em minitubérculos. S.
caviscabies mostrou-se pouco virulenta (+) em minitubérculos, enquanto que S. setonii e S.

ipomoeae foram muito virulentas (+++) (Tabela 9). A patogenicidade dessas linhagens
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pode ser explicada pela utilizacdo de outras vias diferentes da ilha de patogenicidade
presente na maior parte das espécies.

Nesse estudo, as espécies S. sampsonii e S. ipomoeae mostraram-se patogénicas a
batata causando necrose nos minitubérculos, embora S. sampsonii seja considerada nao
patogénica e S. ipomoeae, causadora da sarna da batata-doce, ndo tenha sido relatada
anteriormente como causadora de doenc¢a em batata.

Cabe ressaltar que foram observadas diferencas nos graus de viruléncia das
linhagens Tipo causadoras da sarna comum, até mesmo entre as genomoespécies S. scabiei,
S. europaeiscabiei e S. stelliscabiei, e esse fato ressalta, portanto, a importincia da
identificacdo da espécie causadora. Além disso, a identificacdo do agente causal é muito
importante, pois para diferentes linhagens as medidas de manejo a serem adotadas podem

ser bem distintas.
3.2 Caracterizacido patogénica de linhagens de Streptomyces sp.
3.2.1 Amplificacao dos genes necl, tomA e operon txtAB

As 178 linhagens desse estudo foram avaliadas quanto a presenca dos genes necl,
tomA e do operon txtAB (Tabela 10).

Noventa e quatro linhagens (52,8%) apresentaram amplificacdo dos trés genes de
patogenicidade avaliados, quatorze ndo apresentaram nenhum dos genes (7,9%) e 70
linhagens (39,3%) apresentaram variagdes com a auséncia de um ou mais genes
demonstrando alta variabilidade na ilha de patogenicidade (Tabelas 10 e 11). Essa variagao
também foi encontrada na caracterizacdo patogénica de linhagens obtidas de campos de
producdo de batata nos Estados Unidos, em um levantamento realizado Wanner (2006).
Nessa caracterizagcao foi avaliada a presenca dos mesmos genes de patogenicidade e pelo
menos dez das 92 linhagens analisadas apresentaram variagdes no conjunto desses genes.

Apesar das variagdes encontradas entre as linhagens, os casos mais comuns foram a
presenca dos trés genes de patogenicidade (94 linhagens) ou pelo menos dos genes da txtAB
e tomA (38 linhagens). Em muitas delas (74 linhagens) ndo foi observada a presenca do
gene necl.

As 14 linhagens que ndo apresentaram os genes de patogenicidade avaliados

poderiam ser consideradas como:
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* linhagens do género Streptomyces que nao sao patogénicas a batata. Nesse caso, a sua
ocorréncia nas amostras de tecido vegetal infectado foi devido ao fato desse género
estar representado por saprofitas habitantes de solo, ou;

* linhagens pertencentes a espécies como S. caviscabies, S. setonii ou S. ipomoeae que

nao possuem €SSEeS gencs.

Para essas linhagens foi imprescindivel a utiliza¢ao de testes em minitubérculos para

confirmacao da patogenicidade.
3.2.2 Teste de patogenicidade em minitubérculos de batata

O teste em minitubérculos foi utilizado para confirmacdo da patogenicidade de todas
as linhagens que ndo apresentaram o gene necl, de algumas que apresentaram somente um
a dois genes ou nenhum deles. No total, foram avaliadas 110 linhagens de Streptomyces sp.,
sendo que 94 foram patogénicas e exibiram graus variados de viruléncia, quantificados de
acordo com a intensidade de necrose nos minitubérculos (Figura 13 e Tabela 10). As outras
dezesseis linhagens apresentaram resultados negativos de patogenicidade e nesse caso
foram realizadas duas repeticdes do teste de patogenicidade a fim de se confirmar os
resultados obtidos. Essas linhagens foram consideradas ndo patogénicas, porém nao
saprofitas pois algumas apresentaram amplificacdo de genes marcadores de patogenicidade.

O teste de patogenicidade em minitubérculos utilizado mostrou-se muito eficiente
para a avaliacdo da patogenicidade, possibilitando a discriminagao de linhagens
patogénicas. As linhagens patogénicas colonizaram as fatias de batata causando a aderéncia
do meio de cultura inoculado com a bactéria na superficie do tubérculo e posterior necrose
no tecido abaixo e ao redor do disco de indculo. Para as linhagens consideradas nao
patogénicas ndo ocorreu necrose e nem colonizacdo da bactéria na superficie do tubérculo.

Os resultados de caracterizagdo patogénica das 178 linhagens de Streptomyces sp.

estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11.
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Figura 13. Necrose em fatias de minitubérculos de batata da variedade Agata apés
teste de patogenicidade. (A) Controle negativo; (B) SC 2B linhagem nao patogénica
(-); (C) IBSBF 2958 pouco virulenta (+); (D) IBSBF 2952 moderadamente virulenta
(++); (E) IBSBF 2867 muito virulenta (+++); (F) IBSBF 2811 muito virulenta
(+++).

Tabela 10. Caracterizacdo da patogenicidade das linhagens de
Streptomyces sp. pela amplificacdo dos genes necl, tomA e operon txtAB
e por teste de patogenicidade em minitubérculos de batata.

Grug(s)péceisé tico Igésd]ls:()/ Patogenicidade em minitubérculos | necl | tomA | txtAB
1774 n/a | |

1884 n/a | |

1886 n/a | |

1936 n/a +++ | |

2005 n/a +++ | |

2124 n/a +++ | |

S. scabiei 2147 n/a NEHEN [ IV TS
2203 n/a | |

2204 n/a +++ | |

2228 n/a +++ |+ |

2239 n/a | |

2242 n/a +++ | |

2243 n/a +++ | |
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Tabela 10. Continuacao

Gmg(s)pé?sgﬁ o ICBoSd]?;o/ Patogenicidade em minitubérculos | necl | tomA | txtAB
2248 n/a bt | A |
2250 n/a +H+ | |
2251 n/a bt | A |
2257 n/a +++ | |
2282 n/a bt | A |
2283 n/a bt | A |
2292 n/a +++ | |
2293 n/a bt | A |
2294 n/a +++ | |
2298 n/a bt | A |
2306 n/a +H+ | |
2308 n/a +H+ | |
2315 n/a bt | A |
2316 n/a 4+ | |
2317 n/a bt | A |
2318 n/a 4+ | |
2359 +++ | |
2388 n/a bt | A |

S scabiei 2396 n/a +H+ | |
2406 n/a bt | A |
2407 n/a +++ | |
2408 n/a bt | A |
2409 n/a +H+ | |
2410 n/a +H+ | |
2411 n/a bt | A |
2429 n/a +H+ | |
2475 n/a bt | A |
2476 n/a +H+ | |
2482 n/a bt | A |
2500 n/a bt | A |
2501 n/a +++ | |
2502 n/a bt | A |
2523 n/a +++ | |
2527 n/a bt | A |
2809 +++ +++ | |
2811 +++ | |
2814 +++ bt | A |
2860 ++ +++ | |
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Tabela 10. Continuacao

2950 +++ | |
2954 +++ 4+ | |
S scabiei RS 1 +++ +++ | +++ |
RS2 +++ -+ | |
RS 4 +++ 4+ | |
RS 5 +++ | |
1945 n/a +++ | +++ |
S. europaeiscabiei 2474 wa pnl Ll B
2498 n/a +++ | |
2510 n/a +++ |+ |
1773 + + + +
2397 + - + -
2401 +++ - +
2402 + - +
2426 + - - -
2427 + -
2428 + -
2430 + - - -
2431 + - + +
2432 + - + +
2437 - - + +
2438 n/a - + +
2439 n/a +++ | + +
S. ipomoeae 2449 _ - + _
2450 + + +
2455 n/a + +
2466 + - + +
2468 - + + -
2483 - - - -
2484 n/a +4++ + +
2485 n/a +++ - -
2486 - - - -
2528 + - + +
2529 - - + +
2960 + - - -
2964 + - - -
2967 + - - -
2969 + - - -
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Tabela 10. Continuacao

Grupe Genético Codigo | minitubéreuios | "L | oA | 514D
Linhagens agrupadas com S. ipomoeae | 2019 n/a +
2021 ++ -
2235 ++ - +
2236 n/a +H+ | |
2260 ++ - ++ ++
2368 +++ - ++ | ++
) ) 2389 + - + -
e T I I RN
2392 - + +
2393 - + +
2398 - - + +
2399 - - + -
2400 +++ - + +
2861 - - - -
S. sampsonii 2020 hl _ -
2360 n/a + +
1943 n/a bt | A |
1944 n/a | |
2162 n/a +++ | |
Grupo 1 (G1) 2351 n/a bt | A |
2472 n/a +++ | |
2473 n/a bt | A |
2499 n/a +H+ | |
2508 n/a | |
2247 + - + +
Grupo 2 (G2) 2352 ++ - + +
2390 +++ - + +
Agrupadas com linhagens do G2 2864 * - - hl
2970 + + + +
Grupo 3 (G3) 2395 n/a | |
2808 +++ - + -
2866 ++ ++ + -
2931 +++ +++ |+ ++
Linhagens agrupadas com as do G3 2952 o -
2958 + -
2965 ++ + ++
RS 19 - - -
RS 23 + - -




Tabela 10. Continuagio

2403 +++ - +
Grupo 4 (G4) 2404 o - +
2405 +++ - +
2509 + +++ - ++
2805 +++ - ++ -
2806 -+ - - -
2807 +++ - + -
Grupo 5 (G5) 2812 T i I M
2815 +++ - + -
2865 -+ - + +
2949 +++ - + +
2953 +++ - + +
2955 - + +
2520 + + +
Grupo 6 (G6) 2521 R I
2522 +++ + + +
2524 -+ + ++ +
Linhagens agrupadas com as do G6 2932 T H - +
SC 3B +++ +++ - +
2394 + - - -
2503 n/a + + +
Grupo 7 (G7) 2507 - - -
2968 ++ - -
RS 8 - - - -
RS 17 + - + -
Grupo 8 (G8) RS 18 - - + -
RS 21 + - + -
2823 +++ -+ | |
2863 -+ S [ S
Grupo 9 (G9) 2867 +++ 4+ | |
2942 +++ 4+ | |
2959 +++ | |
2862 + +++ +
Grupo 10 (G10) 2951 ++ t +
2956 + +++ +
2957 + - - +
Linhagens agrupadas com as do G10 | 2941 +++ +++ |+ +
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Tabela 10. Continuacdo

Espécie/ IBSBF/ | Patogenicidade em
Grupo Genético Codigo | minitubérculos necl |tomA | xtAB
2006 + - - -
. ) . 2229 + +++ |+
Linhagens com perfis genéticos
diferentes 2258 + ) +
2804 +++ ++ + -
SC 10 + - - +
2343 + - + +
. o 2344 + - + +
L1nhageP§ muito dlfe/:r'entes 2435 Tt i N i
na andlise filogenética
SC 18 ++ - - +
SC23C + - +
2467 - - +
Linhagens com perfis diferentes | SC 2B - - - ++
ndo patogénicas em minitubérculos | §C 12 - - +
SC 15 - - -

Amplificacdo dos genes de patogenicidade: (+) amplificagdo pouco intensa; (++)
amplificacdio moderada; (+++) amplificacdo intensa; IBSBF (Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Brasil); Patogenicidade: (n/a) ndo avaliada; (-) ndo
patogénica; (+) pouco virulenta; (++) moderadamente virulenta; (+++) muito virulenta;
UFV (Universidade Federal de Vigosa, Brasil).

3.2.3 Patogenicidade das linhagens de Streptomyces sp.

O primeiro marcador molecular de patogenicidade utilizado nesse estudo foi o gene
necl. No entanto, das 162 Ilinhagens nacionais consideradas patogé€nicas em
minitubérculos, cerca de 36,4% (59 linhagens) ndo apresentaram a amplificacdo desse gene.

No estudo de Wanner (2006) alguns isolados patogé€nicos nio apresentaram um ou
mais genes caracteristicos da ilha de patogenicidade, mas todos apresentaram o gene de
biossintese da taxtomina, que é considerado o determinante da patogenicidade. Assim, o
operon txtAB foi avaliado como um segundo marcador molecular de patogenicidade e das
162 linhagens patogénicas em minitubérculos, 84,6% apresentaram a amplificagdo desse
operon. De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, o operon #xtAB mostrou-se um
bom marcador molecular para a caracterizacdo patogénica das linhagens, mas como o gene
necl, a ndo ocorréncia de amplificacdo em algumas linhagens nao refletiu em auséncia de

patogenicidade nos minitubérculos de batata.
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Foram observadas diferentes combinacdes de amplificacdo dos trés genes de
patogenicidade nas linhagens analisadas. Na maioria das linhagens patogénicas em
minitubérculos os genes relacionados a sintese de taxtomina estiveram presentes, no
entanto, 25 linhagens mostraram-se patogénicas mesmo na auséncia de amplificacdo desse
gene. Duas linhagens (IBSBF 2485 e 2968) apresentaram somente o gene necl, outras duas
(IBSBF 2804 e 2866) apresentaram o gene necl e tomA e 11 foram patogénicas somente
com a presenca do gene relacionado a sintese da tomatinase. Outras dez linhagens
mostraram-se patogénicas em minitubérculos e ndo apresentaram nenhum dos genes da ilha
de patogenicidade (Tabela 11). Esses casos indicaram que, embora o operon fxtAB tenha
sido considerado um bom marcador molecular para a caracterizacdo patogé€nica de
linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata, no caso da auséncia de
amplificacdo desse gene, haverd necessidade da realizacio de testes em minitubérculos para

confirmacao da patogenicidade das linhagens.

Tabela 11. Balanco do nimero de linhagens de Streptomyces analisadas com relacdo ao
conjunto dos trés genes de patogenicidade avaliados e teste de patogenicidade em
minitubérculos de batata.

Genes de . . e ey s
. Patogenicidade em minitubérculos
patogenicidade Total de
Nao Pouco Moderadamente Muito linhagens
txtAB | necl | tomA . . . .
patogénicas | virulentas virulentas virulentas
+ + + n/a n/a n/a n/a 94
+ + - 0 2 1 2 5
+ - + 5 17 5 11 38
+ - - 2 3 1 1 7
- + + 1 0 1 1 3
- + - n/a n/a n/a n/a 2
- - + 4 6 0 5 15
- - - 4 9 0 1 14

(+) amplificacdo do gene; (-) auséncia de amplifica¢do do gene; (n/a) ndo avaliada devido a presenca do gene
necl.

Em estudo realizado por Wanner (2007) uma linhagem filogeneticamente relacionada
com S. scabies e S. europaeiscabiei, mas com diferencas na patogenicidade devido a
auséncia do gene necl, foi descrita como nova espécie. Assim, as variacdes na ocorréncia

da amplificacdo dos genes de patogenicidade, observadas nesse estudo, indicaram a
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possivel ocorréncia de novas espécies ou de variantes dentro das espécies, refletindo a alta
diversidade genética das linhagens analisadas.

A transferéncia horizontal de genes leva a evolugdo da patogenicidade em
procariotos. As ilhas de patogenicidade sdo grupos de genes de viruléncia unidos através de
multiplas tranferéncias e eventos de recombinacdo. Essas ilhas possuem um mosaico de
estruturas e estdo em continuo processo de aquisicdo e perda de genes (LORIA; KERS;
JOSHI, 2006). Esse processo poderia explicar as grandes variacdes nas ilhas de

patogenicidade de linhagens observadas no presente estudo.

Os resultados de caracterizacdo patogénica envolvendo a amplificacdo dos genes de
patogenicidade e os graus de viruléncia em minitubérculos de batata observados permitiram
algumas conclusodes sobre a patogenicidade de Streptomyces.

Das 16 linhagens ndo patogénicas em minitubérculos, quatro nido apresentaram
nenhum gene de patogenicidade e as outras 12 apresentaram amplificagdo fraca de um ou
mais genes. Uma hipdtese para explicar esse fato seria que nessas linhagens os fatores que
regulam a expressdo desses genes podem estar ausentes ou reprimidos, ndo ocorrendo
desenvolvimento de patogenicidade mesmo na presenca do gene.

A maior parte das linhagens patogénicas apresentou os trés genes ou pelo menos os
genes relacionados a sintese da taxtomina e tomatinase, porém, ndao foi possivel
correlacionar a presenca desses genes e o grau de viruléncia. Linhagens que apresentaram
amplificacdo dos trés genes mostraram-se pouco, moderadamente ou muito virulentas.
Além disso, linhagens com auséncia de amplificacdo desses genes foram capazes de causar
a necrose mostrando-se muita virulentas.

Ainda, algumas linhagens foram muito virulentas em minitubérculos e apresentaram
somente amplificagdo para o gene da tomatinase (tomA). Em outros casos linhagens
mostraram-se patogénicas mesmo com auséncia de amplificacdo desse gene. Assim, a
tomatinase, como a proteina Necl, também atua reprimindo a defesa da planta, sendo um

fator importante, mas nao indispensdvel para a patogenicidade.
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4. Caracterizacao molecular
4.1 Primers espécie-especificos

Primers especificos para as espécies S. scabiei e S. turgidiscabies disponiveis na
literatura foram utilizados para auxiliar na identificacdo das linhagens de Streptomyces sp.
analisadas nesse estudo. Para isso, experimentos de verificacdo da especificidade desses
primers foram inicialmente realizados utilizando as linhagens Tipo de Streptomyces
(Tabela 2).

Com a utilizacdo do par de primers Scabl/Scabll, especifico para S. scabiei, foram
obtidos resultados positivos de amplificacdo para as espécies S. scabiei (IBSBF 2049"), S.
europaeiscabiei (IBSBF 2023T), S. stelliscabiei (IBSBF 2085T) e S. turgidiscabies (IBSBF
2114%).

Utilizando-se o par de primers Turgl/Turgll, especifico para S. turgidiscabies, foram
obtidos resultados positivos de amplificacdo para S. turgidiscabies (IBSBF 21147), S.
reticuliscabiei (IBSBF 2086T) e S. stelliscabiei (IBSBF 2085T) (Figura 14).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000 pb

Figura 14. Amplificacdo das linhagens Tipo de Streptomyces com o par de
primers Turgl/Turgll. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb (Gibco);
(1) S. turgidiscabies (IBSBF 2114%); (2) S. reticuliscabiei (IBSBF 2086"
(3) S. scabiei (IBSBF 2049"); (4) S. europaeiscabiei (IBSBF 2023");
(5) S. luridiscabiei (IBSBF 2011%); (6) S. puniciscabiei (IBSBF 2012");
(7) S. stelliscabiei (IBSBF 2085"); (8) S. sampsonii (IBSBF 21117);
(9) S. setonii (IBSBF 2106"); (10) S. acidiscabies (IBSBF 2110");
(11) S. caviscabies (IBSBF 2051%); (12) S. ipomoeae (IBSBF 2117%).

Segundo Lehtonen, Rantala e Kreuze (2004), com a utilizacio da combinacgdo
Scabl/Scabll somente as espécies S. scabiei e S. europaeiscabiei apresentaram resultados
positivos de amplificacdo e com a combinacdo Turgl/Turgll, especifica para S.
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turgidiscabies, foram obtidos resultados positivos de amplificagdo para S. turgidiscabies
(IBSBF 2114%) e S. reticuliscabiei (IBSBF 2086"). No presente estudo, as mesmas
condi¢cdes de amplificacdo sugeridas na literatura foram empregadas, porém ndo foram
obtidos os mesmos resultados, sendo que foi observada a amplificagdo positiva em
linhagens ndo citadas no referido trabalho.

Mesmo com esses resultados, esses primers foram empregados nas amplificagdes dos
DNAs das linhagens de Streptomyces sp. Nas amplificagcdes com os primers Scabl/Scabll,
das 178 linhagens avaliadas, 79 delas apresentaram sinal de amplificagdo podendo, assim,
pertencer as espécies S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei ou S. turgidiscabies
(Tabela 12). Um total de 88 linhagens, incluindo as que apresentaram sinal de amplificacao
com primers Scabl/Scabll, foi avaliado com a utilizagdo dos primers Turgl/Turgll e ndo
ocorreu sinal de amplificagio para nenhuma delas, sugerindo que as mesmas
provavelmente ndo pertencam as espécies S. turgidiscabies, S. reticuliscabiei ou S.

stelliscabiei (Tabela 12).

4.2 Analises de PCR-RFLP do gene atpD

O gene atpD foi avaliado como marcador molecular para diferenciacdo das linhagens
Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata.

A amplificacdo de parte desse gene gerou um fragmento de 998 pb para todas as
linhagens Tipo testadas. Nas digestdes realizadas com as enzimas Dde 1, Hinf I, Hpa 11 ou
Taq 1 os perfis de restricdo obtidos foram idénticos ou muito similares, dificultando a
diferenciacdo dessas linhagens. As enzimas Alu I, Hsp 92 11, Mbo 1 ou Rsa 1 geraram perfis
que possibilitaram a diferenciacdo de algumas linhagens Tipo, porém as enzimas que
geraram maiores polimorfismos foram Cfo 1 e Hae 111.

A digestao utilizando a enzima Hae III gerou perfis distintos e singulares para as
espécies de S. scabiei, S. europaeiscabiei, S stelliscabiei, S. acidiscabies, S. sampsonii e S.
ipomoeae. No entanto, ndo foi possivel a diferenciacdo entre: S. reticuliscabiei e S.
turgidiscabies, consideradas genomoespécies (Figura 15, canaletas 5 e 6); e entre S.
luridiscabiei (IBSBF 2011T), S. puniciscabiei (IBSBF 2012T), S. caviscabies (IBSBF
2051T) e S. setonii (IBSBF 2106T) (Figura 15, canaletas 7, 8, 9 e 10 respectivamente). Mas,
utilizando a enzima Cfo I, foi possivel diferenciar as espécies S. caviscabies (IBSBF 20517)
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e S. setonii (IBSBF 2106") de S. luridiscabiei (IBSBF 2011") e S. puniciscabiei (IBSBF
2012T) (Figura 16, canaletas 7, 8, 9 e 10 respectivamente).

Os resultados obtidos indicaram que a andlise de PCR-RFLP do gene atpD,
utilizando as enzimas de restricdio Cfo I ou Hae III, pode ser empregada para a
diferenciacdo das principais espécies de Streptomyces causadoras da sarna. A utilizagdo
dessas enzimas permitiu a diferenciacdo até mesmo de espécies proximas como S. scabiei,
S. europaeiscabiei e S stelliscabiei, consideradas genomoespécies.

Diante desses resultados, decidiu-se empregar essa técnica para a caracterizagio de
todas as 178 linhagens envolvidas nesse estudo (Tabela 12). Algumas linhagens
apresentaram perfis de PCR-RFLP do gene atpD idénticos aos das linhagens Tipo de
Streptomyces associadas a sarna. A partir desses dados moleculares em associacdo com
resultados de morfologia foi possivel a identificacdo de 57 linhagens da espécie S. scabiei
(Ssc), 28 linhagens de S. ipomoeae (Sip), 13 linhagens de S. caviscabies (Sca) ou S. setonii
(Sse), quatro de S. europaeiscabiei (Seu) e 2 linhagens de S. sampsonii.

No entanto, as 74 linhagens restantes apresentaram perfis genéticos diferenciados das
linhagens Tipo de Streptomyces ou perfis genéticos que nao corroboraram com as demais
caracteristicas morfoldgicas e/ou patogénicas. Essas linhagens podem, portanto, representar

novas espécies de Streptomyces associadas a sarna.
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Figura 15. Produtos de amplificacdo correspondentes a parte do gene
atpD das linhagens Tipo de Streptomyces digeridos com a enzima Hae
III. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); (1) S. scabiei
(IBSBF 2049"); (2) S. europaeiscabiei (IBSBF  2023");
(3) S. stelliscabiei (IBSBF 2085"); (4) S. acidiscabies (IBSBF 2110");
(8) S. turgidiscabies (IBSBF 21147, (6) S. reticuliscabiei (IBSBF
2086"); (7) S. caviscabies (IBSBF 2051%); (8) S. setonii (IBSBF 2106");
(9) S. luridiscabiei (IBSBF 20117); (10) S. puniciscabiei IBSBF 2012");
(11) S. sampsonii IBSBF 2111"); (12) S. ipomoeae (IBSBF 2117%).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
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Figura 16. Produtos de amplificacdo correspondentes a parte do gene
atpD das linhagens Tipo de Streptomyces digeridos com a enzima Cfo L.
(M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); (1) S. scabiei
(IBSBF 2049"); (2) S. europaeiscabiei (IBSBF 2023"); (3) 5.
stelliscabiei (IBSBF 2085"); (4) S. acidiscabies (IBSBF 2110");
(5) S. turgidiscabies (IBSBF 2114%); (6) S. reticuliscabiei (IBSBF
2086"); (7) S. caviscabies (IBSBF 2051"); (8) S. setonii (IBSBF 2106");
(9) S. luridiscabiei IBSBF ZOIIT); (10) S. puniciscabiei (IBSBF 2012T);
(11) S. sampsonii ABSBF 2111%); (12) S. ipomoeae (IBSBF 2117%).



4.3 Analise de Multilocus das linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna da

batata

Diferentes marcadores moleculares foram testados visando um estudo filogenético
das espécies Tipo de Streptomyces por meio de andlise de multilocus. As sequéncias
obtidas correspondentes a parte dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB foram utilizadas
para a construcao de arvore filogenética e matriz de similaridade das linhagens (Figura 17 e
Anexo 2). As anélises foram efetuadas separadamente para cada um dos genes e por fim as
sequéncias foram concatenadas para a constru¢ao de uma dnica arvore filogenética, na qual
as linhagens formaram trés grupos principais (Figura 17).

O grupo I, suportado em 100% das repeticdes de bootstrap realizadas, ficou
composto por trés subgrupos: subgrupo I-A formado pelas espécies S. scabiei, S.
europaeiscabiei e S. stelliscabiei; e subgrupo I-B formado por S. turgidiscabies e S.
reticuliscabiei. O subgrupo I-C ficou representado apenas pela espécie S. acidiscabies, que
ficou isolada das demais espécies desse grupo.

Na arvore filogenética construida a similaridade das espécies S. europaeiscabiei e S.
stelliscabiei com S. scabiei foi de 94,4% e 97,2%, respectivamente. J4 a similaridade entre
S. europaeiscabiei e S. stelliscabiei foi de 95% (Anexo 2). O agrupamento das espécies S.
europaeiscabiei, S. stelliscabiei e S. scabiei no subgrupo I-A foi suportado por 95% das
repeticoes de bootstrap e ficou de acordo com o esperado, visto que, essas espécies sao
consideradas genomoespécies com base em experimentos de hibridizacaio DNA-DNA
(BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000). As espécies S. turgidiscabies e S. reticuliscabiei,
também consideradas genomoespécies, com base em andlises filogenéticas do gene 16S
RNAr e hibridizacio DNA-DNA (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2006), formaram um
subgrupo suportado por 100% das repeti¢des de bootstrap e apresentaram 99,6%
similaridade nas sequéncias dos genes analisados (Anexo 2).

A espécie S. sampsonii mostrou-se isolada das demais, formando o grupo II,
relacionado com o grupo L.

Um terceiro grupo, suportado por 100% das repeticdes de bootstrap, ficou composto
por trés subgrupos: subgrupo III-A formado por S. setonii e S. caviscabies, com 99,3% de

similaridade entre as sequéncias; e subgrupo III-B com as espécies S. luridiscabiei e
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S. puniciscabiei, com 99,7% de similaridade em suas sequéncias (Anexo 2). Nesse grupo, a

espécie S. ipomoeae ficou isolada das demais formando o subgrupo III-C.

100 S. scabiei (IBSBF 2049") I
® :': S. stelliscabiei (IBSBF 2085™)
a9 LS. europaeiscabiei (IBSBF 2023")

i LB S. reticuliscabiei (IBSBF 2086")

a 100L S, turgidiscabies (IBSBF 21147)
I-C
] L————— 5. acidiscabies IBSBF 2110")

S. sampsonii (IBSBE2111") | 1I
S. ipomoeae (IBSBF 2117%)

1001 S. caviscabies IBSBF 20517)

10d S. setonii IBSBF 2106") I
IL-A
100

B S. luridiscabiei IBSBF 20117)
100 L S. puniciscabiei IBSBF 2012")

III-C

Mycobacterium. tuberculosis

—
006

Figura 17. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB
e trpB das 12 linhagens Tipo de Streptomyces causadoras da sarna da batata, utilizando-se o método
Neighbor-joining. A sequéncia de Mycobacterium tuberculosis foi utilizada como grupo externo. Os
nimeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base em
andlises de bootstrap de 1000 repeti¢Oes. A barra indica 5% de diferenca nas sequéncias.

A andlise filogenética de parte dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB permitiu a
diferenciacdo das principais linhagens Tipo de Streptomyces associadas a sarna, as quais
ficaram separadas em grupos e subgrupos bem consistentes de acordo com os valores de
bootstrap obtidos (maiores que 89%). Com excecdo das espécies do subgrupo I-A, com
similaridades de no maximo 97,2%, as genomoespécies S. luridiscabiei e S. puniciscabiei,
S. setonii e S. caviscabies; e S. turgidiscabies e S. reticuliscabiei apresentaram alta
similaridade entre si, dificultando a separagdo das mesmas com base nas sequéncias dos
diferentes genes avaliados (Anexo 2). Cabe ressaltar, que os resultados de grupamento
obtidos nesta andlise filogenética estdo de acordo com aqueles de PCR-RFLP do gene

atpD, apresentados no item 4.2, que também possibilitou a diferenciacdo dessas espécies.
4.4 Analise de multilocus das linhagens de Streptomyces sp.

Os perfis obtidos a partir do uso da técnica de PCR-RFLP do gene atpD juntamente
com dados de caracterizagao morfolégica, amplificacdo com primers espécie-especificos e

andlise da presenca dos genes de patogenicidade permitiram a identificacdo de algumas
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linhagens como espécies ja descritas. Mesmo assim, algumas dessas linhagens foram
selecionadas para sequenciamento e as sequéncias dos genes rpoB e, em alguns casos, atpD
foram utilizadas na confirmagdo da identificacdo proposta por meio da construcdo de
arvores filogenéticas e matrizes de similaridades incluindo as linhagens Tipo associadas a
sarna. Os resultados de similaridade de sequéncias e os grupos formados nas &arvores
filogenéticas construidas corroboraram com a caracterizagdo polifdsica e confirmaram a
identifica¢do proposta para as linhagens em questdo (Tabela 12).

Entretanto, para algumas linhagens os resultados foram divergentes com relacdo as
andlises morfoldgicas, patogénicas e moleculares (PCR-RFLP do gene atpD e amplificacio
com primers espécie-especificos). Nesses casos as linhagens foram separadas em grupos ou
categorias de perfis genéticos, sendo que para cada grupo ou perfil foram selecionadas
linhagens representantes para o sequenciamento dos diferentes genes para posterior analise
das sequéncias de forma individual e por multilocus (Tabela 12). Foram construidas
diferentes arvores filogenéticas utilizando as sequéncias dos genes separadamente ou de
forma concatenada, em diferentes combinacdes. Em todas as andlises foram incluidas as
linhagens Tipo de espécies de Streptomyces associadas a sarna.

Na andlise filogenética dos genes rpoB/atpD/recAltrpB, por exemplo, a linhagem
IBSBF 2351, representando o Grupo 1, agrupou filogeneticamente com a linhagem Tipo de
S. europaeiscabiei em 100% das repeticdes de bootstrap. A linhagem 2404, representando
o Grupo 4, agrupou com S. scabiei em 100% das repeti¢des. Outras linhagens como as dos
Grupos 2, 3, 5, 7 e 10 ndo agruparam com nenhuma das linhagens Tipo de Streptomyces,
mas ficaram filogeneticamente préximas de algumas espécies. J4 as linhagens IBSBF 2435,
SC 18 e SC 23C, que também mostraram-se patogénicas em minitubérculos, ficaram
filogeneticamente distantes das linhagens Tipo das diferentes espécies causadoras da sarna
da batata (Figura 18). Essas linhagens podem representar novas espécies de Streptomyces e
deverdo ser investigadas em estudos futuros.

Diferentes andlises filogenéticas foram realizadas com diferentes combinagdes dos
genes e, entdo, as linhagens foram separadas em dez grupos ou em perfis genéticos (Tabela
12). A maior parte das linhagens dos diferentes grupos e perfis genéticos mostraram-se
filogeneticamente proximas a espécies de Streptomyces associadas a sarna utilizadas nesse

estudo. As oito linhagens do Grupo 1, por exemplo, foram identificadas como pertencentes
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a espécie S. europaeiscabiei; e as trés linhagens do Grupo 4, como variantes patogénicas de
S. scabiei (Figura 17 e Tabela 12) No entanto, linhagens de outros grupos (2,3 e 5 a 10) e
perfis genéticos diferentes (IBSBF 2006, 2229, 2258, 2804 e SC10), mesmo ficando
filogeneticamente proximas de espécies ja conhecidas, apresentaram valores baixos de
similaridade de sequéncias, além de divergéncias em caracteres morfoldgicos e
patogénicos. Assim, essas linhagens também podem representar novas espécies de

Streptomyces associadas a sarna da batata.
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Figura 18. Arvore filogenética construida a
partir das sequéncias concatenadas dos
genes rpoB, atpD, recA e trpB das
linhagens de Streptomyces spp., causadoras
de sarna da batata, utilizando-se o método
Neighbor-joining. A sequéncia  de
Mycobacterium tuberculosis foi utilizada
como grupo externo. Os nimeros em cada
um dos ramos sdo as porcentagens de
ocorréncia dos grupamentos com base em
andlises de bootstrap de 1000 repeti¢des. A
barra indica 2% de diferenca nas
sequéncias.
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Tabela 12. Resultados das anédlises moleculares das linhagens de Streptomyces sp.

Espécei::étiGc 1;upo ICBoSdllngo/ Procedéncia scsz‘iei turg id?;cabies atpD - Hae 111 atpD - Cfo 1 Genes sequenciados (similari(?;(;lgzoo tstrap) Identificacio
1774 Desconhecida + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
1884 Capdo Bonito (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
1886 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
1936 Itapeva (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2005 Cristalina (GO) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2124 Bueno Branddao (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2147 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2203 Tambad (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2204 Tambad (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2228 Ibicoara (BA) + - S. scabiei S. scabiei rpoB S. scabiei (99,1%/51%)
2239 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2242 Ipuiuna (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
S. scabiei 2243 Ipuiuna (MG) + wa S. scabiei wa n/a n/a S. scabiei
2248 Itapetininga (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2250 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2251 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2257 Nova Rezende (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2282 Quitandinha (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2283 Quitandinha (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2292 Sao Mateus (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2293 Sao Mateus (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2294 Sao Mateus (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2298 Sdo Gotardo (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2306 Mucugé (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2308 Mucugé (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a

83



Tabela 12. Continuacao

Espécei::étiGc 1;upo ICBoSdllngo/ Procedéncia sczfl;iei turg id?;cabies atpD - Hae 111 atpD - Cfo 1 Genes sequenciados (similari(?;(;lgzoo strap) Identificacdo
2315 Pinhdo (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2316 Perdizes (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2317 Mucugé (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2318 Mucugé (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2359 Cristalina (GO) + n/a S. scabiei S. scabiei rpoB S. scabiei (99,2%/42%)
2388 Itapetininga (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2396 Itapetininga (SP) + n/a S. scabiei S. scabiei rpoB/atpD S. scabiei (92,6%172%)
2406 Pogos de Caldas (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2407 Pogos de Caldas (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2408 Pogos de Caldas (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2409 Cristalina (GO) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2410 Cristalina (GO) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
S. scabiei 2411 Cristalina (GO) + wa S. scabiei wa n/a n/a S. scabiei
2429 Castro (PR) + - S. scabiei n/a n/a n/a
2475 Ibicoara (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2476 Mucugé (BA) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2482 Guarapuava (PR) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2500 Casa Branca (SP) + - S. scabiei S. scabiei rpoB/atpD S. scabiei (98,7%/72%)
2501 Piedade (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2502 Bueno Brandao (MG) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2523 Ibiraiaras (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2527 Indaiatuba (SP) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2809 | Sao Francisco de Paula (RS) + - S. scabiei S. scabiei rpoB/atpD S. scabiei (92,5%/72%)
2811 | Sdo Francisco de Paula (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2814 Irine6polis (SC) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
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2860 Irine6polis (SC) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2950 Canoinhas (SC) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
2954 Canoinhas (SC) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
S. scabiei RS 1 | Sdo Francisco de Paula (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a S. scabiei
RS 2 | Sdo Francisco de Paula (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
RS 4 | Sdo Francisco de Paula (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
RS 5 | Sdo Francisco de Paula (RS) + n/a S. scabiei n/a n/a n/a
1945 Holanda + n/a S. europaeiscabiei S. europaeiscabiei rpoB 5. fggfg’%%i:%’;m
s 2474 Holanda + - S. europaeiscabiei S. europaeiscabiei n/a n/a - N
europaeiscabiei 2498 Holanda + - S. europaeiscabiei S. europaeiscabiei rpoB §. europaciscabiei S curopactscabiet
(99,4%/94%)
2510 Holanda + - S. europaeiscabiei S. europaeiscabiei rpoB 5 fggﬁ’%ﬁéf%’;iei
1773 Desconhecida - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2397 Santa Juliana (MG) - - S. ipomoeae Diferente n/a n/a
2401 Santa Juliana (MG) - - S. ipomoeae S. ipomoeae rpoB S. ipomoeae (97%/99%)
2402 Santa Juliana (MG) - n/a S. ipomoeae Diferente rpoB S. ipomoeae (97%/99%)
2426 Itapetininga (SP) - - S. ipomoeae Diferente n/a n/a
2427 Itapetininga (SP) - - S. ipomoeae Diferente n/a n/a
S. ipomoeae 2428 Itapetininga (SP) - - S. ipomoeae Diferente n/a n/a S. ipomoeae
2430 Castro (PR) - n/a S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2431 Tapira (PR) - - S. ipomoeae Diferente n/a n/a
2432 Tapira (PR) - n/a S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2437 Tapira (PR) - - S. ipomoeae S. ipomoeae rpoB/atpD (égé’if 1(7:711(68(;760)
2438 | Vargem Grande do Sul (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2439 | Vargem Grande do Sul (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
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2449 | Vargem Grande do Sul (SP) - n/a S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2450 | Vargem Grande do Sul (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2455 Vargem Grande do Sul (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2466 | Vargem Grande do Sul (SP) - n/a S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2468 | Vargem Grande do Sul (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2483 Guarapuava (PR) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2484 Guarapuava (PR) - - S. ipomoeae S. ipomoeae rpoB (gsil;l%]”;;;f;f)

S. ipomoeae 2485 Guarapuava (PR) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a S. ipomoeae
2486 Guarapuava (PR) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2528 Indaiatuba (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2529 Indaiatuba (SP) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2960 Irinedpolis (SC) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2964 Papanduva (SC) - - S. ipomoeae S. ipomoeae n/a n/a
2967 | Sao Francisco de Paula (RS) - - S. ipomoeae S. ipomoeae rpoBlatpD/recA (§6i§($g;l‘;:)
2969 | Sdo Francisco de Paula (RS) | - - S. ipomoeae S. ipomoeae rpoBlatpD (9%, gf;; ;71"53% )
Linhagem S . . . S. ipomoeae -
agrgpada com S. 2019 Cristalina (GO) + n/a Diferente S. caviscabies rpoB/atpD/gyrB/trpB (79.4%182%) Nova espécie
ipomoeae

2021 Campinas (SP) - n/a . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD 5 ca(vgi;fz(l;;/ef(/)%%e;mnii
2235 UFV (MG) - - . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB 5 ca(vgigf;z(l;;/eiv(/)%%e;mnii
2236 UFV (MG) + - . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD 5 ca(vgigf;z(l;;/eiv(/)%%e;mnii

5 Caf;?;z?;‘es/& 2260 Mucugé (BA) - - . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD 5 Ca(‘g;fggj/ef(/)%‘ ‘7"2 e;t{mii 5 CHT;ZZZ};;ES/S‘
2368 Itapetininga (SP) - - . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD 5 ca:é;f;z(l;j/ef(/)%%e;mnii
2389 Itapetininga (SP) - n/a . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii n/a n/a
2391 Cristalina (GO) - - . caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD 8. caviscabies/S. setonii

(97,7%/100%)
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2392 Cristalina (GO) - n/a S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii n/a n/a
2393 Cristalina (GO) - n/a S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii n/a n/a
S. caviscabies/s. 2398 Cristalina (GO) - n/a S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii n/a n/a S. caviscabies/s.
setoni 2399 Cristalina (GO) - n/a S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii n/a n/a setoni
.. . . .. . . .. S. caviscabies/S. setonii
2400 Itapetininga (SP) - - S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB/atpD (97.6%/100%)
. . . . . . . S. caviscabies/S. setonii
2861 Ibiraiaras (RS) - - S. caviscabies/S. setonii | S. caviscabies/S. setonii rpoB (98.9%/100%)
2020 Campinas (SP) - n/a S. sampsonii S. sampsonii rpoB 5 S“mplsgg,’; )(93’9%/
S. sampsonii 3 vampzonii S. sampsonii
2360 | Vargem Grande do Sul (SP) - - S. sampsonii S. sampsonii rpoB/atpD (99.5%/100%)
o g . S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
1943 Holanda + n/a Diferente S. puniciscabiei rpoB (97.3%/94%)
o g . S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
1944 Holanda + n/a Diferente S. puniciscabiei rpoB (92.5%/94%)
o g . S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
2162 Holanda + n/a Diferente S. puniciscabiei rpoB (98.4%/94%)
e . S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
2351 Itapetininga (SP) + - Diferente S. puniciscabiei rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB (99.1%/100%) ) -
Grupo 1 (G1) — — - — S. europaeiscabiei
2472 Holanda . wa Diferente S. luridiscabiei rpoB S. europaeiscabiei
S. puniciscabiei (99,5%/94%)
. S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
2473 Holanda + n/a Diferente S. puniciscabiei rpoB (98.8%/94%)
. S. luridiscabiei . S. europaeiscabiei
2499 Holanda + n/a Diferente S. puniciscabiei rpoB/atpD/recA (99.6%/100%)
. S. luridiscabiei S. europaeiscabiei
2508 Holanda + - Diferente S. puniciscabiei rpoB (99,5%/94%)
2247 Itapetininga (SP) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recA Ssc, Sst, Seu e Sac
Grupo 2 (G2) 2352 Vargem Grande do Sul (SP) - - Diferente Diferente rpoB/atpD Ssc, Sst, Seu e Sac Nova espécie
2390 Casa Branca (SP) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
Linhagens 2864 Irine6polis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac Nova espécie
agrupadas com as
do Grupo 2 2970 Ibiraiaras (RS) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac Nova espécie
Grupo 3 (G3) 2395 Itapetininga (SP) + - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac Nova espécie
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2808 Ibiraiaras (RS) - - S. caviscabies/S. setonii | Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
2866 Ibiraiaras (RS) - - S. caviscabies/S. setonii Diferente rpoB/atpD/recA/trpB Ssc, Sst, Seu e Sac
2931 Irineépolis (SC) - n/a Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
- . S. luridiscabiei
Linhagens 2952 Itaiépolis (SC) - - Diferente S. puniciscabiei rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
agrupadas com as - - — S_ luridiscabiei Novas espécies
do Grupo 3 2958 Canoinhas (SC) - - S. europaeiscabiei S. puniciscabiei rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
2965 Canoinhas (SC) - - S. europaeiscabiei Diferente rpoB/atpD/recA/trpB Ssc, Sst, Seu e Sac
. S. turgidiscabies .
RS 19 Ibiraiaras (RS) - - o . Diferente atpD Ssc, Sst, Seu e Sac
S. reticuliscabiei
RS23 Ibiraiaras (RS) - - 8. turgidiscabies Diferente atpD Ssc, Sst, Seu e Sac
S. reticuliscabiei
2403 Uberaba (MG) + n/a Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre 1poB Ssc, Sst (98,1-
98,8%/58%) Variantes
Grupo 4 (G4) 2404 Uberaba (MG) + n/a Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD/recA/trpB Ssc (97,9%/100%) patogénicas de S.
scabiei
2405 Uberaba (MG) + Diferente Ssc, Sst, Sac, Stue S, B/atpD/gyrB Ssc, Sst (93-
- i sc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD/gyr: 93.3%/100%)
5 S. turgidiscabies
2509 Franca - n/a S, reticuliscabiei Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
2805 Ibiraiaras (RS) - - S. turgidiscabies Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD Ssc, Sst, Seu e Sac
S. reticuliscabiei
A S. turgidiscabies
2806 Ibiraiaras (RS) - - S, reticuliscabiei Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
A S. turgidiscabies
2807 Ibiraiaras (RS) - - S, reticuliscabiei Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
Grupo 5 (G5) 2812 Irinedpolis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a n/a Novas espécies
2815 Ibiraiaras (RS) - - S tur{gldl:rcabl‘es- Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD Ssc, Sst, Seu e Sac
S. reticuliscabiei
2865 Itaiépolis (SC) - n/a Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD/recA/trpB Ssc, Sst, Seu e Sac
2949 Itaiopolis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
2953 Canoinhas (SC) - n/a S. acidiscabies Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu e Sac
2955 Ttaiépolis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a n/a
2520 Paranapanema (SP) + n/a S. scabiei Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/ Ssc, Sst, s?;,esm-, Stue
Grupo 6 (G6) Sse_Sst Sew Sac St Nova espécie
2521 Paranapanema (SP) + n/a S. scabiei Diferente rpoB 56 95h ?;e ac e
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2522 Ibiraiaras (RS) + - S. scabiei Diferente rpoBlaipDirecAlirpBlgyrB | S5 S5 S g"’ Sac, Stu e
Grupo 6 (G6) oo S S reS 5 Nova espécie
2524 Ibiraiaras (RS) + n/a S. scabiei Diferente rpoBlatpDirecAlrpBlgyrB | %€ 5T e e
) ) Baixa similaridade com
Linhagens 2932 Agua Doce (SC) - n/a S. acidiscabies Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD/recA/trpB Ssc, Sst, Seu, Sac, Stu e
agrupadas com as Sre Nova espécie
do G6 SC 3B Agua Doce (SC) - n/a S. acidiscabies Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a
- Baixa similaridade com
2394 Cristalina (GO) - n/a n/a n/a rpoB/atpD Ssc, Sst. Seu e Sac
. . . Baixa similaridade com
2503 Ibicoara (BA) - - Diferente S. ipomoeae rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst. Seu e Sac
Grupo 7 (G7) 2507 Ibicoara (BA) - - Diferente S. ipomoeae rpoB S. ipomoeae (93%//96%) | Novas espécies
Sdo Francisco de Paula . Baixa similaridade com
2968 (RS) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst. Seu e Sac
Sao Francisco de Paula .
RS 8 (RS) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a n/a
o S. turgidiscabies . Baixa similaridade com
RS 17 Ibiraiaras (RS) - - S reticuliscabiei Diferente rpoB/atpD Ssc, Sst. Seu e Sac
o S. turgidiscabies . Baixa similaridade com "
Grupo 8 (G8) RS 18 Ibiraiaras (RS) - - S reticuliscabici Diferente atpD Ssc., Sst, Seu e Sac Nova espécie
o S. turgidiscabies . Baixa similaridade com
RS 21 Tbiraiaras (RS) ) ) S. reticuliscabiei Diferente rpoBlaipD Ssc, Sst, Seu e Sac
2823 Irinedpolis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB Ssc, Sst, Seu
2863 Irine6polis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu Nova espécie
filogeneticamente
Grupo 9 (G9) 2867 Canoinhas (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a Ssc, Sst, Seu proxima das
genomoespécies
2942 Canoinhas (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu de S. scabiei
2959 Canoinhas (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a Ssc, Sst, Seu
2862 Itaiopolis (SC) - n/a S. scabiei Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu
Grupo 10.(G10) 2951 Itaiépolis (SC) - n/a S. scabiei Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu Nova espécie
2956 Itaidpolis (SC) - n/a S. scabiei Diferente n/a Ssc, Sst, Seu filogeneticamente
proxima das
2957 Itaiopolis (SC) - n/a S. scabiei Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu genomoespécies
- de S. scabiei
Linhagens
agrupadas comas | 2941 Itaiépolis (SC) - - Diferente S. caviscabies/ S. setonii rpoB/trpB/gyrB Ssc, Sst, Seu
do G10
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2006 Chile - n/a Diferente . caviscabies/ S. setonii n/a n/a Relacionada com
Sca/Sse
. . . Genomoespécies S. "
2229 Araxd (MG) - - Diferente Diferente rpoB/atpD scabiei (96-96.6%/T4%) Nova espécie
Linhagens perfis Genomoespécies S.
genéticos 2258 Itapetininga (SP) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre rpoB/atpD/recA scabiei (94,2- Nova espécie
diferentes 95,3%/45%)
2804 Ibiraiaras (RS) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recAupBleyrB | 5% S5 Ssefe Sac, S 1 Nova espécie
SC 10 Agua Doce (SC) - n/a Diferente Diferente rpoB 93,9% similaridade com Nova espécie
Sac, sem agrupamento
s . Baixa similaridade com .
2343 Sdo Miguel Arcanjo (SP) - - n/a n/a rpoB/recA/trpB linhagens Tipo Nova espécie
2344 | Sdo Miguel Arcanjo (SP) - - n/a n/a rpoB/recA/pB Ba"‘ﬁ;ﬁ?iﬂ%‘iic‘)m Nova espécie
Linhagens muito _nhagens 1p
diferent Baixa similaridade com
! er"’,‘i.es na 2435 Pogos de Caldas (MG) - n/a Diferente Diferente rpoB/atpD/recAltrpB/gyrB | linhagens Tipo das Nova espécie
 analise espécies
filogenética Baixa similaridade com
SC 18 Papanduva (SC) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB linhagens Tipo Nova espécie
. i e Baixa similaridade com .
SC 23C Canoinhas (SC) - - Diferente Diferente rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB linhagens Tipo Nova espécie
2467 Vargem Grande do Sul (SP) - n/a Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a n/a
Linhagens perfis
genéticos SC2B Irine6polis (SC) - - Diferente Diferente n/a n/a
diferentes ndo
patogénicas em | SC 12 Itaiopolis (SC) - - Diferente Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre n/a n/a
minitubérculos
SC 15 Papanduva (SC) - - Diferente Diferente n/a n/a

IBSBF: Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico, Brasil; n/a: ndo avaliada; (+) ocorréncia de amplificagdo; (-) auséncia de amplificacdo; Sac:
S. acidiscabies; Sca: S.caviscabies; Seu: S. europaeiscabiei; Sre: S. reticuliscabiei; Ssc: S. scabiei; Sse: S. setonii; Sst: S. stelliscabiei; Stu: S. turgidiscabies.
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5. Identificacao das linhagens de Streptomyces sp.

A partir dos dados de caracterizacdo morfoldgica, patogénica e molecular as

linhagens desse estudo foram identificadas como:
5.1 Streptomyces scabiei (Ssc)

A linhagem Tipo de S. scabiei (IBSBF 2049") apresentou as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa espiral e esporo cinza a branco;

» Patogenicidade: moderadamente virulenta nos testes de patogenicidade em
minitubérculos. Apresentou amplificacdo positiva, com bandas intensas, para o0s
genes de patogenicidade necl, tomA e operon txtAB;

* Molecular: amplificacio com o par de primers especifico para S. scabiei e PCR-
RFLP do gene atpD com perfil tunico de restri¢do, diferenciado de outras linhagens

Tipo de Streptomyces causadoras da sarna (Figuras 15 e 16, canaleta 1).

Um total de 57 linhagens de Streptomyces sp. apresentou perfil de PCR-RFLP do
gene atpD idéntico a linhagem Tipo de S. scabiei (IBSBF 2049"). Cinco dessas linhagens
foram sequenciadas (genes rpoB e/ou atpD) para a confirmacao da identidade e agruparam
filogeneticamente com a linhagem Tipo dessa espécie (Tabela 12, Anexos 3 e 4). Além
disso, as caracteristicas morfolégicas, patogénicas e a amplificagdo com o par de primers
especificos para S. scabiei confirmaram essa identificagdo.

As linhagens identificadas como S. scabiei apresentaram hifas espirais e esporo de
coloracdo branca a cinza, exceto duas linhagens que apresentaram morfologia de hifa
espiral aberto (Tabela 7). Apresentaram amplificacdo intensa de todos os genes de
patogenicidade avaliados, com resultado idéntico a linhagem Tipo da espécie (IBSBF
2049"). O teste de patogenicidade em minitubérculos foi realizado para 11 linhagens e
todas foram muito virulentas até mesmo mais agressivas que a linhagem Tipo da espécie

(Tabela 10).
5.2 Streptomyces europaceiscabiei (Seu)

A linhagem Tipo de S. europaeiscabiei (IBSBF 2023") apresentou as seguintes
caracteristicas:
* Morfologia: hifa espiral e esporo cinza a branco;

91



* Patogenicidade: moderadamente virulenta em testes de patogenicidade em
minitubérculos. Apresentou amplificagdo positiva, com bandas intensas, para o0s
genes de patogenicidade necl, tomA e operon txtAB;

* Molecular: amplificacio com o par de primers especifico para S. scabiei e PCR-
RFLP do gene atpD com perfil tnico de restricao, podendo ser diferenciado de outras

linhagens Tipo de Streptomyces causadoras da sarna (Figuras 15 e 16, canaleta 2).

Quatro linhagens desse grupo apresentaram perfil de PCR-RFLP do gene atpD
idéntico a linhagem Tipo de S. europaeiscabiei (IBSBF 2023T) (Tabela 12). Além disso, as
caracteristicas morfoldgicas, patogénicas, a amplificacdo com o par de primers especificos
para S. scabiei e o sequenciamento do gene rpoB confirmaram essa identificagdo. No
sequenciamento do gene rpoB essas linhagens agruparam em 94% das repeti¢cdes de
bootstrap com a linhagem Tipo IBSBF 2023", apresentando valores de similaridades

superiores a 98,3% (Tabela 12 e Anexos 3 e 7).
5.3 Streptomyces caviscabies/Streptomyces setonii (Scal/Sse)

As linhagens Tipo das espécies S. caviscabies (IBSBF 2051%) e S. setonii (IBSBF
2106") apresentaram as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa flexuosa e esporo creme ou branco;

* Patogenicidade: S. caviscabies causou pouca necrose nos minitubérculos, enquanto
que S. setonii foi muito virulenta em minitubérculos. Nao ocorreu amplificagdo de
nenhum dos genes de patogenicidade avaliados;

* Molecular: ndo houve sinal de amplificagcdo com o par de primers especifico para S.
scabiei e apresentaram perfis de PCR-RFLP do gene atpD que permitiram a
diferenciacdo de outras linhagens Tipo de Streptomyces causadoras da sarna (Figuras

15 e 16, canaletas 7 e 8).

Treze linhagens desse grupo apresentaram perfis de PCR-RFLP do gene atpD
idénticos as linhagens Tipo de Sca/Sse; ndo apresentaram sinal de amplificagdo com o par
de primers especificos para S. scabiei, exceto IBSBF 2236, e apresentaram caracteristicas
morfolégicas que confirmaram essa identificac@o (hifas flexuosas e a cor do esporo variou

de branca a amarela, sendo, na maioria das vezes, creme) (Tabelas 7 e 12). Além disso,
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ficaram agrupadas com as linhagens Tipo de Sca/Sse nas andlises filogenéticas dos genes
rpoB e rpoBlatpD (100% das repeticdes de bootstrap) (Tabela 12, Anexos 3 e 4).

Na caracterizagdo patog€nica dessas linhagens, os resultados variaram de ndo
patogénicas a patogénicas com diferentes graus de viruléncia em minitubérculos. Das 13
linhagens avaliadas, trés mostraram-se ndo patogénicas em minitubérculos, porém com
amplificacacdo de alguns genes de patogenicidade para duas delas. As outras dez linhagens
variaram de pouco a muito virulentas no teste em minitubérculos de batata.

Diferentes perfis patogénicos foram observados entre as linhagens dessa espécie com
relacdo a amplificagcdo dos genes de patogenicidade. Algumas linhagens apresentaram
amplificacdo para os trés genes, outras para um ou mais genes € uma delas ndo apresentou

amplificacdo alguma (Tabela 10).
5.4 Streptomyces sampsonii (Ssa)

A linhagem Tipo de S. sampsonii (IBSBF 2111") apresentou as seguintes
caracteristicas:

* Morfologia: hifa flexuosa e esporo de branco a creme;

* Patogenicidade: considerada moderadamente patogénica nos testes de patogenicidade
em minitubérculos. Apresentou amplificacdo somente do gene tomA;

* Molecular: ndao houve sinal de amplificacdo com o par de primers especifico para S.
scabiei ¢ PCR-RFLP do gene atpD com perfil tnico de restricdo, diferenciado de
outras linhagens Tipo de Streptomyces causadoras da sarna (Figura 15 e 16 canaleta

11).

Duas linhagens, IBSBF 2020 e 2360, apresentaram perfil de PCR-RFLP do gene
atpD idéntico a linhagem Tipo de Ssa e agruparam com essa espécie no sequenciamento
dos genes rpoB e atpD, com alta similaridade de sequéncia e grupos confidveis (100% das
repeticoes de bootstrap) (Tabela 12 e Anexos 3 e 4). Assim como para a linhagem Tipo de
S. sampsonii, ndo houve sinal de amplificacio com o par de primers especificos para S.
scabiei. Quanto as caracteristicas morfoldgicas, apresentaram hifas flexuosas e a cor do
esporo variou de branca a creme, como na linhagem Tipo da espécie (Tabela 7). Essas
linhagens apresentaram pouca viruléncia em minitubérculos e quando ocorreu a

amplifica¢do dos genes de patogenicidade, esta foi pouca intensa (Tabela 10).
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5.5 Streptomyces ipomoeae (Sip)

A linhagem Tipo de S. ipomoeae (IBSBF 2117%) apresentou as seguintes
caracteristicas:

* Morfologia: hifa espiral aberta e esporo cinza;

» Patogenicidade: considerada muito virulenta em testes de patogenicidade em
minitubérculos. Nao apresentou amplificacdo positiva dos genes de patogenicidade,
embora seja relatada a producdo de taxtomina nessa espécie (Healy et al., 2000);

* Molecular: nao houve sinal de amplificacdo com o par de primers especifico para S.
scabiei ¢ no PCR-RFLP do gene atpD apresentou perfil dnico de restri¢do,

diferenciado de outras linhagens Tipo de Streptomyces causadoras da sarna (Figuras

15 e 16, canaleta 12).

Vinte e oito linhagens foram identificadas como S. ipomoeae com base no perfil de
PCR-RFLP do gene atpD e dessas algumas foram sequenciadas (genes rpoB, atpD e recA)
a fim de confirmar a identificacdo proposta. Todas as linhagens sequenciadas ficaram
proximas da espécie Tipo de S. ipomoeae em agrupamentos confidveis e com altas
similaridades (Tabela 12 e Anexos 3 e 7).

Essas linhagens apresentaram variacdes na morfologia de hifa de espiral aberta a
flexuosa com esporos cinza (Tabela 7). Apresentaram também resultados variados com
relacdo aos diferentes genes de patogenicidade avaliados e a patogenicidade em
minitubérculos. Das 28 linhagens desse grupo, seis ndo exibiram patogenicidade em
minitubérculos de batata, mas quatro dessas apresentaram amplificacdo de algum gene de
patogenicidade. As outras linhagens apresentaram-se pouco virulentas, com excecdo de
uma linhagem IBSBF 2401 que mostrou-se muito virulenta. Com relacdo aos genes de
patogenicidade, algumas linhagens apresentaram amplificacdo para os trés genes, outras
para alguns deles, com diferentes combinagcdes de amplificagdo, e em outras ndo foi
observado qualquer sinal de amplificagdo dos genes avaliados (Tabela 10).

Em estudo realizado por Healy e colaboradores (2000), linhagens de S. ipomoeae nao
apresentaram amplificacdo para o gene necl. Contrariamente, no presente estudo, sete
linhagens identificadas como S. ipomoeae apresentaram a amplificacdo desse gene.
Diferentemente da linhagem Tipo ocorreu amplificagdo do gene da taxtomina em algumas

linhagens desse grupo, embora o sinal de amplificag@o tenha sido pouco intenso.
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Essa espécie estd associada a sarna da batata-doce e ndo havia sido relatada como
patogénica a batata, no entanto a linhagem Tipo da espécie bem como as linhagens isoladas
no Brasil causaram necrose nos minitubérculos de batata. Apesar do baixo grau de
viruléncia observado nos tubérculos, a presenca de genes que codificam fatores de
patogenicidade e viruléncia foram indicativos do potencial patogénico dessa espécie a

batata.

Cabe ressaltar que as linhagens identificadas como S. caviscabies, S. sampsonii e S.
ipomoeae apresentaram, em alguns casos, resultados de patogenicidade diferentes do
esperado com relacdo as linhagens Tipo dessas espécies. Esses resultados indicaram que
pode haver uma variacdo da patogenicidade dentro dessas espécies, podendo estar
associada a diferentes eventos e formas de aquisi¢do ou perda dos genes de patogenicidade.

Assim, das 178 linhagens analisadas, 104 foram identificadas como S. scabiei (57
linhagens), S. ipomoeae (28), S. caviscabies/S. setonii (13), S. europaeiscabiei (4) e S.

sampsonii (2).
5.6 Grupos (G) e linhagens com Perfis Genéticos Diferentes (PD)

As 74 linhagens restantes que ndo puderam ser identificadas foram separadas em
grupos (1 a 10), os quais compartilharam caracteristicas morfoldgicas, patogénicas e/ou
moleculares, estando filogeneticamente relacionadas entre si; e também em perfis
genéticos diferentes baseados nos experimentos de PCR-RFLP do gene atpD. As linhagens
representantes de cada grupo e perfis genéticos distintos foram sequenciadas e as
sequéncias dos genes foram utilizadas nas diferentes andlises filogenéticas. Foram
construidas arvores filogenéticas com diferentes combinagdes de genes, inclusive com os

cinco genes analisados para diferentes linhagens de Streptomyces (Figura 19).
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Figura 19. Arvore filogenética construida a partir das
sequéncias concatenadas dos genes rpoB, atpD, recA,
trpB e gyrB das linhagens de Streptomyces spp.,
causadoras de sarna da batata, utilizando-se o método
Neighbor-joining. A sequéncia de Mycobacterium
tuberculosis foi utilizada como grupo externo. Os
nimeros em cada um dos ramos sdo as porcentagens
de ocorréncia dos grupamentos com base em andlises
de bootstrap de 1000 repeti¢cdes. A barra indica 5%
de diferenca nas sequéncias.
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5.6.1 Linhagens identificadas como espécies ja descritas

5.6.1.1 Grupo 1 (S. europaeiscabiei)
Oito linhagens foram classificadas como Grupo 1 (G1) de acordo com a variagdo
apresentada no perfil de PCR-RFLP do gene atpD e apresentaram:

* Morfologia: hifa espiral e esporo cinza a branco (Tabela 7);

* Patogenicidade: apresentaram amplificacdo, com bandas intensas, dos trés genes de
patogeniciade avaliados (genes necl, tomA e operon txtAB). O teste de
patogenicidade em minitubérculos ndo foi realizado para essas linhagens, visto que,
foi confirmada a presenca dos genes de patogenicidade (Tabela 10);

* Molecular: amplificacdo com o par de primers Scabl/Scabll; perfil de PCR-RFLP do
gene atpD diferente de todas linhagens Tipo de Streptomyces com a enzima Hae 11l e

idéntico a S. luridiscabiei e S. puniciscabiei com a enzima Cfo I (Tabela 12).

As linhagens desse grupo compartilharam diversas caracteristicas com as espécies S.
scabiei, S. stelliscabiei e S. europaeiscabiei, apesar do perfil diferente de PCR-RFLP do
gene atpD. Dentre as oito linhagens desse grupo, a linhagem IBSBF 2351 oriunda de
Itapetininga (SP) foi escolhida para a andlise multilocus com cinco genes a fim de se
confirmar a identificacdo dessas linhagens. Além disso, o gene rpoB foi sequenciado para
todas as linhagens.

Em todas as andlises filogenéticas a linhagem IBSBF 2351 agrupou com a espécie
Tipo de S. europaeiscabiei (IBSBF 2023") e na andlise com cinco genes agrupou com
valores de bootstrap méaximos (100%) e com similaridade muito alta (99,1%) (Figura 19 e
Anexo 8). No sequenciamento do gene rpoB das outras linhagens também foi confirmada a
identificacdo como S. europaeiscabiei, devido aos altos valores de bootstrap no
agrupamento e a alta similaridade das sequéncias com a linhagem Tipo (Tabela 12 e Anexo
7).

Assim, apesar da variagdo apresentada no PCR-RFLP do gene atpD, os dados de
sequenciamento e as caracteristicas morfolégicas, patogé€nicas e a obtencdo de produto de
amplificacdo com os primers Scabl/Scabll indicaram que essas linhagens pertencem a

espécie S. europaeiscabiei.
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5.6.1.2 Grupo 4 (S. scabiei)

As linhagens IBSBF 2403, 2404 e 2405 foram classificadas como Grupo 4 (G4) e
apresentaram as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa espiral e esporo cinza (Tabela 7);

» Patogenicidade: muito virulentas em minitubérculos. N@o apresentaram sinal de
amplifica¢do para o gene de patogenicidade necl e a amplificacdo foi pouco intensa
para os genes da tomA e txtAB, diferentemente de S. scabiei e S. stelliscabiei (Tabela
10);

* Molecular: amplificacio com o par de primers especifico para S. scabiei e perfil
diferente nos experimentos de PCR-RFLP do gene atpD com a enzima Hae III, mas

idéntico a Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre com a enzima Cfo I (Tabela 12).

Na anélise do gene rpoB, as trés linhagens desse grupo agruparam com as espécies S.
scabiei e S. stelliscabiei (Anexo 3). Posteriormente foram analisadas sequéncias de outros
genes das linhagens 2404 e 2405. A linhagem 2405, na andlise dos genes rpoB/atpD/gyrB,
também agrupou com S. scabiei e S. stelliscabiei em 100% das repeticdes. A linhagem
2404 agrupou com a linhagem Tipo de S. scabiei na andlise com 4 genes
(rpoB/atpD/recA/trpB) apresentando alta similaridade (97,9%) e valores de agrupamento
confidveis (100% das repeti¢des de bootstrap) (Figura 18 e Anexo 9).

Devido a similaridade morfoldgica, as caracteristicas moleculares e ao agrupamento
filogenético, as linhagens do G4, foram identificadas como variantes patogénicas da

espécie S. scabiei.

5.6.2 Linhagens filogeneticamente proximas de S. scabiei, S. stelliscabiei e S.

europaceiscabiei (genomoespécies de S. scabiei)

5.6.2.1 Linhagem IBSBF 2229

Nas andlises de sequenciamento dos genes rpoB/atpD a linhagem IBSBF 2229
agrupou com as genomoespécies de S. scabiei em 74% das repeticdes de bootstrap, com
similaridade de 96 a 96,6% (Tabela 13 e Anexo 4). Comparando-se essa linhagem com as
outras de Streptomyces sp. utilizadas na constru¢do da drvore filogenética a maior
similaridade, de 96,8%, encontrada foi com uma linhagem do PD4 (IBSBF 2405), que

também apresentou alta similaridade com as genomoespécies de S. scabiei particularmente
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com S. scabiei e S. stelliscabiei (Anexo 10). A linhagem IBSBF 2229, no entanto,
apresentou morfologia de hifa flexuosa, ndo apresentou amplificacdo com primers
especificos para S. scabiei e o perfil de PCR-RFLP do gene afpD foi diferente dessas
genomoespécies (Tabelas 7 e 12). Nos testes de patogenicidade apresentou pouca viruléncia
em minitubérculos, amplificacdo intensa do gene necl e pouco intensa do gene tomA e
operon xtAB (Tabela 10). Com base nos resultados apresentados concluiu-se que a
linhagem IBSBF 2229 pode representar uma variante patogénica e morfoldgica das

genomoespécies de S. scabiei.
5.6.2.2 Linhagem IBSBF 2258

Na andlise filogenética dos genes rpoBlatpD/recA a linhagem IBSBF 2258 agrupou
com as genomoespécies de S. scabiei em 45% das repeticoes de bootstrap com
similaridades de 94,2 a 95,3% e com as linhagens do Grupo 10 em 70% das repeti¢des de
bootstrap (Tabela 13 e Anexo 5). Essa linhagem apresentou a mesma morfologia de hifa
espiral e esporo branco, porém, apesar de agrupar com as genomoespécies de S. scabiei, os
valores de similaridade foram baixos, menor que 95,3% (Tabelas 7 e 13). Além disso, nao
ocorreu amplificacdo com os primers especificos para S. scabiei (Tabela 12). Quanto a
patogenicidade, ndo apresentou o gene necl e mostrou-se pouco virulenta nos testes em
minitubérculos (Tabela 10).

Os resultados de caracterizacdo morfoldgica, patogénica e molecular indicaram que a
linhagem IBSBF 2258 pode representar uma nova espécie de Streptomyces associada a

sarna.
5.6.2.3 Grupo 9 (G9)

As cinco linhagens desse grupo (IBSBF 2823, 2863, 2867, 2942 e 2959)
apresentaram as seguintes caracteristicas em comum:
* Morfologia: hifa espiral e esporo creme e cinza (Tabela 7);
» Patogenicidade: muito virulentas em minitubérculos de batata. Apresentaram sinal de
amplificacdo intenso para os genes de patogenicidade necl, tomA e operon txtAB. O
DNA da linhagem IBSBF 2863 apresentou amplificac@o intensa apenas para os genes

relacionados a sintese da taxtomina e tomatinase, sem amplificagdo do gene necl

(Tabela 10);
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* Molecular: ndo apresentaram sinal de amplificacdo com o par de primers especifico
para S. scabiei e o perfil de PCR-RFLP do gene atpD foi semelhante aos das
linhagens do Grupo 4, identificadas como variantes patogénicas de S. scabiei (Tabela

12).

Na andlise filogenética do gene rpoB as linhagens IBSBF 2823 e IBSBF 2863
formaram um grupo em 100% das repeti¢des de bootstrap, com similaridade de 99,7%.
Nao agruparam com as linhagens Tipo mas ficaram muito proximas de S. scabiei, S.
stelliscabiei e S. europaeiscabiei (Anexos 3 e 7).

Na anélise dos genes recA/trpB/gyrB as linhagens IBSBF 2863 e IBSBF 2942
apresentaram 94,6% de similaridade e agruparam entre si em 100% das repeti¢cdes de
bootstrap. Além disso, agruparam em 96% das repeticoes com Ssc, Sst, Seu, Sre e Stu.
(Anexo 6). Na andlise dos genes rpoB/atpD/recA/trpB a linhagem IBSBF 2863 agrupou
com as genomoespécies de S. scabiei em 100% das repeti¢des (Figura 18), mas na andlise
dos genes rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB essa linhagem agrupou com Ssc, Sst, Seu, Sret e Sturg
em 88% das repeticdes (Figura 19). Entretanto, os maiores valores de similaridades foram
observados com as genomoespécies de S. scabiei (Tabela 13, Anexo 8).

Devido as semelhangas morfologica e patogénica; e ao agrupamento filogenético
essas linhagens foram consideradas uma nova espécie proxima das genomoespécies de S.

scabiei.
5.6.2.4 Grupo 10 (G10)

O grupo 10 ficou composto pelas linhagens IBSBF 2862, 2951, 2956 e 2957 que
apresentaram as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa flexuosa e esporo creme, cinza e branco (Tabela 7);

* Patogenicidade: de pouco a moderadamente virulentas nos testes em minitubérculos
Apresentaram amplificacdo, com bandas intensas, para o gene de patogenicidade
necl e pouco intensa para os genes fomA e txtAB. A linhagem IBSBF 2957
apresentou somente amplificacdo fraca do operon da txtAB (Tabela 10);

* Molecular: ndao ocorreu sinal de amplificacdo com o par de primers especificos para

S. scabiei e o perfil de PCR-RFLP do gene atpD mostrou-se idéntico a S. scabiei com
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a enzima Hae III, porém diferente com a enzima Cfo I (perfil semelhante a S.

europaeiscabiei) (Tabela 12).

Na andlise filogenética dos genes rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB as linhagens desse perfil
genético agruparam 100% nas repeti¢des de bootstrap e apresentaram similaridades de 97,1
a 97,9% entre si (Figura 19 e Anexo 8). Embora essas linhagens tenham apresentado alta
similaridade com as espécies S. scabiei e S. stelliscabiei (Tabela 13) elas ndo agruparam
com nenhuma linhagem Tipo.

A linhagem IBSBF 2941 agrupou com as linhagens do G10 em 100% das repeticdes
na andlise dos genes rpoB/trpB/gyrB com valores de similaridade de 91 a 93%. Além do
agrupamento filogenético, essa linhagem também apresentou caracteristicas patogénicas e
morfolégicas idénticas as linhagens desse grupo e mostrou-se muito virulenta nos testes em
minitubérculos (Tabelas 7 e 10).

As linhagens desse grupo apresentam morfologia de hifa flexuosa e ndo apresentaram
sinal de amplificacdo com primers especificos para S. scabiei, caracteristicas divergentes
em relacdo as genomoespécies de S. scabiei. Assim, apesar do agrupamento filogenético,

essas linhagens podem também ser variantes dessas genomoespécies.

As linhagens perfis genéticos diferentes (IBSBF 2229 e 2258) e dos grupos 9, 10 que
ficaram préximas filogeneticamente das genomoespécies de S. scabiei apresentaram
diferencas na morfologia, patogenicidade e/ou em caracteres moleculares, apesar do
agrupamento filogenético em diferentes analises. Além disso, ndo foi observado sinal de
amplificacdo com os primers Scabl/Scabll e essas apresentaram baixo valor de similaridade
de sequéncias com as linhagens Tipo das genomoespécies de S. scabiei, principalmente nas
andlises utilizando maior nimero de genes (Tabelas 12 e 13).

Esses dados indicaram que essas linhagens podem representar novas espécies de
Streptomyces associadas a sarna. Essa hipétese ficou reforcada pelo fato de que as
genomoespécies, mesmo constituindo espécies diferentes, apresentam similaridades entre si
maiores do que as que foram observadas com as linhagens de Streptomyces utilizadas nesse
estudo e filogeneticamente proximas. Na andlise dos genes rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB, por

exemplo, a similaridade entre Ssc, Sst e Seu foi de 94,8 a 97,4% entre si (Anexo 8). As

101



linhagens de Streptomyces utilizadas nesse estudo apresentaram valores de similaridades
ainda menores com essas genomoespécies, abaixo de 93,3%.
Tabela 13. Valores de similaridade de sequéncias de diferentes genes das linhagens de

Streptomyces sp. filogeneticamente proximas de S. scabiei, S. stelliscabiei e S.
europaeiscabiei.

Valores de similaridade de sequéncias
Grupo Genético IBSBF Genes sequenciados com as espécies
Ssc Seu Sst
Linhagens perfis 2229 rpoBlatpD 96% 96% 96,6%
e ) rpoBlatpD 95.3% 96,3% 96%
genéticos diferentes 2258

rpoB/atpD/recA 94.,2% 95,3% 94,9%
2823 rpoB 97,5% 97,8% 97,2%
rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB 92,1% 92,7% 92,6%
Grupo 9 2863 rpoBlatpD/recAlirpB 96,1% 96,5% 96,6%
2942 recA/trpB/gyrB 91,9% 92.9% 92,1%
2862 | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB 93,1% 93,3% 92,5%
Grupo 10 2951 | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB 93% 93,3% 92,6%
2957 | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB 91,6% 91,8% 91,2%
Hinhagem di)ggfgda 2941 rpoB/trpB/gyrB 90,6% 90% 91%

IBSBF: Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico, Brasil; Seu: S. europaeiscabiei; Ssc: S.
scabiei; Sst: S. stelliscabiei.

5.6.3 Linhagens filogeneticamente proximas de S. scabiei, S. stelliscabiei, S.

europaeciscabiei e S. acidiscabies
5.6.3.1 Grupo 2 (G2) e linhagens relacionadas

As linhagens IBSBF 2247, 2352 e 2390 foram classificadas como Grupo 2 (G2) com
base no perfil de PCR-RFLP do gene atpD. Essas trés linhagens apresentaram as seguintes
caracteristicas:

* Morfologia: hifa espiral e esporo cinza a branco (Tabela 7);

* Patogenicidade: de pouco a muito virulentas em minitubérculos; ndo apresentaram
sinal de amplificagdo para o gene de patogenicidade necl e a amplificagao foi pouco
intensa para os genes fomA e operon txtAB (Tabela 10);

* Molecular: ndo apresentaram sinal de amplificacdio com o par de primers
Scabl/Scabll e o perfil de PCR-RFLP do gene atpD foi diferente dos perfis das

linhagens Tipo com as enzimas utilizadas.
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Na andlise dos genes rpoB/atpD essas linhagens agruparam em 100% das repeti¢coes
de bootstrap e apresentaram alta similaridade entre si, de 98,1% entre 2390 e 2247; 99,5%
entre 2390 e 2352; e 98,2% entre 2247 e 2352 (Anexos 4 € 10).

Nas andlises das sequéncias dos diferentes genes, essas linhagens nao agruparam com
nenhuma linhagem Tipo de Streptomyces e apresentaram maiores valores de similaridade
com Ssc, Sst, Seu e Sac em comparagdo com as demais linhagens analisadas. Apesar de
mostrarem-se filogeneticamente relacionadas a essas espécies, os valores de similaridade
das linhagens do G2 foram inferiores a 95% e, além disso, esse grupo apresentou variagdes
nos resultados dos testes moleculares e de patogenicidade que ndo permitiram agrupa-lo
com nenhuma das espécies ja descritas (Tabela 14).

Em adi¢do, duas outras linhagens, IBSBF 2864 e 2970, agruparam em 99% das
repeticoes de bootstrap com IBSBF 2390, com valores de similaridades de 93,1 a 95,4% na
andlise de MLSA utilizando os cinco genes (Figura 19 e Anexo 8). No entanto, essas
linhagens apresentaram caracteristicas morfoldgicas e patogénicas diferentes das linhagens
do G2 com o qual ficaram agrupadas na arvore filogenética. A morfologia mostrou-se
diferente com hifas espirais e esporo de coloracdo cinza esverdeada, creme e verde (Tabela
7). J& com relacdo a patogenicidade ambas foram pouco patogénicas, sendo que IBSBF
2970 apresentou os trés genes de patogenicidade e 2864 apresentou somente o operon da
txtAB (Tabela 10).

Ainda, na andlise de multilocus utilizando os cinco genes, as linhagens do G2 e
IBSBF 2864 e 2970 apresentaram os maiores valores de similaridade de sequéncias com a
linhagem Tipo de S. acidiscabies, mas com valores também parecidos com outras linhagens
Tipo de Streptomyces utilizadas (Tabela 14).

Apesar do agrupamento dessas linhagens verificou-se diferencas morfoldgicas,
patogénicas e moleculares entre elas, bem como valores de similaridade considerados
baixos no sequenciamento de diferentes genes indicando que podem tratar-se de novas

espécies associadas a sarna.
5.6.3.2 Grupo 3 (G3) e linhagens relacionadas

O grupo 3 ficou composto apenas pela linhagem IBSBF 2395, no entanto, nas

diferentes andlises filogenéticas essa linhagem ficou filogeneticamente préxima de outras

oito linhagens IBSBF 2808, 2866, 2931, 2952, 2958, 2965, RS 19 e RS 23.
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A linhagem IBSBF 2395 apresentou as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa flexuosa e esporo cinza (Tabela 7);

* Patogenicidade: muito virulenta em minitubérculos e apresentou amplifica¢do intensa
dos trés genes de patogenicidade avaliados (Tabela 10);

* Molecular: apresentou sinal de amplificacio com o par de primers Scabl/Scabll e
apresentou perfil de PCR-RFLP do gene atpD semelhante ao das linhagens do Grupo
1 (8. europaeiscabiei) quando a enzima Hae III foi utilizada e perfil das linhagens

Ssc, Sst, Sac, Stu e Sre com a enzima Cfo I (Tabela 12).

De acordo com as caracteristicas patogénicas e moleculares (amplificagdo com
primers espécie-especificos para S. scabiei) a linhagem IBSBF 2395 apresentou
caracteristicas das genomoespécies de S. scabiei, no entanto, apresentou morfologia de hifa
flexuosa e perfil de PCR-RFLP do gene atpD diferente dessa espécie.

Com relagdo as oito linhagens relacionadas ao G3, somente a linhagem IBSBF 2965
apresentou a mesma morfologia que IBSBF 2395. As demais apresentaram hifas espirais
(2866, 2931, 2952, 2958, RS 19 e RS 23) e hifa espiral em tufo (IBSBF 2808) (Tabela 7).
Quanto a patogenicidade as linhagens IBSBF 2965 apresentaram amplificacdo dos trés
genes de patogenicidade avaliados; IBSBF 2866 apresentou a amplificacdo dos genes necl
e tomA; as linhagens IBSBF 2952 e 2958 nao apresentaram a amplificacdo do gene necl; e
as demais linhagens (IBSBF 2808, RS 19 e RS 23) apresentaram somente o gene
relacionado a sintese de tomatinase. Todas as linhagens, exceto RS 19, foram patogénicas
em minitubérculos mostrando-se pouco virulentas (IBSBF 2958 e RS 23), moderadamente
virulentas (2866, 2952 e 2965) ou muito virulentas (2808 e 2931) (Tabela 10).

Nas diferentes andlises de sequéncias realizadas essas linhagens apresentaram
similaridade com as espécies Ssc, Sst, Seu e Sac (Anexos 8 € 9).

Na andlise dos genes rpoBlatpD/recAltrpB, a linhagem 2395 agrupou em 100% das
repeti¢des (similaridade de 96,9%) com a linhagem 2965, que também apresentou alta
similaridade com as espécies Ssc, Sst, Seu e Sac (Figura 18, Tabela 14 e Anexo 9). Na
andlise com os cinco genes agrupou com outras linhagens (IBSBF 2808, 2931, 2952 e
2958), que também apresentaram similaridade com Ssc, Sst, Seu e Sac, em 92% das

repeti¢des (Figura 19, Tabela 14 e Anexo 8).
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Na anélise dos genes rpoBlatpD/recAltrpB a linhagem 2866 agrupou em 100% das
repeticoes de bootstrap com 2931 com valor de similaridade de 96,1% entre si (Figura 18 e
Anexo 9). Assim, pela proximidade filogenética e valores de similaridades com Ssc, Sst,
Seu e Sac, IBSBF 2866 foi inclusa no grupo de linhagens relacionadas ao grupo 3.

Na anélise do gene atpD as linhagens 2866, 2931, RS 19 e RS 23 ficaram agrupadas
em 93% das repeticdes de bootstrap com valores de similaridade de sequéncias de 95,8 a
98% entre si, sendo assim, RS 19 e RS 23 também foram inclusas nesse grupo.

Apesar do agrupamento dessas oito linhagens com a linhagem IBSBF 2395 verificou-
se diferencas morfoldgicas, patogénicas e moleculares entre elas, com diferentes perfis de
PCR-RFLP do gene atpD. Ainda apesar do agrupamento com as espécies Ssc, Sst, Seu e
Sac, os valores de similaridade com as linhagens Tipo foram muito baixos o que indicou

que também podem representar novas espécies (Tabela 14).
5.6.3.3 Grupo 5 (G5)

Nesse grupo foram incluidas dez linhagens IBSBF 2509, 2805, 2806, 2807, 2812,
2815, 2865, 2949, 2953 e 2955.

Essas linhagens apresentaram morfologia idéntica as genomoespécies de S scabiei,
mas ndo apresentaram amplificacdo com os primers especificos para essas espécies
(Tabelas 7 e 12). Com relagdo a patogenicidade, os resultados foram distintos para as
diferentes linhagens sendo que a linhagem 2509 mostrou-se pouco virulenta em
minitubérculos e nao apresentou sinal de amplificacdo do gene fomA; as demais linhagens
foram muito virulentas em minitubérculos, exceto 2955 que foi pouco virulenta. Dessas
IBSBF 2805, 2807 e 2815 apresentaram amplificacdo somente para o gene relacionado a
sintese da tomatinase; 2806 nenhuma amplificagdo dos genes avaliados; 2812 amplificacdo
somente para o operon txtAB; e 2865, 2949, 2953 e 2955 apresentaram amplificacdo do
gene tomA e do operon txtAB (Tabela 10).

Na andlise dos genes rpoB/atpD, sequenciados para os membros desse grupo, as
linhagens agruparam entre si em 96% das repeti¢des de bootstrap e com as genomoespécies
de S. scabiei em 42% das repeti¢des (Anexo 4).

Em todas as arvores filogenéticas construidas as linhagens do G5 ficaram agrupadas.
Em algumas andlises filogenéticas as linhagens ficaram agrupadas com genomoespécies de

S. scabiei (Figura 18), no entanto, na analise de multilocus com cinco genes elas agruparam
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com a espécie S. acidiscabies em 83% das repeticdes com similaridade de 91,7 a 93,3%
com essa linhagem Tipo. Nessa andlise, as linhagens desse grupo apresentaram
similaridades de 92,9 a 97,3% entre si (Figura 19 e Anexo 8).

Apesar do agrupamento com Ssc, Sst, Seu e principalmente com Sac os valores de
similaridade foram considerados baixos com essas espécies (Tabela 14), e sendo assim,

essas linhagens também podem representar uma nova espécie.
5.6.3.4 Grupo 7 (G7)

Esse grupo ficou formado pelas linhagens IBSBF 2394, 2503, 2507, 2968 e RS 8.
Quanto a morfologia essas linhagens apresentaram esporos de coloragdo cinza e hifas
espirais, com excecdo de IBSBF 2968 e RS 8 que apresentaram hifas espirais em tufos
(Tabela 7). Na patogenicidade, verificou-se uma grande variacdo nesse grupo com
linhagens que apresentaram amplificacdo para todos os genes (IBSBF 2503), somente o
gene necl (IBSBF 2968) e outras nenhum dos genes de patogenicidade (IBSBF 2394, 2507
e RS 8). Essas linhagens mostraram-se pouco virulentas nos testes em minitubérculos
(Tabela 10).

Na anélise do gene rpoB, as linhagens que foram sequenciadas (IBSBF 2394, 2503,
2507 e 2968) agruparam em 96% das repeticdes de bootstrap e ficaram proximas
filogeneticamente de S. ipomoeae (Anexo 3). No entanto, na andlise com outros genes essas
linhagens agruparam com outras espécies (Figuras 18 e 19 e Anexos 4, 5 € 6).

As linhagens 2503 e 2507 apresentaram o mesmo perfil de PCR-RFLP do gene atpD,
as mesmas caracteristicas morfolégicas e agruparam filogeneticamente na andlise do gene
rpoB, com 97,2% de similaridade entre si (Anexo 7).

As linhagens 2394, 2503 e 2968 agruparam em 100% das repeti¢cdes na andlise dos
genes rpoB/atpD. A similaridade entre as linhagens variou de 94,2 a 94,4% (Anexos 4 e
10). A linhagem RS 8 nao foi sequenciada, uma vez que apresentou as mesmas
caracteristicas de IBSBF 2968.

Os valores de similaridade com as linhagens Tipo mostraram-se baixos (abaixo de
90,4%) e os maiores valores de similaridade foram com as espécies Ssc, Sst, Seu e Sac
(Tabela 14). Esse grupo pode conter diferentes novas espécies de Streptomyces associada a

sarna da batata.
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Tabela 14. Valores de similaridade de sequéncias de diferentes genes das linhagens de
Streptomyces sp. filogeneticamente proximas de S. scabiei, S. stelliscabiei, S.
europaeiscabiei e S. acidiscabies.

IBSBF/ Valores de similaridade com as

Grupo Genético Cédigo Genes sequenciados espécies
Ssc Seu Sst Sac
2247 rpoB/atpD/recA 92.3% | 92,5% | 92,6% | 92,3%
2352 rpoB/atpD 94,3% | 94,9% | 95,1% | 94,3%
Grupo 2 (G2) 2390 rpoBlatpDlrecA 94% | 94,5% | 94,6% | 94,1%
rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,3% | 91,7% | 91,4% 92%
Linhagens agrupadas 2864 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,4% | 91,6% | 91,5% | 91,9%
com as do G2 2970 | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 90,8% 91% 91,2% | 91,8%
Grupo 3 (G3) 2395 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,4% | 91,4% | 91,6% | 91,5%

2808 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 89,4% | 90,2% | 89,8% | 90,7%
2866 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,5% | 91,2% | 91,7% | 91,1%
2931 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,1% | 91,3% | 91,2% | 91,1%
Linhagens agrupadas 2952 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,3% | 91,5% | 91,3% | 91,8%

com as do G3 2958 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 90,5% 91% 90,9% | 91,1%
2965 rpoB/atpD/recA/trpB 93,1% | 93,4% | 93,4% | 93,4%
RS 19 atpD 92,2% | 94,1% | 944% | 93,7%
RS 23 atpD 93,4% | 94,1% | 94,4% | 93,7%
2509 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 92,7% | 93,5% | 93,2% 93%
rpoB/atpD 94,4 95,9% 95,5 94,2
2805 rpoB/atpD 952% | 96,8% | 96,4% | 95,7%
2306 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,5% | 92,2% | 91,7% | 91,7%
rpoB/atpD 93,4% | 94,8% | 94,4% | 93,4%
2807 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 91,1% | 91,2% | 91,6% | 92,1%
Grupo 5 (G5) rpoB/atpD 96% 96,8% 97% 96,5%
2815 rpoB/atpD 88% 89,6% | 88,9% | 88,1%
2865 rpoB/atpD/recA/trpB 91,5% | 91,3% | 91,8% | 90,9%
rpoB/atpD 95.8% | 96,4% | 96,6% | 96,1%
2949 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 93,3% | 93,8% | 93,4% | 93,3%
rpoB/atpD 943% | 95,7% | 952% | 94,4%
2953 rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 92,9% | 93,2% | 93,1% 93%
rpoB/atpD 95,7% | 96,8% | 96,8% | 95,7%
2394 rpoB/atpD 88,8% | 88,8% | 89,4% | 88,9%
2503 rpoB/atpD 90,8% | 90,5% | 91,2% | 90,7%
Grupo 7 (G7) rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 87,5% | 87,5% | 87,8% | 87,3%
2507 rpoB 93% 91,8% 93% 92,9%
2968 rpoB/atpD 92% 92% 92,5% | 92,2%
rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 90,4% | 90,7% | 90,5% | 90,5%
RS 17 rpoB/atpD 91,2% | 91,6% | 91,.8% | 91,4%
Grupo 8 (G8) RS 18 atpD 92,6% | 93,4% | 93,5% 92%
RS 21 rpoB/atpD 91,1% | 91,6% | 91.8% | 91,2%

IBSBF: Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Brasil; Sac: S. acidiscabies; Seu: S.
europaeiscabiei; Ssc: S. scabiei; Sst: S. stelliscabiei.
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5.6.3.5 Grupo 8 (G8)

As linhagens RS 17, RS 18 e RS 21 compuseram o grupo 8. Essas linhagens
apresentaram morfologia de hifas espirais e esporos brancos, caracteristicas semelhantes as
espécies Ssc, Sst e Seu (Tabela 7). No entanto, nao ocorreu amplificagdo com primers
especificos para essas espécies (Tabela 12). Além disso, para essas linhagens foi observada
a amplificagdo somente do gene tomA e pouca viruléncia nos testes em minitubérculos,
exceto para RS 18, que ndo mostrou-se patogénica (Tabela 10).

Na andlise dos genes rpoB/atpD, as linhagens RS 17 e RS 21 agruparam em 100%
das repeticdes com similaridade de 97% e ndo agruparam com nenhuma linhagem Tipo.
Apresentaram valores de similaridade considerados baixos, menores que 91,8%, com as
espécies S. scabiei, S. stelliscabiei, S. europaeiscabiei e S. acidiscabies (Tabela 14 e

Anexos 4 e 10). O grupo 8 também foi considerado como possivel nova espécie.

5.6.4 Linhagens filogeneticamente proéximas de S. scabiei, S. stelliscabiei, S.

europaeiscabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies e S. reticuliscabiei
5.6.4.1 Grupo 6 (G6)

As quatro linhagens, IBSBF 2520, 2521, 2522 e 2524 foram incluidas no grupo 6 e
apresentaram as seguintes caracteristicas:

* Morfologia: hifa espiral e esporo branco a cinza (Tabela 7);

* Patogenicidade: em minitubérculos mostraram-se de pouco a muito virulentas.
Apresentaram sinal de amplificacdo pouco intenso para os genes de patogenicidade
necl, tomA e operon txtAB (Tabela 10);

* Molecular: apresentaram sinal de amplificagdo com o par de primers Scabl/Scabll,
mas nao amplificaram com primers especificos para S. turgidiscabies e S.
reticuliscabiei; e apresentaram perfil de PCR-RFLP do gene atpD idéntico a S.

scabiei com a enzima Hae 111, mas diferente com a enzima Cfo I (Tabela 12).

Na andlise do gene rpoB, as linhagens do G6 agruparam em 100% das repeticdes de
bootstrap com similaridade acima de 98% entre si. Além disso, juntamente com IBSBF
2932 formaram um grupo em 34% das repeticdes com as espécies S. turgidiscabies e S.

reticuliscabiei (Anexos 3 e 7).
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Nas andlises dos genes rpoB/atpD/recA/trpB, as linhagens 2520 e 2522 agruparam
com S. turgidiscabies e S. reticuliscabiei em 79% das repeticdes, mas também
apresentaram similaridade alta com outras espécies como Ssc, Sst, Seu e Sac. A linhagem
2932, que apresentou as mesmas caracteristicas morfoldgicas, patogénicas e moleculares de
SC 3B, também agrupou com essas linhagens em 85% das repeti¢cdes (Figura 18).

Na anélise de MLSA dos cinco genes, a linhagem IBSBF 2522 agrupou em 88% das
repeticoes com Ssc, Sst, Seu, Sre e Stu (Figura 19). Os valores de similaridade com essas
diferentes espécies foram semelhantes (Tabela 15 e Anexo 8).

As linhagens do G6 apresentaram morfologia e algumas caracteristicas moleculares
de genomoespécies de S. scabiei. No entanto, o agrupamento com as espécies S.
turgidiscabies e S. reticuliscabiei, na andlise do genes rpoB/atpD/recA/trpB, indicou que
sao diferentes, podendo representar novas espécies. Além disso, os valores de similaridades
com as diferentes espécies foram baixos (Tabela 15 e Anexo 9), principalmente quando um
numero maior de genes foi considerado na anélise filogenética.

Apesar da linhagem IBSBF 2932 agrupar com outras, esta apresentou caracteristicas
morfolégicas (hifa flexuosa e esporo marrom) e patogénicas (amplificagdo intensa do gene
necl) distintas (Tabelas 7 e 10). Além disso, os valores de similaridade com aquelas
linhagens foram baixos, inferiores a 90,8% o que indicou que constituem grupos de
espécies distintos (Anexo 9).

Assim, as linhagens do grupo 6 e as linhagens IBSBF 2932 e SC 3B foram
consideradas duas possiveis novas espécies de Streptomyces, visto que apresentam

diferencas entre si e com as principais linhagens Tipo de Streptomyces.

5.6.4.2 Linhagem IBSBF 2804

A linhagem IBSBF 2804 apresentou morfologia de hifa em espiral e esporos de cor
cinza, caracteristica de S. scabiei, mas ndo apresentou sinal de amplificacdo com os primers
especificos para essa espécie € nem com os primers especificos para Stu e Sre (Tabelas 7 e
12). Mostrou-se muito virulenta em minitubérculos e nao apresentou amplificacdo do gene
associado a sintese de taxtomina (Tabela 10). Por essas diferencas pode representar uma

nova espécie associada a sarna.
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Na andlise de MLSA de cinco genes, a linhagem IBSBF 2804 ndo agrupou com
nenhuma linhagem Tipo e apresentou valores de similaridade inferiores a 90,5% com as
espécies Ssc, Sst, Seu, Sac, Sre e Stu (Figura 19, Tabela 15 e Anexo 8).

Tabela 15. Valores de similaridade de sequéncias de diferentes genes das linhagens de

Streptomyces sp. filogeneticamente proximas de S. scabiei, S. stelliscabiei, S.
europaeiscabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies e S. reticuliscabiei

Grupo IBSBF/ G . Valores de similaridade com as espécies
L L 1 enes sequenciados
Genético Cadigo Ssc Seu Sst Sre Stu Sac
2520 rpoB/atpD/recA/trpB 924% | 93% 93% |929% | 93% | 92,4%
2521 rpoB 92.5% | 91,8% | 92,9% | 929% | 93% | 94,2%
Grupo 6 (G6) | 2522B | rpoB/atpD/recA/trpB/gyrB | 88,6% | 89,4% | 89,1% | 88,8% | 88,9% | 88,2%
2524 rpoB/recA 92.7% | 93,1% | 93,2% | 92,5% | 92,7% | 92,8%
2932 rpoB/atpD/recA/trpB 89,6 90% | 90,7% | 90% | 90,1% | 90,2%
Linhagem
gflfétfilio 2804 | rpoBlatpD/recAltrpB/ayrB | 90,5% | 90.4% | 91% | 89.8% | 89,9% | 90,1%
diferente

IBSBF: Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico; Sac: S. acidiscabies; Seu: S.
europaeiscabiei; Sre: S. reticuliscabiei; Ssc: S. scabiei;, Sst. S. stelliscabiei; Stu: S. turgidiscabies.

5.6.5 Linhagem filogeneticamente proxima de S. ipomoeae

A linhagem IBSBF 2019 apresentou muitas caracteristicas divergentes das linhagens
Tipo analisadas com hifas flexuosas e esporos com coloracdo de cinza a creme;
amplificacdo pouco intensa dos trés genes de patogenicidade avaliados; e amplificagdao
positiva com primers especificos para S. scabiei, o que ndo ocorreu em outras linhagens
pertencentes a espécie S. ipomoeae (Tabelas 7, 10 e 12).

Essa linhagem apresentou perfil de PCR-RFLP do gene atpD diferente das linhagens
Tipo de Streptomyces associadas a sarna da batata, no entanto, em todas as andlises de
sequenciamento essa linhagem agrupou com a espécie Tipo de S. ipomoeae. Na andlise
combinada dos genes rpoB/atpD/gyrB/trpB essa linhagem agrupou com S. ipomoeae em
82% das repeticoes com valores de similaridade de 79,4% (Figura 18 e Anexo 9).

De acordo com esses resultados essa linhagem também pode representar uma nova

espécie causadora da sarna da batata, relacionada com S. ipomoeae.
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5.6.6 Linhagens filogeneticamente distantes das linhagens Tipo de Streptomyces

Cinco linhagens, IBSBF 2343, 2344, 2435, SC18 e SC 23C, mostraram-se muito
distantes filogeneticamente das diferentes espécies de Streptomyces associadas a sarna.

As linhagens IBSBF 2343 e 2344 apresentaram morfologia de hifa flexuosa e esporo
de coloracdo cinza; mostraram-se pouco virulentas em minitubérculos e apresentaram
amplificacdo para os genes relacionados a sintese da tomatinase e taxtomina (Tabelas 7 e
10). Na anélise dos genes, rpoB/recA/trpB ficaram agrupadas em 100% das repeticdes com
valores de similaridade de 98,3%. Nao agruparam com nenhuma linhagem Tipo e
apresentaram valores de similaridade bem préximos para as diferentes espécies. O maior
valor de similaridade foi com S. scabiei 81,4% para a linhagem 2343 e 82,7% para a
linhagem 2344 (Figura 20 e Anexo 11).

As linhagens IBSBF 2435, SC 18 e SC 23C apresentaram morfologias distintas,
sendo que, IBSBF 2435 apresentou hifas espirais e esporo branco; SC 18 hifas espirais em
tufo e esporo branco; e SC 23C hifas flexuosas e esporo bege. Quanto a patogenicidade
IBSBF 2435 mostrou-se muito virulenta em minitubérculos e apresentou somente o gene
relacionado a sintese da tomatinase; SC 18 mostrou-se moderadamente virulenta em
minitubérculos apresentando amplificagdo somente para gene relacionado a sintese da
taxtomina; e SC 23C foi pouco virulenta em minitubérculos e a amplificacio do gene de
patogenicidade necl nao foi observada para essa linhagem.

As linhagens IBSBF 2435, SC18 e SC 23C agruparam em todas as arvores
filogenéticas construidas. Nas andlises de cinco, quatro e de cada um dos genes
separadamente esse grupo foi formado com altos valores de bootstrap (Figuras 18 e 19). Na
andlise de MLSA, utilizando cinco genes, a linhagem 2435 apresentou valores de
similaridade de 85,9 a 86,8% com as linhagens Tipo de Streptomyces; SC18 apresentou
valores de 88,1 a 88,3% com as espécies Sca, Sse, Slu e Spu; e SC23C apresentou valor de
88,2% com S. sampsonii (Anexo 8).

Essas linhagens apresentaram perfis diferenciados no PCR-RFLP do gene atpD, nio
apresentaram sinal de amplificacdo com primers especificos para S. scabiei e apresentaram
baixos valores de similaridade com as principais linhagens Tipo de Streptomyces na anélise
de MLSA com cinco genes (Tabela 12 e Anexo 8), podendo também representar diferentes

novas espécies de Streptomyces associada a sarna.
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Figura 20. Arvore filogenética construida a
partir das sequéncias concatenadas dos genes
rpoB, recA e trpB das linhagens de
Streptomyces spp., causadoras de sarna da
batata, utilizando-se o método Neighbor-
joining. A sequéncia de Mycobacterium
tuberculosis foi utilizada como grupo externo.
Os nimeros em cada um dos ramos s3o as
porcentagens de ocorréncia dos grupamentos
com base em andlises de bootstrap de 1000
repeticoes. A barra indica 2% de diferenca nas
sequéncias.
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5.6.7 Outras linhagens com perfis genéticos diferentes

A linhagem IBSBF 2006, obtida de lesdo de batata oriunda do Chile, apresentou
caracteristicas morfolégicas de hifa flexuosa, com esporo de cor branca a amarela.
Mostrou-se pouco virulenta em minitubérculos e ndo apresentou amplificacdo para os genes
de patogenicidade avaliados. Essa linhagem ndo apresentou amplificagdo com primers
especificos para S. scabiei e o perfil de PCR-RFLP com a enzima Cfol foi idéntico ao da
espécie S. caviscabies. As caracteristicas morfoldgicas, patogénicas e moleculares
indicaram tratar-se de uma linhagem relacionada a espécie Sca/Sse (Tabelas 7, 10 e 12).

A linhagem SC 10 apresentou maior similaridade com S. acidiscabies na andlise
filogenética utilizando o gene rpoB (Tabela 12), no entanto, ndo ficou agrupada com
nenhuma linhagem Tipo de Streptomyces associada a sarna (Anexo 3). Essa linhagem
apresentou morfologia diferenciada, com hifa espiral organizada em tufo e esporo de cor
marrom a cinza. Mostrou-se pouco virulenta apresentando e apresentou sinal de
amplificacdo somente para o gene relacionado a sintese da taxtomina (Tabelas 7 e 10).

As linhagens IBSBF 2229 e 2258 foram agrupadas com genomoespécies de S. scabiei
(itens 5.6.2.1 e 5.6.2.2, respectivamente) e IBSBF 2804 com diferentes linhagens Tipo de
Streptomyces (item 5.6.4.2).

5.6.8 Linhagens com perfis genéticos diferentes nao patogénicas em minitubérculos

As linhagens IBSBF 2467, SC 2B, SC 12 e SC 15 ndo apresentaram morfologia
diferenciada das espécies associadas a sarna (Tabela 7). Essas linhagens apresentaram
perfis de PCR-RFLP do gene atpD diferentes das linhagens Tipo de Streptomyces e ndo
foram patogénicas nos testes de patogenicidade em minitubérculos, entretanto, foi
observada amplificacdo de alguns dos genes de patogenicidade como os associados a
sintese de tomatinase e de taxtomina. As linhagens 2467 e SC 12 ndo apresentaram o gene
necl e a amplificagdo dos genes tomA e txtAB foi pouco intensa. Ja as linhagens SC 2B e
SC 15 apresentaram somente o gene da taxtomina (Tabelas 10 e 12). Assim, essas

linhagens também deverdo ser investigadas futuramente.
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6. Levantamento e distribuicao das linhagens de Streptomyces associadas
a sarna da batata no Brasil

Foi realizado o levantamento da ocorréncia e distribuicdo da sarna da batata nas
regides produtoras do Brasil utilizando os dados de procedéncia das amostras recebidas. As
165 linhagens nacionais foram obtidas a partir de material vegetal de diferentes regides
produtoras dos estados da Bahia, Goids, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e S@o Paulo, segundo a distribuicdo indicada na Figura 21. Nesse estudo, a
representatividade das linhagens provenientes dos quatro estados considerados os maiores
produtores do pais (Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul e Sao Paulo) foi considerada
alta, tanto no ndmero de linhagens (102) quanto em relacdo ao ndmero de regides

produtoras amostradas (29 cidades).

Sao Paulo (39): Itapetininga (13), Vargem Grande do
Sul (10), Indaiatuba (3), Campinas (2), Casa Branca (2),
AP Paranapanema (2), Sdo Miguel Arcanjo (2), Tambad (2),
Capdo Bonito (1), Itapeva (1) e Piedade (1).
AM MA CE RN Santa Catarina (34): Itaiépolis (10), Canoinhas (9),
PB Irinedpolis (9), Agua Doce (3) e Papanduva (3)
AL s Al Rio Grande do Sul (27): Ibiraiaras (17), Sdo Francisco
T Ba S o pauna(10),
Minas Gerais (20): Pocos de Caldas (4), Santa Juliana
MO ; : (3), Uberaba (3), Bueno Branddo (2), Ipuiuna (2), Vicosa
SP V (2), Araxa (1), Nova Resende (1), Perdizes (1) e Sdo
” Gotardo (1).
= 8¢ Parana (16): Guarapuava (5), Tapira (3), Sao Mateus do
f RS y Sul (3), Quitandinha (2), Castro (2) e Pinhdo (1).
Bahia (15): Ibicoara (9) e Mucuggé (6).
Goias (12): Cristalina (12).

Procedéncia desconhecida (2).

Figura 21. Distribui¢do da sarna da batata em regides produtoras de diferentes estados de acordo
com a procedéncia das amostras recebidas no Laboratério de Bacteriologia Vegetal.

As cultivares de batata mais plantadas no Brasil sdo importadas, sendo elas Agata,
Monalisa, Asterix, Atlantic, Cupido e Mondial. A cultivar mais plantada € a Agata, sendo
muito produtiva, mas suscetivel a doencas (IBGE, 2010). Com relagdo as cultivares de

batata infectadas por Streptomyces, Agata, Cupido e Asterix foram as mais acometidas pela
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sarna, sendo que das amostras recebidas 41,6% foram Agata, 19,7% Cupido e 15,2%
Asterix. Outras variedades como Atlantic (4,5%), Monalisa (4,5%), Markies (3,4%) e
Mondial (2,8%) também apresentaram os sintomas de sarna, porém representaram uma
parcela menor das amostras recebidas. Do material vegetal importado, as linhagens de
Streptomyces foram isoladas das variedades Baraka, Caesar, Carreira, Eden e Vivaldi.

A ocorréncia da doenca predominantemente em algumas cultivares pode estar
associada a sua suscetibilidade a linhagens de Streptomyces. Nesse estudo, a maior parte
das amostras de batata recebidas foram das cultivares Agata, Cupido e Asterix, indicando
que sdao muito suscetiveis. Essa suscetibilidade também foi demonstrada no estudo
realizado por Fischer e colaboradores (2006), que verificou que essas trés cultivares foram
mais suscetiveis a sarna da batata quando comparadas a outras também utilizadas para
plantio no Brasil.

Ap6s a identificagdo das espécies foi possivel verificar a distribui¢do das diferentes
espécies de Streptomyces em regides produtoras de batata do pais (Tabela 16). A espécie S.
scabiei foi a mais abundante (32% das linhagens) e mais amplamente distribuida no pais,
uma vez que foi detectada em tubérculos de batata de todas as regides produtoras
amostradas. Das 12 linhagens da espécie S. europaeiscabiei, 11 foram isoladas de batatas
oriundas da Holanda e uma de Itapetininga (SP). Estudos realizados por Flores-Gonzélez e
colaboradores (2008) mostraram que S. europaeiscabiei estd amplamente distribuida na
Europa, sendo a principal espécie causadora da sarna comum, corroborando com o0s
resultados de identificacdo do presente estudo, uma vez que as 11 linhagens isoladas eram
de material vegetal proveniente da Holanda. Os resultados também revelaram a ocorréncia
de S. europaeiscabiei no pais, porém essa espécie esteve restrita ao estado de Sao Paulo.

As treze linhagens de S. caviscabies foram isoladas de tubérculos de batata
provenientes de diferentes estados produtores do pais (BA, GO, SP, MG e RS), estando
amplamente distribuida apesar de menos abundante (7,3%). Nas andlises filogenéticas,
linhagens dessa espécie, isoladas de diferentes estados, apresentaram similaridades muito
altas entre si e agruparam em 100% das repeticdes de bootstrap (Anexos 4 e 10).

As duas linhagens da espécie S. sampsonii identificadas foram isoladas de batata de
regides produtoras do estado de Sdo Paulo. Essa espécie foi descrita como saprofita

comumente encontrada em lesdes de sarna (LORIA; LAMBERT, 1989a). No entanto, nesse
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estudo uma das linhagens dessa espécie apresentou os trés genes de patogenicidade
avaliados (IBSBF 2360) e a outra (IBSBF 2020), que apresentou somente o gene
tomA,mostrou-se virulenta em minitubérculos, indicando o potencial de patogenicidade
dessa espécie.

Vinte oito linhagens foram identificadas como S. ipomoeae, considerada, até o
momento, patdgeno de batata-doce. Essas linhagens foram isoladas de tubérculos de batata

dos estados PR, MG, RS, SC e SP, estando também amplamente distribuida nessas regioes.

Tabela 16. Distribui¢do das espécies de Streptomyces e dos grupos genéticos por estado
produtor de batata do Brasil

Linhagens
Procedéncia Espécies Grupos Genéticos per i.'is Total de
genéticos | linhagens
diferentes
S. ipomoeae (12), S. scabiei
~ (10), S. caviscabies (4), S. Grupo 2 (3), Grupo 6 (2) e
Sao Paulo sampsonii (2) e S. Grupo 3 (1) 4 39
europaeiscabiei (1)
Grupo 5 (5), Grupo 9 (5), Grupo
Santa .. . 10 (5), linhagens agrupadas com
Catarina S. scabiei (4) e S. ipomoeae (2) G3 (4). com G6 (2) e com G2 6 34
()
Linhagens agrupadas com G3
Rio Grande S. scabiei (7), S. ipomoeae (2) (4), Grupo 5 (4), Grupo 6 (2), 1 27
do Sul e S. caviscabies (1) Grupo 7 (2), Grupo 8 (3) e
linhagens agrupadas com G2 (1)
. . S. scabiei (10), S. caviscabies
Minas Gerais (2) ¢ S. ipomoeae (3) Grupo 4 (3) 2 20
Parana S. scabiei (8) e S. ipomoeae (8) - 0 16
Bahia S. scabiei (12)(;3)5. caviscabies Grupo 7 (2) 0 15
S. scabiei (5), S. caviscabies
Goias e Grupo 7 (1) 0 12
Agrupada com S. ipomoeae (1)
Desconhecida | S. scabiei (1) e S. ipomoeae (1) - 0 2
Chile Agrupada com S. c‘qwscabzes e i 0 1
S. setonii
Franga - Grupo 5 (1) 0 1
Holanda S. europaceiscabiei (11) - 0 11

Os demais grupos de linhagens com perfis genéticos diferenciados foram obtidos de
diferentes estados. Alguns grupos ocorreram somente em um estado produtor como o
Grupo 4 em Minas Gerais, Grupo 8 no Rio Grande do Sul, Grupos 9 e 10 em Santa
Catarina. Outros grupos de linhagens foram encontrados em diferentes estados produtores

como Grupo 2 e linhagens a ele relacionadas (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao
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Paulo), Grupo 3 e linhagens a ele relacionadas (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao
Paulo), Grupo 5 (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Franca), Grupo 6 e linhagens a
relacionadas (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo) e Grupo 7 (Bahia, Goiés e
Rio Grande do Sul) (Tabela 16).

As linhagens com perfis genéticos diferentes, que ficaram isoladas nos agrupamentos
filogenéticos, foram obtidas a partir de batata dos estados de Minas Gerais, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo.

As cultivares Agata, Cupido e Asterix foram suscetiveis as diferentes espécies como
S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. caviscabies e S. ipomoeae. A cultivar Monalisa foi
suscetivel a S. scabiei e S. sampsonii e as cultivares Mondial e Atlantic suscetiveis a S.
scabiei, S. caviscabies e S. ipomoeae. Algumas espécies como S. scabiei, S. caviscabies € S.
sampsonii foram isoladas de beterraba, que também é uma cultura afetada por espécies de
Streptomyces.

As linhagens que apresentaram caracteristicas genéticas diferenciadas separadas em
grupos e perfis causaram a doenga em diferentes cultivares de batata, principalmente as

cultivares Agata, Asterix e Cupido, consideradas mais suscetiveis.
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DISCUSSAO



A sarna comum vem se tornando uma doenga de suma importancia na producdo de
batata no Brasil (ABBA, comunicagdo pessoal), no entanto estudos voltados para o manejo
da doencga e, principalmente, para o conhecimento das espécies patogé€nicas que aqui
ocorrem S30 escassos.

Segundo Loria, Kers e Joshi (2006) a primeira etapa para o desenvolvimento de
estratégias de manejo da sarna deve ser o levantamento das espécies patogé€nicas presentes
nas regioes produtoras de batata. A grande quantidade de estudos relacionados a sarna que
vem sendo realizados no mundo € indicativa da importancia dessa doenga que prejudica a
producdo de batata em diferentes paises.

Estudos recentes de deteccdo e caracterizagdo de linhagens de Streptomyces
associadas a sarna da batata vém sendo realizados em diferentes paises como Alemanha,
Espanha, Fran¢a, Holanda e Reino Unido (FLORES—GONZALEZ; VELASCO; MONTES,
2008), Canada (ST-ONGE et al., 2008), Estados Unidos (WANNER, 2006), Coréia (SONG
et al., 2004), Finlandia (LINDHOLM et al., 1997; KREUZE et al., 1999). Ainda, estudos de
levantamento de espécies de Streptomyces possibilitaram a descricdo de S. acidiscabies
causando a sarna na China (ZHAO; YU; LIU, 2010) e S. turgidiscabies e S. acidiscabies no
Reino Unido (THWAITES et al., 2010).

Assim, o levantamento da ocorréncia e distribuicdo dessa doenga a partir do
isolamento de linhagens de diferentes regides produtoras do pais e a caracterizacdo e
identificacdo dessas no presente estudo foram passos iniciais e essenciais para o melhor
conhecimento da doenga no Brasil.

Nesse estudo, as linhagens de Streptomyces sp. foram caracterizadas com base em
andlises morfoldgicas, patogé€nicas e moleculares. Inicialmente, a Cole¢do de Culturas
IBSBF possuia em seu acervo um nimero reduzido de isolados da regido Sul. O isolamento
de novas linhagens de Streptomyces e a incorporacao dessas na Colecao IBSBF aumentou a
representatividade da Cole¢do com relacdo a diversidade de Streptomyces encontrada no
Brasil. O estabelecimento de uma Colecdo de linhagens oriundas das principais regioes
produtoras de batata do pais contribuird enormemente para estudos futuros relacionados a
sarna da batata no Brasil.

Na caracterizagdo morfolégica das linhagens de Streptomyces desse estudo foram

encontrados diferentes tipos de morfologia de hifas e coloracdo de esporos, indicando a
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possivel ocorréncia de diversas espécies de Streptomyces em nosso pais, visto que, o
formato da cadeia de esporos e a coloracdo s@o caracteristicas taxondmicas importantes que
podem ser utilizadas na diferencia¢do de espécies (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). Além
disso, algumas linhagens que ndao puderam ser identificadas ainda apresentaram morfologia
de hifas espirais organizadas em tufos, caracteristica essa, ndo descrita nas principais
espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata.

A caracterizagdo morfoldgica foi muito importante no processo de identificacdo de
espécies de Streptomyces e vem sendo utilizada em todos os estudos de caracterizagdo de
linhagens em diferentes paises. Apesar disso, diferentes espécies de Streptomyces
compartilham algumas caracteristicas morfoldgicas, havendo a necessidade da utilizagdo de
outras caracteristicas em associac¢ao a essa andlise para a identificacao de linhagens.

Na caracterizagdo patogénica foram utilizados marcadores moleculares da ilha de
patogenicidade de Streptomyces, os genes necl, tomA e operon txtAB e a presenca desses
marcadores foi correlacionada com a patogenicidade das linhagens. A andlise da ocorréncia
desses genes foi utilizada em diferentes estudos, principalmente do gene necl e de genes
relacionado a sintese de taxtomina genes txtA, txtB e o operon txtAB para confirmacdo da
patogenicidade das linhagens (PARK et al., 2003b; BOUCHEK-MECHICHE et al., 2006;
CULLEN; LEES, 2007, QU; WANNER; CHRIST, 2008). Outro estudo, no entanto,
utilizou os trés genes marcadores de patogenicidade (WANNER, 2006).

As linhagens avaliadas nesse estudo apresentaram varia¢cdes nas ilhas de
patogenicidade, com a presenca de amplificacio de todos os trés genes ou auséncia de um
ou mais genes. As grandes variagdes na ilha de patogenicidade das linhagens desse estudo
indicaram que pode haver grupos patogénicos distintos nas linhagens causadoras da sarna
no Brasil. Resultados semelhantes foram encontrados por Wanner (2006) que, analisando
linhagens de Streptomyces de campos de produgdo de batata dos Estados Unidos, verificou
que alguns isolados ndo possuiam um ou mais genes dessa ilha.

Segundo vérios estudos, o primeiro determinante da patogenicidade em Streptomyces
¢ a producdo de fitotoxinas denominadas taxtominas, principalmente da taxtomina A
(HEALY et al., 2000; WANNER, 2006). Assim, os genes txtA e txtB relacionados a sintese

de taxtomina A podem, entdo, ser considerados importantes marcadores de patogenicidade.

120



O operon #xtAB foi avaliado como marcador molecular de patogenicidade nesse
estudo, no entanto, nem sempre a patogenicidade pode ser correlacionada com a presenca
desse operon, uma vez que algumas linhagens consideradas patogénicas a batata nao
apresentaram amplificacdo desse gene. Outros estudos também reportaram linhagens de
Streptomyces que ndo produziram taxtomina A e ainda assim causaram lesdes em batata
(CONN et al., 1998; PARK et al, 2003b). Ainda, no presente estudo, algumas linhagens
nio patogénicas em minitubérculos apresentaram sinal fraco de amplificacdio do operon
txtAB. Estudo realizado por Conn e colaboradores (1998) também mostrou que algumas
linhagens de S. scabiei produtoras de taxtomina ndo causaram sintomas de sarna em testes
em casa de vegetacdo, devido a perda da patogenicidade, a pouca sobrevivéncia ou as
condi¢cdes ambientais inadequadas.

Assim, a producdo de taxtomina A por linhagens de Streptomyces patogé€nicas pode
ser considerada um fator de agressividade ou determinante secunddrio de patogenicidade,
visto que contribui para a severidade da doenca, mas ndo impede seu desenvolvimento na
auséncia dessa toxina. Outros compostos como toxinas do tipo concanamicinas, proteina
Necl, enzimas hidroliticas e outros mecanismos bioquimicos de ataque, ainda
desconhecidos, podem estar envolvidos no processo de patogenicidade na auséncia da
producdo da taxtomina (GARCIA, 2008).

Nesse estudo, uma parcela das linhagens mostrou-se patogénica, apresentando o
operon txtAB e auséncia de amplificacdo do gene necl. Existe uma forte correlacdo entre a
producdo da taxtomina A e a presenca do gene necl/ em algumas linhagens patogénicas
como S. scabiei, S. acidiscabies e S. turgidiscabies (BUKHALID; LORIA, 1997;
BUKHALID; CHUNG; LORIA., 1998). No entanto, a proteina Necl ndo € requerida para a
producdo de taxtomina e, portanto, esses compostos representam fatores de viruléncia
independentes (KERS et al., 2005).

Em outros estudos foram encontradas linhagens patogénicas, produtoras de taxtomina
A e com auséncia do gene necl/ (BUKHALID; CHUNG; LORIA., 1998; KREUZE et al.,
1999). Porém todas as linhagens nao patogénicas ndo apresentaram esse gene (CULLEN;
LEES, 2007). A auséncia do gene necl pode ocorrer devido a perda desse fator de

viruléncia ou a presenca de fatores de viruléncia diferentes (CULLEN; LEES, 2007).
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Nesse estudo, no caso da auséncia dos genes marcadores de patogenicidade (necl,
tomA e operon txtAB), a confirmacdo da patogenicidade por meio de testes em
minitubérculos de batata foi fundamental, contrariando Cullen e Lees (2007) que
propuseram a utilizacdo da avaliagdo apenas do gene nec/ como um marcador molecular
para detectar linhagens de Streptomyces patogénicas, em substituicio aos testes de
patogenicidade em tubérculos de batata, que demandam mais tempo.

Em testes moleculares diferentes marcadores e ferramentas podem ser utilizados para
a diferenciacdo de linhagens de Streptomyces. Primers especificos para diferentes espécies
de Streptomyces podem auxiliar no processo de identificacdo de linhagens e foram
utilizados em estudos de levantamento de espécies de Streptomyces presentes em diferentes
paises (LEHTONEN; RANTALA; KREUZE, 2004; WANNER, 2006). No entanto, no
presente estudo, a especificidade desses primers nao possibilitou a separacdo de linhagens
mais proximas filogeneticamente. Os primers utilizados nesse estudo foram desenhados
com base em sequéncias do gene 16S RNAr, gene com regides pouco varidveis em
diferentes espécies de Streptomyces. Seria interessante a utilizacdo de sequéncias de genes
como atpD, recA, rpoB, trpB e gyrB para o desenho de novos primers espécie-especificos
que tivessem uma especificidade maior.

Nesse estudo, a andlise de PCR-RFLP do gene afpD foi utilizada como ferramenta
para diferenciacdo de linhagens de Streptomyces e mostrou-se eficiente separando as
principais espécies associadas a sarna da batata. O uso dessa ferramenta pode facilitar o
processo de identificacdo de linhagens de Streptomyces por meio de um experimento de
facil realizacdo, reprodutivel e barato. Além disso, essa ferramenta permite a selecdo de
linhagens que podem representar novas espécies de Streptomyces associadas a sarna.
Ainda, a técnica de PCR-RFLP do gene atpD pode ser considerada uma nova ferramenta
molecular que permite otimizar o processo de identificacdo de linhagens de Streptomyces e
que pode auxiliar a comunidade cientifica em trabalhos futuros de identificacdo dessas
bactérias.

A andlise de multilocus com as sequéncias dos genes atpD, recA, rpoB, trpB e gyrB
das linhagens Tipo de Streptomyces possibilitou elucidar as relagdes filogenéticas das
principais espécies associadas a sarna, permitindo a diferenciacio até mesmo de linhagens

muito proximas geneticamente (genomoespécies). Essa andlise permitiu a confirmacao da
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identificacdo das linhagens por PCR-RFLP do gene atpD e, ainda, o agrupamento de
linhagens em diversos grupos com perfis genéticos diferentes, que podem representar novas
espécies de Streptomyces e que devem ser investigados em estudos futuros.

Cabe ressaltar que a maioria dos estudos taxondmicos de linhagens de Streptomyces
associadas a sarna utilizou apenas um gene nas andlises filogenéticas, como sequéncias do
gene 16S RNAr (KREUZE et al., 1999; PARK et al., 2003; LEHTONEN; RANTALA;
KREUZE, 2004; SONG et al., 2004) e do gene rpoB (MUN et al., 2007). Destaca-se que a
utilizacdo da andlise de multilocus para as diferentes espécies de Streptomyces associadas a
sarna da batata, conduzida no presente trabalho, € inédita.

A andlise das caracteristicas morfoldogicas, patogé€nicas e moleculares permitiu a
identificacdo de 112 das 178 linhagens (165 nacionais e 13 de material vegetal importado)
distribuidas em cinco espécies de Streptomyces que ja foram descritas e relatadas em outros
paises. Sdo elas, S. scabiei, S. caviscabies, S europaeiscabiei, S. sampsonii e S. ipomoeae.
Essa ultima espécie havia sido relatada como causadora de sarna somente em batata-doce,
no entanto, este trabalho revelou que a mesma pode ser agente causal da sarna em batata.
As 66 linhagens restantes mostraram-se diferentes das espécies de Streptomyces ja descritas
e podem representar novas espécies associadas a sarna da batata no Brasil.

Em estudos realizados em diferentes paises também foram encontradas linhagens que
diferiram das espécies de Streptomyces comumente associadas a sarna da batata. Nesses
estudos foram descritos grupos de linhagens adaptadas as condi¢des especificas,
dependendo da localidade e que poderiam representar novas espécies de Streptomyces
(LINDHOLM et al., 1997, WANNER, 2006). A evolucio de estreptomicetos bem
adaptados as novas condi¢cdes ambientais é esperada, considerando a possibilidade de
transferéncia horizontal da ilha de patogenicidade que pode conter diferentes genes. Além
disso, diferencas ambientais, entre elas as climaticas, podem determinar a ocorréncia ou
predominancia de diferentes perfis de Streptomyces causadores da sarna (WANNER,
2007).

Os resultados do presente trabalho, assim como de outros realizados nos Estados
Unidos (LAMBERT; LORIA, 1989b; WANNER, 2006), Europa (FLORES-GONZALEZ;
VELASCO; MONTES, 2008; BOUCHEK-MECHICHE, 2000; KREUZE et al., 1999) e
Coréia (SONG et al., 2004), sugerem que ha diferencas no perfil de linhagens de

123



Streptomyces causadoras da sarna em diferentes partes do mundo. No Brasil, houve
predominancia de S. scabiei (57 linhagens) em relacdo as genomoespécies S.
europaeiscabiei (uma linhagem) e S. stelliscabiei, que ndo foi detectada. Estudos realizados
na Europa indicaram predominancia de S. europaeiscabiei sobre as demais (FLORES-
GONZALEZ; VELASCO; MONTES, 2008).

Ainda, a espécie S. acidiscabies presente na Coréia, China, Estados Unidos, Japao e
Reino Unido (LAMBERT; LORIA, 1989b; TOTH et al., 2001; SONG et al., 2004;
THAWAITES et al., 2010; ZHAO; YU; LIU, 2010) nao foi detectada no presente estudo,
embora Fischer e colaboradores (2006) tenham relatado a ocorréncia dessa espécie no
Brasil. Também ndo foram encontradas linhagens pertencentes a espécie S. turgidiscabies,
descrita em outros paises como Coréia, Finlandia e Reino Unido (KREUZE et al., 1999;
LINDHOLM et al., 1997; SONG et al., 2004; THAWAITES et al., 2010).

No estudo de levantamento e distribuicdo das linhagens de diferentes regides
produtoras do Brasil, a espécie S. scabiei foi a mais abundante e amplamente distribuida no
pais, como observado em outros estudos. As espécies S. caviscabies e S. ipomoeae também
se mostraram amplamente distribuidas e S. europaeiscabiei e S. sampsonii foram restritas
as regides produtoras de Sdo Paulo. Os demais grupos de linhagens com perfis genéticos
diferenciados foram obtidos de diversos estados, entretanto, alguns grupos ficaram restritos
a um unico estado produtor.

As cultivares de batata recebidas para esse estudo foram acometidas por diferentes
espécies de Streptomyces ou grupos de linhagens com perfis diferentes, indicando assim,
que as cultivares utilizadas para o plantio no Brasil sdo suscetiveis as diferentes espécies e
grupos de linhagens identificados nesse trabalho.

O conhecimento das espécies patogénicas presentes no pais, como realizado no
presente estudo, pode fornecer subsidios para diversos outros estudos relacionados ao
manejo da doenca, envolvendo andlises da suscetibilidade de cultivares, programas de
melhoramento genético, além de estudos epidemioldgicos.

Em estudo de comportamento de variedades de batata em relagdo a sarna, foi
verificado que diferentes linhagens de Streptomyces causaram diferentes graus de
severidade da doenca, dependendo da cultivar utilizada (GARCIA, 2008). Assim, é de

extrema importancia a utilizacdo de diferentes linhagens para avaliar a reacdo de genotipos
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de batata, ja que a resisténcia pode ser alterada em funcdo da variabilidade genética do
patégeno. Nesse sentido, a identificacdo de linhagens que ocorrem nas regides produtoras
do pais torna-se imprescindivel ja que diferentes espécies de Streptomyces podem produzir
diferentes tipos de sintomas e afetar de forma distinta as cultivares de batata.

Nos programas de melhoramento genético poderdo ser desenvolvidas variedades que
apresentem resisténcia ou menor suscetibilidade as principais espécies de Streptomyces que
ocorrem nas regioes produtoras do pais. Ainda, o conhecimento das espécies presentes nas
areas produtoras, associado aos estudos de suscetibilidade de cultivares, também pode
permitir a indicacdo de variedades mais resistentes para plantio em regides produtoras ja
contaminadas com a bactéria, representando uma importante ferramenta no controle
integrado da doenca.

O levantamento de linhagens de Streptomyces que ocorrem no Brasil revelou também
a possivel presenca de novas espécies associadas a sarna. Segundo Lindholm e
colaboradores (1997), o controle da sarna da batata ainda permanece complexo,
principalmente devido a grande diversidade genética das espécies. Assim, o conhecimento
da ecologia de espécies locais poderd contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais

eficientes para o manejo dessa doencga.
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CONCLUSOES
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O isolamento de novas linhagens provenientes de regides produtoras de batata dos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, possibilitou o aumento da
representatividade de linhagens de Streptomyces associadas a sarna no acervo da
Colec¢ao de Culturas IBSBF;

A caracterizagdo morfoldgica das linhagens revelou a presenca de esporos de
coloragdo cinza, creme, branca, amarela, marrom, verde e laranja com variagcdes nas
tonalidades, bem como morfologia de hifas do tipo espiralada (63,5%), flexuosa
(26,4%), espiral aberto (7,3%) e espiral em tufo (2,8%);

Na caracterizagdo patogénica das 178 linhagens avaliadas, 94 (52,8%) apresentaram
amplificacdo dos genes de patogenicidade necl, tomA e operon txtAB, 70 (39,3%)
mostraram sinal positivo de amplificacdo para um ou mais genes e 14 (7,9%) ndo
apresentaram a amplificacdo de nenhum deles;

A auséncia dos genes necl, tomA e operon txtAB em linhagens de Streptomyces
patogénicas sugere que outras vias de patogenicidade podem estar envolvidas na
relagcdo patégeno-hospedeiro;

Nao foi observada correlacdo entre a presenca da amplificacdo dos genes de
patogenicidade necl, tomA e operon txtAB e o grau de severidade da doenca em
minitubérculos;

Os testes em minitubérculos de batata foram imprescindiveis para confirmacido da
patogenicidade das linhagens que ndo apresentaram sinal de amplificacdo dos genes
necl, tomA e operon txtAB, indicando que amplificacdo desses genes ndo pode ser
utilizada como tunica ferramenta para determinacao da patogenicidade de linhagens
de Streptomyces;

As andlises morfoldgicas e patogénicas ndo permitiram a diferenciacdo de todas as
espécies de Streptomyces, sendo fundamental a utilizacdo de caracterizagao molecular
nas andlises;

A utilizacdo dos primers espécie-especificos Scabl/Scabll e Turgl/Turgll auxiliou no
processo de identificacdo de Streptomyces sp., porém nao permitiu a distincdo de
linhagens consideradas genomoespécies;

A técnica de PCR-RFLP do gene atpD mostrou-se uma ferramenta bastante util para
a diferenciacdo de espécies de Streptomyces associadas a sarna da batata; para
identificacdo de linhagens de Streptomyces sp. e para a separagao das linhagens em
grupos e perfis genéticos distintos;
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* As andlises de multilocus envolvendo os genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB,
permitiram elucidar as relagdes filogenéticas entre as espécies Tipo de Streptomyces
associadas a sarna; identificar as espécies que atualmente ocorrem no pais; além de
evidenciar a presencga de possiveis novas espécies associadas a sarna da batata;

* A taxonomia polifdsica mostrou que das 178 linhagens analisadas, 57 (32%) foram
identificadas como pertencentes a S. scabiei, 28 linhagens (15,7%) a S. ipomoeae, 13
(7,3%) a S. caviscabies/S. setonii, 12 (6,72%) semelhantes a S. europaeiscabiei e
duas linhagens (1,1%) semelhantes a S. sampsonii e 66 (37%) apresentaram perfis
genéticos distintos e/ou caracteristicas morfoldgicas e patogénicas diferentes,
podendo representar novas espécies e/ou subespécies de Streptomyces em nosso pais;

e S. scabiei foi a espécie predominante e mais amplamente distribuida no pais, tendo
sido isolada de todas as regides produtoras de batata amostradas;

* A espécie S. sampsonii, considerada saproéfita, apresentou genes de patogenicidade
associados com a doenga, evidenciando seu potencial patogénico;

* A espécie S. ipomoeae, considerada de patogenicidade restrita a batata-doce, foi
detectada em diferentes regides produtoras do pais e se revelou também patogénica a
batata;

* As cultivares de batata utilizadas para plantio no pais mostraram-se suscetiveis as
diferentes espécies e aos grupos genéticos de Streptomyces encontrados no Brasil,
nao tendo sido verificada associacao entre a cultivar e o agente causal.
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Anexo 1

Graficos de producao de batata no Brasil

Area colhida (ha)

Ano | Area colhida (ha)
2000 151731
2001 153984
2002 161124
2003 151850
2004 142704
2005 142219
2006 140826
2007 147719
2008 144916
2009 140987
2010 142978
Ano | Producao (t)
2000 | 2606932
2001 | 2848664
2002 | 3126411
2003 | 3089016
2004 | 3047083
2005| 3130174
2006 | 3151721
2007 | 3550511
2008 | 3676938
2009 | 3434587
2010| 3643459
Ano | Rendimento (Kg/ha)
2000 17181
2001 18500
2002 19404
2003 20343
2004 21352
2005 22010
2006 22380
2007 24036
2008 25373
2009 24361
2010 25483
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Anexo 2

Matriz de similaridade das linhagens Tipo de Streptomyces na analise de
multilocus (genes atpD, recA, rpoB, gyrB e trpB)

Porcentagem de similaridade com as diferentes linhagens Tipo de Streptomyces

Espécie IBSBF
2049 | 2023 | 2085 | 2110 | 2086 | 2114 | 2051 | 2106 | 2011 | 2012 | 2111 | 2117

S. scabiei 2049

S. europaeiscabiei | 2023 | 944

S. stelliscabiei 2085 | 972 | 95

S. acidiscabies 2110 92 92 92,2

S. reticuliscabiei 2086 | 91,2 | 929 | 91,4 | 90,3

S. turgidiscabies 2114 | 91,2 | 93 | 91,5 | 90,4 | 99,6

S. caviscabies 2051 87,9 | 88,1 88 88,3 | 87,7 | 87,9

S. setonii 2106 | 87,9 | 838 | 87,8 | 88,1 | 87,7 | 87,7 | 99,3

S. luridiscabiei 2011 | 87,9 | 88,3 | 87,7 | 88,8 | 88 | 88,1 | 96,9 | 96,6

S. puniciscabiei 2012 | 87,7 | 88,1 | 87,6 | 88,6 | 87,8 | 87,9 | 96,7 | 96,5 | 99,7

S. samponii 2111 | 88,6 | 883 | 888 | 89 | 878 | 88 | 885 | 884 | 89,1 | 88,9
S. ipomoeae 2117 87 | 87,1 | 87,1 | 87,1 | 87,3 | 87,3 | 92,7 | 92,6 | 92,7 | 92,6 | 87,6
M. tuberculosis 66,8 | 659 | 66,2 | 66,2 | 658 | 657 | 674 | 673 | 67,5 | 674 | 67,3 | 67,6
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Anexo 3

Arvore filogenética de sequéncias do gene rpoB (Neighbor joining — Kimura 2)

’
Arvore
511 2049-rpoB ( )
wol— 222808 fragmentada
2359-rpoB SC1C-rpoB
2500-rpoB RS15-rpoB
42|1 2085-rpoB 17 SC10-rpoB
2396-rpoBF 19 RS14-rpoB
2404-rpoB RS17 rpoB
99 100 ' RS21-rpoB
2403-rpoB RS11-rpoB
i 2405-rpoB 2394-rpoB REPETIR
2229-rpoB 82 2503-rpoB
Sc2A-TpoB 29 981 L 2507-rpoB
100 L SC8-rpoBF RS9-rpoB
21| 2472-rpoB RS7-rpoB
62
+ 2498-rpoB 45 | 96 [ 2401-rpoB
32|l 2508-rpoB 2402-rpoB
- 2023-rpoB 2019A-rpoB
63- 2499-rpoB 2117-1poB
927 I__ 2473-rpoB RS10-rpoB
2510-1poB 2437-1poBF
22
1 1943-pob 2484-rpoBF
14
—— 2162-rpoB 2020-1p0B
13 1945-rpoB 2111-1poB
1 1944-rpoBs 96 | 2360-p0B
30— 2351-rpoB 501 2051-1pOB
2258-rpoB 100] 2106-poB
39 %
SCLL-1poB RS13-rpoB
63| [ SctorRoB 100 | 2011-rpoB
- 100
96 [ SC10C-rpoB 2012-1poB
i ScisTpos 2021-RPOb
- 44
35 2509-rpoB 2236-1p0B
22 Re121poB 2391-rpoB
- 9 | RS16-rpoB 2235708
Sc10B-rpoB
‘ " 2368-rpoB
SC25B-rpoB
48 i 35 2260-rpoB
RS22-rpoB 95
2400-rpoB
g3 || RS20-rpoB
100 1 2086-rpoB
471 SC21-1poB 4[
2114-rpoB
11— 2110-rpoB
34| ———— Sc3A-rpoB
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oy 2422B-rpoB
27 SC23B-rpoB 53
2524-rpoB
15 Sc1B-rpoB
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2395-poB 92 P
711 2521-rpoB
SC26-rpoB
SC23C-rpoB
85— 2247-rpoB
27| 2435-rpoB
27| 100 L 2390-rpoB 78 p
59 SC18-rpoB
2352-rpoB Tpol
28 a1 2522A-1poB [ 2343-rpoB
100 -
&3 SC1C-rpoB 2344-rpoB
RS15-rpoB M. tuberculosis
17j————— SC10-rpoB (o)

0.05
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Anexo 4

Arvore filogenética de sequéncias concatenadas dos genes rpoB e atpD

74

76

0

42

42
rq

(Neighbor joining — Kimura 2)
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72
2396final

RSéfinal
80
4 L 2405
2085
Sc2A
2229final
2351
2023
87 2499

2258

Sc19

ScCi10C
0

SC13
991 RS16

Scl10B

SC25B

2509

RS12

63

RS22final
RS20final
69 SC21
2110
100 [ 2086
2114
Sc3A

[2520
100 2522B

Sc20B

Arvore
fragmentada

RS17 final
RS21final

75

99
RS15

2522A

scic
RS11
2111
4100[ 2360final
RS9
9 00 2394final
99 2503
2019A
2437final

RS10final

M. tuberculosis

0.02

2021final

2260final
2400final
97 )
2368final
58 2236final

681 2391final

SC18
100 E 2435
52 SC23C
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2049
2500final

’ . . 2396final
Arvore original RS6na
4 L 2405

2085

Sc2A

2229final

2351

RS22final

RS20final
sc21

76

L2110
100 [ 2086
2114
bs Sc3A
66 2520
100 L— 25228

RS17 final
75
RS21final
RS15

2522A

SCi1C
RS11

[ 2111
100 L 2360final
RS9

il 2394final
99 2503

2019A
2437final

RS10final

2021final

2260final
2400final
2368final
2236final

97

58

68! 2391final
SC18

2435
52 Sc23C

M. tuberculosis
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Arvore filogenética de sequéncias concatenadas dos genes rpoB, atpD e recA

Anexo 5

(Neighbor joining — Kimura 2)

0.02

M. tuberculosis

100

2049
2404

56
69! 2499final

2509
RS16

Scl10B
SC25B
RS12
SC21

99
45

100

41 || —— 2258final

. SC13
7D
4[50100
100
Sc19

—— 2110

47

————— Sc3A
100 T 2086
2114

94 [ 2520
100 2522B
BS RS9

RS11

a2 SC26

58

2247final

2390
RS15
2522A
SCi1C

2111

RST7final

2051
100 .599{

2106
100 (2011

10012012
sci8

100 I: 2435
51 SC23C
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Anexo 6
Arvore filogenética de sequéncias concatenadas dos genes recA, trpB e gyrB

(Neighbor joining — Kimura 2)

99 Sc13
100 |: sc19
38| sci0c
L Rs11

RS9
32_4|100 2503
97 25228
53 Sc208
SC23B
55| —————— RS15
6

3| L ———SciB
i I
79 RS16
09 2522A
03 scic
47 2390

SC25B
RS12

2110

Sc2A

Sc22final
100 T 2086
2114
2049
2085

57 2023
100 I_— 2351
65 — 2117
100 [ 2051
100 _L 2106
100 2011
EL 2012

2111

S I
75 SC23C

96

30

69

2435

M. tuberculosis

—
0.05
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Anexo 7

Matriz de similaridade das linhagens na analise do gene rpoB
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

spr | 20 [ 20 [ 20 [ 21 [20 [21 [20 [ 21 [20 (20 [21 [21 [ 19 [ 19| 19 [20 [20 |20 [21 [22 |22 |22 |22 |2 |2 |22 |23 |23 |23 |23 |23 |23 [ 23 [ 23 | 23 |23 [23 [ 23 |24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 | 24
49 | 23 |85 | 10 | 86 | 14 | 51 |06 | 11 | 12| 11 | 17 | 43 | 44 |45 |19 | 20 | 21 | 62 | 28 | 29 | 35 | 36 | 47 | 58 | 60 | 43 | 44 | 51 | 52 | 59 | 60 | 68 | 90 | 01 | 94 | 95 | 96 | 00 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 35
%,
3 | %
99, | 96,
85 | % | %8
o4, | 94, | 94,
IUIN Bl Bl e
90, | 90, | 90, | 90,
2086 17| 4| 4| 4
90, [ 90, | 90, | %0, | 99,
w4y a4l
90, [ 91, | 90, | o1, | 90, | 90,
2051 1 Y e s 1]
90, [ o1, [ 90, | o1, [ %0, | 90, | 10
206 156 | U6 |81 |1 ]oe
90, [ 91, | 90, | o1, | 90, 97, 1 97,
00 S s 3 s[5 s
90, [ 91, | 90, | o1, | 9, 97, 197, | 10
02 10 5 4| 3 s [ s s e
92, [ 91, [ 92, | 93, | %0, | %0, | 90, | 90,
VI Il Rl ol Rl ool Rl el Rl OB I
90, | 89, | 90, | o1, | 90, | 90, 90, [ 90, | 89,
AT e e 3 [ 444
Loas | %% | 97, | 94 [ 92 [ 89, | 89, |89, | 89, | 90, [ 90, | 90, | 57,
a3 |77l 22 elel3]3]4]7
oas | 8% |92 [ 89 [ 87, | 4, | 84, | 84, | 84, | 84, | 84, | 84, | 82, | OL,
2 s |lel2 222244835
Loas | 95 | 98, [ 95, [ 93, [ 89, 89, |89, | 89, |90, [ 90, | 90, | 8, | 96, | 92,
2|3 | s |2 s |s|olol3|3|4al7]8]2
82, | 82, | 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 82, | 88, | 82,
2009 1 el a2l 8225|157 |®
87, 1 85, | 86, | 86, | 85, | 85, | 86, | 86, | 93, | 83, | 86, | 82, | 86, | 79,
2020 187 /87 1 S |9 el 11|98 |5 |37
oz | 5 | 86, | 85, | 87, | 85, | 85, 92, | 92, | 93, | 93, | 88, | 85, | 85, | 80, | 85, | 80, | 84,
787l s 77l A al a7 s|elel7]4
1o | 95 [ 98 [ 95, [ 93, |90, [ 90, [ 90, | 90, [ L | 9L | 9L, | 88, | 96, | 92, | 97, | 82, | o | 56,
a4 |7l 228|833 [3[8|7]s5]|6]6s 4
oz | 9% | 95 [ 99 [ g | 5% | 89 59, 89 89, 89, |91, |89, | 93, |89, | 94, | 82, | 86 | 85, | 94,
1] 7] ala ool 77777258637
9%, | 96, 90, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 90, | 90, | 9, 39, 83, | 85, | 86, | 95, | 96,
220 17 S T M e e ls s 33|36l ™2 al1lel2]3
89, [ 90, | 89, | 91, | 85, | 8, | 96, | 96, | 96, | 96, | 91, | 89, | 85, | 83, 82, 95, [ 89, | 88, | 90,
25 16 36| 3|78 |s s s |s|1l2|s8|2[¥[s5|¥]|7]e]s]|1
86, | 87, | 86, | 88, | 85, | 85, | 93, | 93, | 93, | 93, | 88, | 86, | 85, | 80, | 86, | 79, | 83, | 92, 85, | 87,
26 16l lel3l7lols s |alalr|lilolr |1 ]3]s]s5|¥9]|2|”
93, 93, 91, [ 91, [ 90, [ 90, [ 92, | 87, | 92, | 87, | 92, | 81, | 88, 9%, 93, [ 90, | 87,
247 1M S22 5 s alale el a6l o3| |V |78 4]6]l7
J2ss | 9% | 95, | 94 [ 93, [ 90, [ 90, [ OL, [ 9L [ 9L, [ 9L | 89, | 4o | 93. | g | 9% | 8L | 85 | 86, | 94, | 93, | 94, | 90, | 87, | 95,
2| 7 sl alalals |83 ]3] 5 s 7o sl 7|5 9olels]|2
89, [ 90, | 89, | 91, | 8, | 88, | 96, | 96, | 96, | 96, | 91, | 89, | 88, | 83, 82, 95, [ 89, [ 88, | 90, | 10 90, | 90,
2600 13 e 3 7l s s s s s |lil2]8 2P| [¥[7]els8]|1]lol”]6]5s
a5 | 3 | 82 [ 83,85, | 85, | 85, | 83, | 83, | 83, | 83, | o, | 83, | 80, | 75, | 80, | 75, | 79, | 78, | 80, | 82, | 83, | 82, | 79, | 83, | 82, | 82,
a1 | 8|s|1|1]s|8]e6ls s s |s |75 1 ]|s]lol7l2]l4l2]6]6]a
Joaa | 83 | 82 | 83, | 85, | 84, | 84, 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 83, | 80, | 75, | 80, | 75, | 78, | 78, | 80, | 8, | 83, | 82, | 79, | 83, | 82, | 82, | 99,
sl 1|8 s|olols|s|elels|s|ls|slrlslols]lolr]l2lal2]lalelals
Jost | 95 | 98 [ 95, 93, |90, [ 90, [ 90, | 90, | 90, | 90, [ 90, | 89, | 96, | 92, | 95 | 83, | 86, | 86, | 97, | 95, | 95, | 89, | 86, | 93, | 94, | 89, | 81, | 8L,
slelols |11 13]|3]le6elelsl2lsl7]l1l218l6l6l2]4lals|2]l9]4]3]3
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

spr | 20 [ 20 [ 20 [ 21 [20 [21 [20 [ 21 [20 (20 [21 [21 [ 19 [ 19| 19 [20 [20 |20 [21 [22 |22 |22 |22 |2 |2 |22 |23 |23 |23 |23 |23 |23 [ 23 [ 23 | 23 |23 [23 [ 23 |24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 | 24
49 | 23 |85 | 10 | 86 | 14 | 51 |06 | 11 | 12| 11 | 17 | 43 | 44 |45 |19 | 20 | 21 | 62 | 28 | 29 | 35 | 36 | 47 | 58 | 60 | 43 | 44 | 51 | 52 | 59 | 60 | 68 | 90 | 01 | 94 | 95 | 96 | 00 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 35
oz | o | % | 94 [ 93, |92 (92 [ 91, [ 9L [ 90, | 90, [ 92, [ 88, | 92, | 87, | 93, | 8L, | 88, | 87, | o, | 93, | 93, [ 90, | 87, | 99, | oo | %0. | 83, | 83, | 93,
sl a|ls |35 s|s|slslolils|eol2]|7]1]2 sl 7|6l 7|1 6|8 6|7
99, [ 96, | 99, | 94, | 89, | 89, | 90, | 90, | 89, | 89, | 92, | 89, | 94, 95, [ 82, | 86, | 85, | 95, | 98, | 9, 86, | 93, 83, | 83, | 95, | 93,
BN G s 2 ool la ool 2]e|s|¥lales|2]l2|eo]|s ¥ |s|M[®|2]|2]4]0
92, [ 91, | 9%, 90, [ 90, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 99, | 89, | 90, 90, [ 82, [ 93, [ 87, [ o1, | o1, | %0, 87, %0, 83, 92,
860 1S g 0 | B e lalals sl lslel®el 3|7l ols 84| oS [M][8]s]|%]%]7
89, [ 90, | 89, | 91, | 8, | 8, | 96, | 96, | 96, | 96, | 91, | 89, | 88, | 83, 82, 95, [ 89, [ 88, [ 90, | 10 90, [ 90, | 10 | 82, | 82 | 89, | 0,
B8 16 3|6 |37 (8|5 s|s|s|1]2|8|2|¥]s5[¥|7]ols8|1 o] ]|6|6lo|a|a]lals]|®|™
94, | 94, | 93, 91, [ 91, [ 90, | 90, | 93, | 88, | 92, | 87, | 93, | 81, | 88, | 87, 93, | 93, 88, | 99, | 95, 83, | 83, [ 93, | 99, | 93, | 93,
290 1My e 22 S s s s 2 s el 2 A s 2 M Al T a4 s ]els|ale]a ™
o1 | 89 | 90, [ 89 [ 9L | 85, | 88, | 96, | 96, | 9, | 96, |, | 89, | 85, | 83, | 88, | 82, | 86, | 95, | 89, | 85, | 89, | 99, | 97, | 90, | 90, | 99, | 82, | 82, | 89, | 90, | 85, | 90, | 99, | 90,
sl | 4|5 |75 5] 4]a4 27|l s s s |s|7l7]lol8|2|a|lalsl2]2]2]4]ls|s]|s8]s
93 | 57| 86, | 87, | 87, [ 83, | 83, | 85, | 85, | 84, | 84, | 85, | 86, | 84, | 78, | 85, | 78, | 80, | 80, | 85, | 57, | 86, | 84, | 82, | 86, | 87, | 84, | 78, | 78, | 85, | 86, | 57, | 86, | 84, | 86, | 84,
8| s |68 |alalololelelols|lalrlrlslrlr]3]l2]7]le6el7]l8]l6l6l|l6|6ls5|5]|6l1]l6ls]e
J9n 193 [ 93 [ 9 [ 95 |02 | o2 | O | O | °L | 9L [ 92 [ 89, | 9L [ 86, | 92, | 81, [ 87, | 87, | 92, | 93, | 93, | 90, | 87, | 94, | 93, | 90, | 84, | 84, | oo | 94, | 93, | 92, | 90, | 95, | 90, | 87,
9 |5 |9 s|sl7 |7 lol2ls |37l lals|s|2als|s]|o]lals|al2 o la |7 8260
e | 97 | 94 [ 97| 92 |89, [ 89, | 88, | 85, | 85, | 85, | 9L | 88, | 92, | 87, | 93, | 83, | 87, | 84, | 93, | 97, | 94, | 88, | 85, | 92, | o, | 88, | 82, | 82, | 93, | 92, | 97, | oL, | 88, | 92, | 85, | 85, | oL,
s |4 | 8|7 212 8|8 |s|s|s|3|ol2|2]2]2]6lol2]|7]s5]|s5]o9 s | 1|1 |s |76l 7]s|o|l3]|9o]7
89, | 90, | 89, | o1, | 88, | 8, | 96, | 96, | 96, | 96, | 91, | 89, | 88, | 83, 82, 95, [ 89, [ 88, | 90, | 10 90, [ 90, | 10 | 82 | 82 | 89, | 90, 10 99, | 84, | 90, | 88,
200 113 6378l s s s slil2lsl2/® 5% 7o l8]l1lol ] 6lelolalalalsel®|]o]|"]|s]6]|s]s
o1, | 91, 91, [ 90, [ 90, 91, [ o1, [ 91, | 91, | 90, 89, 90, 90, 86, [ 90, 39, 90, [ 89, | 83, | 83, | 90, | 89, | 91, | 90, | 89, | 89, [ 89, | 87, | 89, | 89, | 9,
MU S 12 7 [ e |7 7 [ a7 a3 s3] s | a2 [¥[¥]|3|o]6|6|8|al|s5|6lolalolr]lalr]oe
a0z | O[O0 [OL [ 9L [90, [ 90, [ 9L, [ 9L [ o[ oy |90 | o7 | 8% | 83 | 90, [ 4, | 8% | 86 | 90 [ 90, | o, | 89, | 86, | 88, | 90, | 89, | 83, | 83, | 90, | 89, | 91, | 90, | 89, | 89, | 89, | 87, | 89, | 89, | 89, | 99,
13| 8| s|alels]s 3 2|8 | 8 |3 | 3|8 7088|1788 le6l2]3lal7]l2]7]l6l2]6l7]3
98, | 96, | 98, | 93, | 90, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 90, [ 91, | 89, | 94, | 89, | 95, | 83, | 86, | 85, | 95, | 97, 39, | 86, 94, [ 89, 93, [ 98, [ 91, [ 89, | 93, | 89, | 86, | 92, | 96, | 89, | 91, | o1,
23 1 g s lalalalelelslslrlrlolrlrl2l3lolols8 || 78R a7 [B|B|% 45|53 |87 |4lels|s5]8]7]7]s
o1, [ 90, [ 92, | 87, | 83, | 83, 83, [ 83, | 85, | 82, 84, [ 90, [ 79, | 81, | 81, | 89, | oL, 83, [ 80, | 86, | 87, | 83, | 76, | 76, 86, 85, | 83, | 86, | 83, | 80, | 86, 83, | 84, | 84, | 93,
MU 4 s 4 le |6 | B ¥ 6|6 ls|o|®|lalel7]ol3lels M2l ]s]|7l2]6|6|]s|®|7]|2]8|1|s5]|s[*”|2]s8]|s6]|7
a0 | 97| 96, [ 95, [ 92, [ 89, [ 89, [ 90, | 90, | 89, [ 89, | 91, | 89, | oo | 89 | 95, | o3 | 86, | 85 | 95, | 97, | 96, | 89, | 86, | 92, | 93, | 89, | 82, | 82, | 95, | 92, | 97, | OL | 89, | 92 | 4o | 86 | oy | 96 | 8% | OL | o, | 9% | 95
6|4 | 3|95 |s|3|3]loleli]>2 2 s 1l sla 3 s |23 s ol 775 o832 3 4|2 |1 s |s
Sann | 8% [ 85 [ 89 [ 89 90, [90. [ o | 57 | 8 | 87 | go | 5% | 56 | 8L | 86, | 8L, | 83, | 84, | o, | 89, | 89, | 57, | 84, | 85, | 87, | 87, | 88, | 87, | 87, | 89, | 89, | oo | 87, | 85, | 87, | 83, | 90, | 85, | 87, | 89, | 90, | 88, | 82, | 85,
21| 9|46 |8 7|7 4 |s | 38|98 ]2 24 | a a7 |44l o]4]2]4 418|463 |1 |4a]lola1]ls]|s]|3
Sus | 85| 88, | 85, 89, [ . [89, 89, | 89, | 88, | 88 | 87, | 97, | 86, | 8L, | 87, | 85, | 82, | 84, | 87, | 57, | 88, | 87, | 84, | 86, | 87, | 87, | 81, | 8L, | 57, | 86, | 88, | 87, | 87, | 86, | 87, | 4. | 87, | 86, | 87, | 95, | 95, | 87, | 8L | 87, | 87,
3117 ] 2l dld s |slelslels|7]lsals]7lols]|lelalri|2]elo]lol7l3]l1l7]l6l3]s 7166|249 |58
2 | 96, [ 99, [ 96, [ 94, [ 90, [ 90, [ 91, | L | 9L | 9L | 9L | 90, | 97, | 92 | 98, | 82, | 87, | 4 | 95 | 95 | 96 | 90, | 87, | 94, | 95, | 90, | 82, | 82, | 95, | 94, | 96 | oo | 90, | 94, | 90, | 86, | 93, | 94, | 90, | 9L | 9L | .| 90, | %6 | 88,
s |s|8|s|e6le6l3l3]l7]l7]8|1|8|7]8]s]2 6|9 | alale|2]9olals|3]|8]s]|7 4 ls |3 |87 |s|al1]s 6 |5 |3
s 195 [ 98 [ g | 93 [ 89 [ 89 [90, [ 90, [90, [ 90, | o [ 8% | oy | 92 | o5 | 82 | 87 | 86, | 97, | 95, | 95, | 89, | 86, | 93, | o | 89, | 8L, | 8L, | 98, | 93, | 95, | 9L, | 89, | 93, | 89, | 85, | 92, | 93, | 89, | 90, | 90, | 96, | 90, | o | 87,
7|8 7177 alals|s 2 3 s |a|s|8|lals|6l6]|4 6 |3 |33l 7 s ailel7]lal7]lol7]lel8]6l2]s 4
86, | 86, 87, | 87, | 87, | 87, | 87, 86, | 95, [ 85, [ 80, | 86, | 87, | 81, | 82, | 86, | 86, | 86, | 85, | 82, 85, | 80, | 80, | 86, | 84, | 86, | 86, | 85, 85, 85, [ 86, | 85, | 93, | 93, | 86, | 80, | 85, | 85,
24 1 S Y W e a4 YV W s 23l a7 sl s s |3 ¥B s 1 lilal2]s 3]s |¥]s5 (8715|2439 7]s
Swos | 96 | 99 [ 96 | 94, [ 90, [ 90, [ 91, [ 91, [ 9L, | OL | 91, [ 89, | 97, | 92, | 98, | 82 | g | g7 | % | 95 | 96 | 90, | 87, | 94, | 95, | 90, | 82, | 82, | 98, | 94, | 96, | 9L | 90, | 94, | 90, | 86, | 93, | 94, | 90, | 9L, | 91 | 96, | 90, | 96, | 85,
a4 |7 lalalali ||| 79 lels]|e]|7 sl 72 3 |a |27 l3 1|1 ]lelals 8|34l 1|6|s|al3|s]|3]s|4]l4]n
a9 | 96 | 99 [ 96 | 94, [ 90, [ 90, [ OL, [ 9L [ OL, [ 9L [ 9L, | 90, | 97, | 92, | 98, | 82, | 87, | o | 98 | 96, | 9, | 90, | 87, | 94, | 95, | 90, | 82, | 82, | 98, | 94 | 96, | o, | 90, | 94, | 90, | 86, | 93, | 94, | 90, [ OL | 9L | .| 90, | %, | 86,
s s 8lslelel 3|37l 78 1 |ls|7als]2 6|2 alale| 2ol al3|3|8]5]a s 5|3 |lel7]lslalT]s 6 | 5|7
98, | 96, | 99, 89, [ 89, [ 89, | 89, | 89, | 89, | 91, | 89, | 93, | 88, | 94, | 82, | 86, | 84, | 94, | 9, 38, | 85, 93, [ 88, 94, [ 93, [ 98, | o1, | 85, | 93, | 85, 92, [ 97, | 88, 90, [ 97, [ o1, | 97, | 85,
200 1 S | M a4 6 lelalalr a1 s s 3|38l 7|a|®]s[7][B]s5 5[] 9|alo|s|s5|a|ls|¥ o255 |""]|s]|8]|s5]3]s
89, | 88, | 89, | 89, | 86, | 86, | 88, | 88, | 87, | 87, | 87, | 89, | 87, | 81, | 87, | 8L, 87, 89, 86, | 83, | 85, | 89, | 86, 87, 89, | 88, | 86, 86, | 93, [ 89, | 88, | 86, | 90, | 90, | 89, | 83, | 89, | 86,
23 1y 7 el r a3 3| d ||| ]|a|3 ][] oB ¥ |7 6lsl7lele|B ]88 [®| 9|1 |6|®|6]lalolslelalsl2]a]ld]s
o, 92, [ 89, [ 89, | o1, [ o1, | 90, | 90, | 91, 89, [ 84, | 90, 85, [ 86, | 90, | 92, | 92, | 89, o1, [ 92, | 89, | 84, | 84, 92, [ 92, [ 91, [ 89, | 92, | 89, 91, [ 89, [ 93, [ 93, | 92, | 85, | o1, | 89,
2507 BBy e s s Pt ale Bl 3 sl 7Y 8|77 l2l 22|33 |72 7[™|®|s5]|7]s5|4a]3]|9]|8]a
Jo0s | 96 | 9% [ 96, | 94, [ 90, [ 90, [ 9L, [ 9L [ 9L, [ 9L [ 91, [ 90, | 97, | 92, | 98, | 82, | 87, | o | 98 | 95, | 96, | 90, | 87, | 94, | 95, | 90, | 82, | 82, | 98, | 94, | 96, | o, | 90, | 94, | 90, | 86, | 93, | 94, | 90, [ OL | 9L | .| 90, | %, | 88,
s | s 8ls|ele 3|37 7]8 |1 |8|7]8]s]2 6|9 | alale|2]olals|a]|s8]|s]|7 als|a3 |87 |s|al1]s 6 |5 |3
93, [ 94, | 93, | 92, | 88, | 8, | 90, | 90, | 89, | 89, | 91, | 86, | 92, 93, [ 80, | 87, | 86, 92, [ 92, 85, 91, 81, | 81, o, 38, | 84, %2, 87, [ 87, | 93, | 89, | 93, | 86,
200 15 s sl 77l a a7l 75 sl 71® 776l s Mo 2| |7 [2®]| 77228782522 2]®]|o]s]|9]6]|4]s
Jor0 | 96, [ 99, [ 96, [ 94, [ 90, [ 90, [ 91, | L | OL | 9L | 9L, | 89, | 97, | 92 | 98, | 82, | o, | 86, | 95, | 95, | 96 | 90, | 87, | o, | 95 | 90, | 82, | 82, | 95, | 94, | 96, | 9L, | 90, | 94, | 90, | 86, | 93, | 94, | 90, | 9L | 9L | 96, | 90, | 96, | 88,
4l 4|7l lalal | ]| s 79 lelo]3]es 8 |4 |7 2|34 703 1 |1 e lal2|8]3 |4l ls|s|4]l3]|s|3]|8]4]a]n
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

spr | 20 [ 20 [ 20 [ 21 [20 [21 [20 [ 21 [20 (20 [21 [21 [ 19 [ 19| 19 [20 [20 |20 [21 [22 |22 |22 |22 |2 |2 |22 |23 |23 |23 |23 |23 |23 [ 23 [ 23 | 23 |23 [23 [ 23 |24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 [ 24 | 24
49 | 23 |85 | 10 | 86 | 14 | 51 |06 | 11 | 12| 11 | 17 | 43 | 44 |45 |19 | 20 | 21 | 62 | 28 | 29 | 35 | 36 | 47 | 58 | 60 | 43 | 44 | 51 | 52 | 59 | 60 | 68 | 90 | 01 | 94 | 95 | 96 | 00 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 35
92, [ 91, | 92, | 94, | 92, 91, [ 91, | 93, | 88, | 90, | 85, 82, | 87, o1, 91, 90, [ 87, [ 92, [ 91, [ 90, | 85, | 85, | 91, | 92, | 92, | 93, | 90, | 92, | 90, | 84, 90, [ 90, [ 89, [ 89, | 91, | 85, o1,
2200 1S g o a0 [ B M| S 5 2 s 8|7 M| s 8 [¥ 8|2 |a|lals|3|alr]s 373 lalalrlsl2|™6lalr]lols]|2]"]s
92, [ o1, | 92, | %, | 92, o1, [ 91, [ 93, | 85, | %0, | 85, 82, | 87, o1, [ 91, 90, [ 87, [ 92, | o1, [ 90, | 85, | 85, | 91, | 92, | 92, | 93, | 90, | 92, | 90, | 84, 90, [ 90, [ 89, | 89, | o1, | 85, o1,
B2 0 g o 2 e [P s s 2 s 8|7 M s 8|V 8| a]a|s |3 |alr|s 3|73 |alalr|s 26|47 ]o]s|2]"]53
om0 | 9L | 90, [ 9L [ 9L, [ 88, | 88, | 57, | 87, | 87, | 87, | 90, | 86, | 88, | 83, | 89, | 80, | 84, | 84 | gy | OL | OL | 87, | 5o | 9% | 90, | 87, | 83, | g | 8% | 92 | OL | 90, | 87, | 92 | 87, | 5, | 9% | 0. | 87, | 87, | 87, | 90, | 85, | 90, | 4,
s a8l 77888l elelslslsl2]le6l3]l8]s 11 ] 71892 705|639 o]s s 3o |la |24 l3]3
o1, [ 90, | 91, 91, [ 91, [ 89, | 89, | 90, | 90, | 91, | 87, | 89, | 84, | 89, | 81, | 86, | 86, | 90, | 90, | 90, 85, ] 90, | 90, 34, 90, [ 91, | 91, 91, [ 88, [ 83, | 92, | 89, 88, | 85, | 90, | 84, | 89, | 89,
B2 15 g 8B e el |8 slal2]el T8l 1|88 |[¥lels |1 [¥l2|¥| 45|32 [¥ | |81 ]o]|le|®P|7]8]|4]l4]0]s
92, [ o1, | 92, 92, o1, [ o1, | 93, | 88, | 90, | 85, | 90, | 82, | 87, o1, [ o1, [ 90, | 87, | 92, | 91, | 90, | 85, | 85, | 91, | 92, | 92, | 93, | %0, | 92, | 90, | 84, 90, [ 90, [ 89, | %, | o1, %0, [ o1,
4 S M B NS S 2 s e s s 38T S la a2 el s s 2 lalals a2 ™M alalola 3885
RSe | 85 [ 85 | 88, [ 82, (79, [ 79, | 75 | 79 | 78, [ 78, [ 8L | ;4 | 83 | 8L | go | 75 | 8L | 5 | 85 | 88, | 85, | 78, | 74, | 83, | 83, | 78, | 7L | 7L | 85, | 83, | 88, | 8L | 78, | 83, | . | 75, | 82, | 88, | 78, | 79, | 79, | 87, | 85, | 87, | 78,
1l s el 77l il ]7 8 |9 7|3 1 s |ol2]olals 2|1 |7]sl3]|9]l2]s s|7 s |25 |3|4l1]2]2
92, 92, 89, [ 90, | 90, | 90, | 89, | 89, 95, [ 90, | 85, | 90, | 85, 85, o1, [ 92, | 89, | 86, o1, [ 89, | 84, | 84, | o1, | o1, o1, [ 89, [ 91, | 89, | 90, | 91, | 90, | 89, | 96, | 9, | 91, | 85, | 91, | 90,
R 15[ 25 [Pl o |8 s|o|o Mo |2s 3|8 o8| 7lals M| |ala|2|3 3" |al|s |41 ]|s]|3|4]als]|8]3]3]a
Rss | 90 [ 9 [ 90, [ 90, [ 86, | 86, | 89, | 89, | 88, | 88, | 89, | OL | 87, | 83, | 88, | 83, | 83, | 84, | 88, | 90, | 90, | 87, | 4o | 90, | 90, | 57, | 82, | 82, | 85, | 90, [ 90, | 89, | 87, | 90, | 87, | o | o1 | 5o | 5% | O | 0L | 8% | 83 | g | 5.
6|7 6l 8|8 ls8 2211731 |ls]|s|slalel|3]|als i s s s sl 1lalo]|s]|4a]s s | 8|76l 3
86, 87, 1 88, | 87, | 87, | 85, | 88, | 87, | 87, | 86, | 96, | 85, | 81, | 86, | 85, 83, | 86, | 86, | 85, 83, ] 85, | 86, 80, | 80, [ 87, | 85, | 86, | 86, 85, 83, | 86, | 85, 93, 86, | 81, | 85, | 86,
RSO TG |8 | 5 [ 5|7 o3 |3 |s|8|els|s|1|e6ls|®]s8|a]ls|t|¥]|s|3[1|¥|o]o|lals|7][8|¥][s5[¥]|8]|6|o|¥|o[™]|s5]|3]|9]s
89, o1, | 83, | 85, | 85, | 85, | 85, | 85, | 89, | 87, | 88, | 83, | 89, | 82 | 85, | 85, | 89, | 92, | 91, | 85, o1, [ o1, | 88, 82, | 89, | o1, | 92, | 89, | 85, | oL, | 87, | 87, | 92, 88, 88, 87, | 91, | 85,
RSIL 193 | " |93 | |5 s s slalrlelilalalals |22l 78 ®B |5 1887l o]l lals]o]l2o|B| 7 |®]|s]|%2]6]s5]s
w51z | B | o1 | %0 [ 90, | 35 [ 85, | 87, | 87, | 86, | 86, | 85, | 83, | 90, | 86, | 90, | 80, | 86, | o, | 9L | 89 | 89, | 86, | 83, | 88, | 85, | 86, | o | 77, | OL | 5, | 90 | 85, | 86, | o | 86, | 8L | 89, | 89, | 86, | 85, | 85, | 90, | 87, | %0, | 83,
9 3 1|1 |1 ]le 6| 8|8 |s|s8|ale|l8]|9]1 s |6 lal6lal7]7]6 8 | 3 11716 s |76 |66 3|1 ]6]7]4]ls
s1s | 8% | 90, [ 89, [ 90, | 85, [ 85, | 98, | 98, | 96, | 96, | 4 | 89 | 89, | 83, | 89, | 83, | 84, [ 92, [ 89, | 4o | 90 | 95 | 92, | 90, | 90, | 95, | 82, | 82, | 89, | 90, | 89, | 89, | 95, | 90, | 95, | 4 | 90, | 87, | 95, | 90, | 90, | 89, | 83, | 89, | 86,
71076889933 714 |lals |6 |8 ]3]7 1] s|s|als|s|s|s|s|al2]2]|s5]|8]s 6|9 s |86l 74l
92, [ 92, | 92, | 93, | 90, | 90, | 90, | 90, 91, [ 87, [ 90, [ 85, | o1, | 80, | 86, | 85, | 91, 92, [ 90, 94, [ 92, [ 90, | 85, | 85, | oL, 92, [ 91, [ 90, 89, [ 86, [ 94, | 91, | 90, | 89, 91, [ 85, | 91, | 89,
RS 3 7 ol e |le®[®] 7o lal2la ol ol 221 |¥ |7 s |als 3|7 ®]s5|s|1(®]olrlals|1|2]|¥]|7o]1]s
91, [ 92, [ 93, | 90, 90, [ 90, [ 89, [ 89, | o1, | 87, | 90, | 85, | 90, | 80, | 86, | 85, | 90, | 91, | o1, 86, | 95, | 93, 84, 91, [ 91, 95, [ 88, | 85, | 93, | %0, 88, | 88, | o1, | 85, | %0, | 85,
RIS 192 18" 13 {0 |8 [ 1|1 |lele|1lolelr|8lol7 s |83 |Pla 2o |®a[¥]|%]|s[3|¥|a]s|s5|o|s|¥|3|1]|3]|7]8]s
wstr | 95 | 92 [ 92, [ 94, [ 90, [ 90, [ 9L, [ 91, [ 90, [ 90, [ 92, | 88, [ 9L, [ oo | 9L | 8L | 86, [ 87, [ L, | oo | o5 | 90 | 87 | 9% | g5 | 90 | 8% | g4 | % | 9% | 92 | 92, [ 90, [ 95, | 90, | 87, | 95, | 91, 90, | 89, | 89, | 91, | 85, | 91, | 90,
7372 s s i1 ]lelels sl 519|863 8|8 |9 8 | 2 slols |7 s l2lel2] 7|38l 4aladl7]l7]5]
9%, | 96, 9, | 90, | 90, 91, [ 91, | 94, | 90, | 94, | 89, | 95, | 82, | 89, | 87, | 95, 93, [ 91, [ 88, | 94, | 9, | o1, 84, [ 95, [ 94, | 96, | 94, | 91, | 95, 87, 94, [ 91, [ 91, [ o1, | 95, | 89, | 95, | 90,
RSI6 17" | 4 |5 |8 |8 |25 |s|slel2|2|2]s|7|8|a[*| 7|11 ]ola| 1 [®B|s]|s|ols|7|al2a["]o|®]|o|1|7|s]|7]2]2]4
95, | 96, 95, [ 90, [ %0, | 92, | 92, 93, [ 90, [ 94, [ 89, | 95, 88, | 95, 91, [ 88, [ 94, | 94, | o1, | 84, | 84, 94, [ 95, o1, [ 94, | o1, | 87, | 95, | 93, | 91, | 91, | 91, | %, | 89, | 95, | 89,
RS20 |77 | g |2 | 0 | 4| a7 | 7220|3777 88|30 |% %7725 |7 lela|®| 25|75 ]|s5]|e6lalolrl7d]ls]|alo]loln
sar | 9% [ 92 (92, [ 94, [ 90, [ 90, [ 9L [ 9L, [ 90, | 90, | 92 | 88, | 9L | oo | 9L | 8L | 86, | 87, | 9L | o2 | o7 | 90 | 87 | % | g3 | 90 | 8% | g4 | oL | %4 | 92 | 92, | 90, | 95, | 90, | 87, | 95, | 91, | 90, | 89, | 89, | 9L, | 85, | 91, | %,
713|723 3|1 |1 ]6l6ls|s8]|n s 19| 8|63 8|8 |9 8 | 2 slols |7 8|26 l2]7]3]|s|4lalr]7]s5]|1
88, | 89, | 85, | 85, 85, | 85, 87, 81, [ 88, | 74, | 81, | 80, | 88, | 87, | 7, 82, 86, 77, 177, [ 88, 87, | 87, 87, [ 84, [ 80, | 87, | 86, 84, | 84, | 88, | 81, | 88, | 81,
RS2 1 4 s [ B8/ B85 s]olola]lalalB| 1 |¥ ]85 6la|ls|¥]o|a|B|a]s|r 2] [ a]l2]s]|7]3]o
90, [ 91, [ 91, [ 91, [ 91, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 92, | &7, 84, [ 89, [ 80, [ 87, | 85, | 89, | 90, | 89, 86, ] 90, | 89, 84, ] 84, [ 90, 90, 83, 192, | 89, 87, [ 87, | 90, | 84, | 89, | 89,
SSA | 1S 7T 7 alalalal2] 8P lelols|alslolalel®l1lels|®la]l2]| 1 |™[s[2[®["][®|6|o|s5|%|8]|9]|a]s]o]a4
92, | 9%, 93, [ o1, [ o1, | 90, | 90, | 90, | 90, | 92, | 89, 85, | 91, 86, | 86, 92, [ 92, [ 90, | 87, | 94, | 93, | 90, | 84, | 84, | 91, | 94, | 92, | 92, | %0, | 95, | 90, o4, [ o1, [ 90, | %0, | 89, 85, | 91, | 89,
SCO 1 17 [ B0 s |5 8|88 |83 ]le6l|s|8|[®|s|6 |33 |3 |2]oa|l3|al2]|8]lols|s]|a3l2[1|¥]o|s|3|1|e][”]|5]|8]7
93, 93, | 93, [ o1, | o1, o1, [ 91, [ 92 | 88, | o1, | 7, 81, 87, 91, [ 88, [ 9, | 95, | o1, | 84, 93, [ 96, | 93, | 92, | o1, | 96, | 91, | 87, | 9, | 92, | 91, | 89, [ 89, | 93, | 87, | 92, | %0,
SeaB | M o U S22 U A 2 s BT S B N M S s s ¥ s s 3 s s3]l 2357 lelala]e]
serc | oL [92 9L |92, [90, [ 90, [ 90, [ 90, | 89, [89, [ o | 87 | 9L | 86, | o, | 8L, | 5, | 85, | 9L | 90, | L, | 89, | 86, | 94, | 93, | 89, | 84, | 84, | 9L | 94, | 9L | o | 8% | og | 8% | 54 | 94, | 89, | 89, | 88, | 88, | 90, | 4o | 90 | 89,
3|3 |7 ]ls e8| 1|1 ]7]7 8| 1|3 T ol 73| 6ls8|7]l6lo|lalrlal2]s]7] 7 6|8 |l4al7 71316 4 | 2
san | 9 | 9 | 97 [ 9% [ 90 [ 9L [ o1 [ o |90 [ 90, [ 92, [ 89 [ 95, [ 90, [ oo | 82, | 87, | 85, | 96, | 96, | 95, | 89, | 86, | 94, | 95, | 89, | g1 | g3 | 96 | %% | 97, | 92, | 89, | 94, [ 89, | o | 93, | 95, | 89, [ 90, [ 90, | 97, | 9L, | 97, | 88,
s |2 |82 8| s s 18|27 a4l sl 2|72 8|5 ]lelelals]e sl 7|33 lel7]4 7196|988 l3]3]7
97, 197, [ 97, | 9, | o1, | o1, 90, [ 90, [ 92, [ 89, | 95, | 90, 82, | 87, | 85, | 96, | 96, | 95, | 89, | 86, | 94, | 95, | 89, 96, [ 94, [ 97, | 92, | 89, | 94, | 89, | 87, | 93, | 95, | 89, 90, [ 97, [ o1, | 97, | 85,
SC8F | sl 2 s a8 |8 ||| 88|27 211|525 |2]8|5|4a|s5|al|s|alBB[ 733 |a|lrl2lalrlolal®|s]s]|3]3]7
108 | 25 | o6 | 96 [ 96 | 90 [ 90, [, [ 9L, [ 9L, [ 91, | 94, [ 90, [ 93, [ 8, | 94, | 82, | 89, | 87, | oo | 95, | 94, | 90, | 87, | 94, | o, | 90, | 84, | 84, | 95, | 94, | 96, | 94, | 90, | 94, | 90, | 87, | 95, | 94, [ 90, | 9L, | 91, | 95, | 88, | 94, | 90,
4 7l 2l alal 7|7l 23 98| ]s|ala 714 |8 |8 ]|s 8 16| a2 5|2 als8|olelel|lr|s|s|3]l1]|als]oln
SC10C | 95 (96, [ 96, (94, [ 9L, [OL | 9L [ 9L, [ 9L, | L | 9L [ 89, | 94, | 89, | o | 82 | 86, | 86, | 95, | 95, | 95, | 89, | o | 45 | 95 | 8% | 83, | 83, | 96, | 95, | 95, | 9L | 89, | 95, | 89, | 87, | 96, | 93, | 89, | OL | o | 95 | 90, | %5, | 85,
ol 8|2 s |slsls sl 777719l s |1 |5 |ol2]9]0 7l 2|2 alalr |8 olal7]lelalo]lo]|n o |1 |4l
95, [ 95, [ 94, [ o1, [ o1, | 91, | 91, 91, [ 89, [ 93, | 85, | 94, | 82, | 86, | 86, | 94, | 94, | 94, | 89, | 86, | 94, | 95, | 89, 94, [ 95, | 94, 89, [ 95, | 89, | 88, | 96, 39, 91, 94, [ 88, | 93,
SC 19 1 45| s |5 |8 |8 [2][2]8|o]lal3]|s|lel|t|s|alalolols|olalo[H[¥]lola]o|®|lo]a]|r|a 7P| [""]|4]s5]e]|¥®

153



Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp
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0 |2|2]6].s 2 alalal2ls 8181898855
RST | 87 [ 90| 89 | 85 | 89 | 90 | 92 (89 | 92| 90 88 | 89 | 89 | 89 | 90 | 85 | 89 | .. |90 | 90 | 86,
1 lalalolalelalalalelalslolalalslsls alal
RS1 |82 | 91|91 82 91 [ 89 |83 |87 | 91 o1 [ 88 | 88 | 85 | 87 | 88 | 84 | 86 &7,
2 o lalals || alalslalal®alalalslelals]s|®|*]5s
RST | 85 [ 90 | 89 | 86 | 90 | 90 | 85 | 87 | 89 | 90 | |90 | 89 |89 | | 88 | 89 |78 | 89 | 88 | 87, | 87, | 87,
3 slalalalalalalalela AN gl7lalelal2]9]2
RST | 86 92 | 91 | 83 92 |92 | o, [89 | 92|92 |4 |92 |92 | 92 [ 91|91 |92 81|90 |89 |85 | L |88 |89,
4 lalslalslals 203l 3lololslalalalslals|ils]|s
RST | 86 o1 91 91 [ 87 90 [ o1 [ 93 [ 93 |92 | 91 82|90 | 88 | 85, 87, 89, | 93,
s |82 3 (¥ 8| ala P58l alal®|lalals|7|]2]2]5
RST |87 [92 | 91 | 84 | 92 | 92 | ,, |89 | 92| 92 [ 91 [ 92 93 [ 93 [ 92| o, | o5 | 81| 91 |90 |85 | 9L, |85, | 90, | 95 | 93,
7 l2lslalalsls lslslalalelzla olalalo 7|53 5|7
RS1 | 88 | 96 | 95 9% | 9 89 9 | 95 | 9% 91 85 | 92 87,192, | 93, 94, ] 93, | 94,
6 | 8157 ¥als | o|Bs|a]al®[®]s[B M| a]lo|®|s|o 4| |9o]a]ls
RS2 | 88 [ 4 | 96 [ 86 | 96 | 47 | os | 89 | 92 | o7 | 95 | 96 | 93 | 93 | 90 | 92 | 93 |84 92 90 | 87, | OL, | 94, | 9L, | 94, | 92, | 93, | 99,
0 |5 21718 sl olslalalslalalslslelalslalrl2]7]9]
RS2 | 87 [92 | 91 | 84 | 92 | 92 | o, [89 | 92| 92 [ 91 |92 | 93 [ 93 92 | o, | oy | 81 | 91 | 90 |85, | 9L, | 88, | 90, | 95 | 94, | 10 | 94, | 95,
1 | 2lslalalsls lslslalalela]a olalalol 73|35 |7]ols]o
RS2 | 81 | 89 | 88 | 79 | 89 | 89 | 87 | 81 | 84 | 89 | 87 | 89 | 85 | 85 | 83 | 84 | 85 | 75 | 84 | 83 | 79, | 83, | 86, | 84, | 86, | o | 86, | 9L | 92, | 86,
2 |al|s|elalals|alalels|slalololelslololalalole|1|6]s 33|33
Se3 | gy | 90 [90 [ 85 [ 90 [ 90 |90 [ 85 [ 89 [ 90 [ 90 [ 90 [ 4. | | 89 | 92| o | 79 | 88 | 86 | 86, | 88, | 87, | 89, | 9L, | 90, | 9L, | 92, | 92, | oL, | 85,
A Slalslels|lalolalslale 9|9 glalslsls|2| 218|772 7]|2
SC1 |88 | 92 85 [ 92 | 93 89 [92 [ 9290 |92 91 ] 90 S| 91|90 | 86, | 91, | 87, | 89, 93, | 95, | 94, [ 93, [ 95, | 86, | 90,
0 | a0 5|72 olalols| 7| s]l6|™|al3lelelslo]o|™]|s|2]2]5]2]6]3
Scl [87 [ 94| 93 9 90 [ 93 [ 94 | 92 92 [ 92 [ 93 [ 91| 92 | 83 ] 91 86, | 93, | 89, 95, [ 95, | 95, [ 95, | 95, | 95, | 87, | 92, | 94,
B |4l s |82 2B alalalol™lololalalalalal®™lel7 o™ 72 o]s]|s|9ls8]l2]7
SCT [ 86 [ 92 | 91 | 4, [92 |92 [ 90 [ 87 | 90 | 92 [90 |92 | 92 [ 92 |94 | o, |92 80 |89 |85 |85, | 9L |87, |89, | 93, | 94, | 94, | 93, 92, | 94, | 85, | 9L, | 94, | 95,
c 8|58 3lslelalels|alalolole ololel sl o1 lelalols|2|2]9l2]l3|7]|7]s
Scz [ 8797 96 | 86 | 97 [ 97 |96 | 89 92 | 9794 [ 97 | 92| 92 | 90 | 91 | 92 [ 86 | 91|89 | 86, | OL [ 90, | 89, | 92, 92, | o0 | 96 | 95, | o, | 35 | 92, | 93, | 9, |
Alolalslalaelalslalalalelalalalalalslalslsls|ilil7]s ] 5|9 32|24
s | 87|97 [96 [ 86 [ 97|97 96 [ 89 |92 [97 |94 |97 |92 [ 92| 90 | 91 | 92 | 86| OL | 89 | 86, | 9L, | 90, | 89, | 92, | 92, | 92, | 96, | 95, | 92, | 88, | 92, | 93, | 94, | o, | 9%,
olalslalelalslelalaslelalalalalalslalslsls|ilalrls]7]lols|olel3]l2]|2]a4 7
Scl | 88 | 96 | 95| 86 | o | 96 | 95 | 89 | 92 | 96 | 94 | o | 93 | 93 | O1 |92 93 | 85 | 92| 90 | 87, [ 92, | oo | 90, | 94 | oo | 94 | 99, | 98, | 94, | o, | 92. | 93, | 95, | 92, | 96, | 96
B |s5|2|ale 2 alslalale glalalalalalslelals 6 | s 2 |78 |2 3 lol2l9 |22
SC1 [ 88 9 | 86 | 96 95 [ 89 | 92 93 | 9% 91| 9293 |84 90 [ 87, | o1, | 90, | 90, | 93, 94, ] 95, | 95, [ 94, | 88, | 9L, 95, 9%, [ 96 | 95,
oc | 3|12l sl 8P 2lalo|Yslsl™[™slololelPlsl2 a1 lelal®]2 s o237 ][®a]™]2]2]2
SCI | 85 95 | 94 | 86 | 95 | 95 | 94 [ 90| 93 | 95 [ 92 | 95 | 93 | 93 | 92| 92 | 93 | 83 | O1 [ 91 | 87, | 92, | g0 | 90: | oq | 93 | %% | 95 | %% | 94, | 87, | 9L, | 95, | 95, | 94, | 95, | 95 | 94, | 9,
L s |slalelals|alelals|alalalalels|s|slslalals 6 9 2o o |2 |84l |lalalalol
SCI |87 [ 96 | 95 | 85 | 96 | 96 | 94 | 89 | 92| 96 | o | 96 | 93 | 93 | 91|92 [ 93 | o, [ 9190 86, | o [ 89|90, (93, | 92 | oo | os | 95 | og | 57- | L | 93, | 95, | 93, | 95, | 95| 94, | 99, |97,
s slslalolalslalelals alslslslala 8166 6|1 ]2 ] 4 7l s ol 2ol 7 al7]l5 e
SC1 [ 86 |87 | 86| 83|87 |87 |88 90 | 87 | 86 | 87 89 | 89 7789 | 88 89, 87, | 91, | 89, | o1, | 90, | 89, | 91, | 82, | 89, o, 38, [ 88 | 89, 90, | 88,
8 | 3wl 7 alalel s ¥ alwls|al®[® 52" ]|6lels|®Ble ] a1 75395 o4 |53 ]s]0%|1]s
Scl | 88 96 [ 86 | 96 95 [ 89 | 92 93 [ 96 [ 94 | 94 | 91 84 90 [ 87, | 91, | 90, [ 90, [ 93, | 92, | 94, | 95, 94, ] 88, | 91, 95, | 93, 95, | 99, 99, 89,
9o |32l 8|l alalolalsloeloals[B (M8l 3|45 |sl2]l 725 s[4 |[®|4d]2
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp

IBS |24 |24 | 24 |24 |24 |24 |25 |25 |25 |25 |25 |25 25|25 |29 | 25| 25 1; 1; 1; RS|RS|RS|RS|RS|RS|RS|RS|RS|RS|RS|SC|SC|scC|sc|sc g SC | sc [sc|sc|sc|sc|sc |sc|sc|sc|sc]|sc
BF (37 (72|73 |84 |98(99|00|03(07|08 09 1020|2170 |22 24| /|7 |g|10]|10[12]|13|14]|15|17|16|20|21|22|3A(10|1B|1C |24 | ¢ [10B|10C| 11 |13 |18 |19 | 20B | 21 | 23B | 23C | 25B | 26
Sc2 | oo |93 [ gy [B4[ 93|93 |92 |89 | o 93 92|93 [ 92| 92| o1 |91 [ 92|82 01 91|86, |92, (89, (90, |94, |94, |95 |95 |95 |95 | o [ 90,95 |97, |93, |93 93] 95 | 94, |95 |94 |91, |94,

0B 9 AN NAK) Olalal3l3lalalz2]e|lala|3|s5|s5|8[o|4a]|7]5]|2]|7 s a3 |77 |l 2|9 |lo|l7]|1]7

SC2 {88 | o7 |96 86 |96 | o7 [ g5 |89 [ 92 [ 47 | 95 [ 96 | 93 [ 93 |90 [ 92| 93|84 [ 92790 |87, [ 91,94, [ 91, 94,92, [ 93,99, [ 10 [ 93,92, (92,93, 95, | 92, [ 95, |95 98, | 95, |94, (95|89, | o | 95

1|5 20718 5|7 91 8|ala|8|3|a|8|s5|6|la|ls8|al7|2]|7]9|1]o|l9]|3|2]|5]|5]|9]|9]|9]| 8|9 |9]|4a]ov 2

SC2 | o |92 o1 |83 [ 927927 o1 |88 [ 901 [927], [ 9290 90 |90 |89 |90 81|90 89|84, |01, |88 |88 |92,] 929393 |93 93|86 |89, 93|95 92 | o[ g| 95 |93 |93 488 o | % [

3B Ol s8l2|lalals|8|a]0 s 8| 8|36l alalalel|l 7|37 ]o]lo|l7|7]s]|7]1|a]|7]09]2 5 | 2|7 8 8 | s

SC2['85 87 |86 | 8387 [ 87 |88 | 85 | 88 [ 87 | 86 [ 87 | o, | 4, | 88 | 90 | o, | 78 | 88| 86 | 84, | g | 83, [ 87, |90, 89, [ 90, | 89,789, 90, |82, (89, [ 89, [ 90, | 89, |88, 88 89, | o |89, (88, |, |85 | 89 |89, ] 87,

3c| 5|8 8|46 8[7]3]5(8]|8][.6 313 2/1(8]|6 4 |6 | 4|a|3]|9|2|3|1|5]|9]|3|9]|8]|8]|6 7 |8 2 |7 |27

SC2 [ 87 |96 |95 |86 | 96 | 96 |94 |89 [ 92796 |94 |96 |93 [ 9390 [ 92|93 84|, [90 | &7 [OL (93, o [ og | op |93 |98 |98, [ 93, |00, |92 |92, 94, [ 92|95, [ 95| 98, | 95, |94, | o5 |90, [ 95, | 94, |98, 92, | 89,

sB |9 |als| 3| 2|alol2|3[alol2l2]l2|al2]2]6 a1 8 |7 9|6 |9olo|1|s |7 |73 |4]|a|3]|5]s 1|71 4|9 7|6

SC2 |87 |93 |92 |85 [ 9393 (92|89 [92[ 939293 or[ o5 |92 91 gy 8200 9086, [ 93,89, |90, [ 94,94, |95 |95 |95 95 | o [ 92|95 |97, | o5 |93, [ 93] 95, | 94, |95, [ 94, 91, [ 94 | o [ 95 95 [ 91, |

6 |A4lalol2]s|als]|lalelals]s g5 S|lalel7|7]4]l6]|7|9]|5]9]|2]s 5|48 9 |9 s |9 |l7|7[8]|7 2 | 4 |1

e(x;t.e 72|73 | 72|69 |72 |73 |74 | 72|75 |73 | 72| 72 | 74 |74 | 75| o, |75 |63 |74 | 72| 7L, |73, | o |74, |74, |74, |75, | 75, | 74, | 75, | 67, | 74, |75, | 75, | 75, |74, | 74| 75, | 73, |74, | 0 (76, | o, | 75, [ 74| o, | 76, | 74, |75,
il IV VU IR B T8 RN (ST 20 [ 8 IS ST BTN IO I TN IO I 1(2|4]9]8]s 6|4 |9|s5s|s5|o|s|3]|6|1|3|3]|4|2]7]8]2 1 5109 4| 2|3
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Anexo 8
Matriz de similaridade das linhagens na analise dos genes rpoB, recA, atpD,

trpB e gyrB
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhagem | 204 [ 202 [ 208 T 201 T208 T 201 [ 205 [ 210 [ 201 [ 201 [ 211 [ 211 [ 235 [ 239 [ 239 [ 243 [ 250 [ 250 [ 297 [ 252 [ 296 [ 280 [ 280 [ RSI [ 280 [ SC1 [ SCI [ SC2 [ SCI0 [ SCI [ SCI [ SCI [ SC20 [ 294 [ SC23 [ SC23 [ 295
9 | 3 5 0 6 | 4 1 6 1 2 1 7 1 0 5 | s 3 9 0 2 | 8 4 6 5 7 B c A c 3 8 9 B 9 B c 3

2023 94,8

2085 97,4 | 954

2110 92,4 | 92,5 | 92,6

2086 91,5 | 93,1 | 91,7 | 90,8

2114 91,5 | 931 | 91,7 | 90,8 | 99,8

2051 88,5 | 88,6 | 88,5 | 88,7 | 88,3 | 88,3

2106 88,4 | 88,5 | 88,3 | 88,5 | 88,2 | 88,2 | 99,6

2011 88,2 | 885 | 88 | 89 |883 (884971968

2012 88,1 | 884 | 87,9 | 889 | 88,2 | 883 | 97 | 968 | 99,8

2111 89,4 | 89,2 | 89,6 | 89,7 | 88,9 | 88,9 [ 89,1 | 89 | 89,7 | 89,5

2117 87,6 | 87,7 | 87,7 | 87,6 | 87,8 | 87,9 | 93,2 | 932 | 932 | 93,1 | 884

2351 94,5 | 99,1 [ 952 | 92,2 | 92,9 | 92,9 | 88,4 | 88,3 | 88,3 | 88,1 | 88,8 | 87,6

2390 91,3 | 91,7 [ 91,4 | 92 | 90,1 | 90,1 | 88 | 87,9 | 87,9 | 87,7 | 89,6 | 86,4 | 91,4

2395 91,4 | 91,4 | 91,6 | 91,5 [ 90,1 | 90,1 | 87,9 | 87,7 | 87,6 | 87,5 | 89,1 | 86,4 | 91,2 | 91,6

2435 86,4 | 86 | 865|866 | 86 | 861 | 861|859 864|863 868|865 859|853 | 854

2503 87,5 | 87,5 | 87,8 | 87,3 | 86,2 | 86,3 | 85,5 | 854 | 854 | 85,2 | 86,4 | 85,1 | 87,3 | 88,1 | 88,3 | 83,2

2509 92,7935 (932 | 93 [91,3| 91,4 (892 | 8 (892 | 89 |902 (87,6934 |925]|915 868 | 88,1

2970 90,8 | 91 |91,2|91,8 | 90,1902 883|883 884|883 (897|872 91 | 931|918 861|879 921

2522 88,6 | 89,4 | 89,1 | 88,2 | 88,8 | 889 | 86 | 858 | 86,1 | 86 | 86,6 | 853 | 89,2 | 87,6 | 88,2 | 83,7 | 87,4 | 88,9 | 87,9

2968 90,4 | 90,7 | 90,5 | 90,5 | 89,6 | 89,6 | 88,2 | 88,1 [ 87,9 | 87,8 | 89 | 87,9 | 90,5 | 90,7 | 91,1 | 86,4 | 932 | 91 | 904 | 883

2804 90,5 | 904 | 91 | 90,1 | 89,8 | 89,9 | 87,6 | 87,5 | 87,8 | 87,7 | 89,5 | 87,2 | 90,3 | 90,4 | 91,8 | 86,4 | 88,8 | 91,5 | 91,1 | 88,2 | 91,1

2806 91,5 | 92,2 [ 91,7 | 91,7 | 89,9 | 89,9 | 87,6 | 87,5 | 87,4 | 87,3 | 88,5 | 86,2 | 92,2 | 90,5 | 90,1 | 85,2 | 86,5 | 94,7 | 90,6 | 87,5 | 89,5 | 90,3

RS15 89,4 | 90,2 | 89,8 | 90,7 | 89,2 | 89,3 | 87,2 | 87,1 [ 87,1 | 87 | 889 | 86 | 90,1 | 91,8 | 92,7 [ 84,9 | 87,7 | 91,2 | 91,7 | 87 | 90,3 | 90,9 | 89,6

2807 91,1 | 91,2 | 91,6 | 92,1 | 89,5 | 89,5 | 87,5 | 87,6 | 87,3 | 87,2 | 88,8 | 86,4 | 91,1 | 91 | 923 | 85 | 87,6 | 93,6 | 90,9 | 87,4 | 90,1 | 91,1 | 92,9 | 91,7

Sc1B 91,1 | 91,3 | 91,2 | 91,1 | 90,6 | 90,6 | 87,7 | 87,7 | 87,6 | 87,5 | 88,7 | 86,1 | 91,2 | 93,2 | 93,7 [ 85,5 | 89 | 91,8 | 93,1 | 88,1 | 91,3 | 92 | 90,8 | 938 | 92,5

scic 91,4 | 91,6 | 91,5 | 91,9 | 90,8 | 90,9 | 88,9 | 88,8 | 88,8 | 88,6 | 90,1 | 87,2 | 91,5 | 93,7 | 92,8 | 86,2 | 87,9 [ 92,6 | 954 | 88 | 90,8 | 91,2 | 91,2 | 92,6 | 91,2 | 94

Sc2A 92,1 | 92,7 | 92,6 | 90,1 | 89,4 | 89,5 | 86,7 | 86,6 | 86,6 | 86,5 | 87,3 | 86,1 | 92,5 | 89,6 | 89,8 | 84,6 | 87,2 | 91 | 89,1 | 90,1 | 89,2 | 89 | 89,2 | 88,6 | 90,1 | 89,9 | 894

sc1oc 93,1925 (933|921 | 91 | 91,1 (888|889 886885897 88 |924 | 91,6922 (859|889 |926|91,1|89,1|91,4|91,4[91,3]|90,7 | 92 |921| 92 | 907

sci13 91,6 | 91,2 | 91,8 | 91,1 | 89,8 | 89,9 | 87,5 | 87,4 | 87,4 | 87,2 | 883 | 86,6 | 91 | 90,3 | 92 | 84,6 | 87,8 | 91,5 (89,9 | 88,1 | 90,1 | 90,9 | 90,1 | 90,6 | 92,1 | 91,7 | 908 | 90 | 97,9

sci8 87,5 | 87,1 | 87,7 | 87,7 | 87,1 | 87,1 | 88,3 | 88,1 | 88,2 | 88,1 | 88,3 | 87,7 | 86,8 | 87,4 | 87,2 | 91,5 | 85 | 882 | 88,1 | 84,9 | 87,6 | 88,5 | 86,2 | 86,2 | 86,1 | 87,2 | 884 | 859 | 874 | 86

Sc19 93 | 92,6 [ 933923 | 914|914 | 89 | 89 | 89 | 888|898 | 88 |925| 91,8929 | 86,1 |89,2|931|91,5|894 (01,7 | 92 [91,7| 91,4 [928] 929 | 923 | 91,2 | 978 | 97,1 | 877
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhagem | 204 [ 202 [ 208 T 201 T208 T 201 [ 205 [ 210 [ 201 [ 201 [ 211 [ 211 [ 235 [ 239 [ 239 [ 243 [ 250 [ 250 [ 297 [ 252 [ 296 [ 280 [ 280 [ RSI [ 280 [ SC1 [ SCI [ SC2 [ SCI0 [ SCI [ SCI [ SCI [ SC20 [ 294 [ SC23 [ SC23 [ 295
9 | 3 5 0 6 | 4 1 6 1 2 1 7 1 0 5 | s 3 9 0 2 | 8 4 6 5 7 B c A c 3 8 9 B 9 B c 3

Sc19 93 | 92,6 933923 (91,4914 89 | 89 | 89 | 888|898 | 88 |925| 91,8929 | 861 |89,2|931|91,5|894|91,7| 92 [91,7| 91,4 [928] 929 | 923 | 912 | 978 | 97,1 | 877

Sc20B 91,3 | 91,5 | 91,3 | 91,8 | 90,7 | 90,7 | 88,6 | 88,5 | 88,3 | 88,2 | 89,6 | 87,1 | 91,3 | 92,5 | 92,8 | 85 | 88 [925| 92,8 | 87,7 | 90,8 | 91,4 | 90,8 | 924 [ 92,1 | 94 | 929 | 898 | 92 | 91,3 | 87,8 | 925

2949 933|938 | 934|933 |91,3|91,3 (894|892 (892|891 9 |87,9|936|921|91,8 866|881 (959 | 92 |888|91,2 91,6969 | 91,1 | 94,6 | 92,5 | 926 | 909 | 93 | 91,9 | 87,8 | 934 | 927

SC23B 90,5 | 91 | 90,9 | 91,1 | 898|898 (87,2 87 |872|87,1 885|854 90,7 |91,7|91,7|84,5|87,9|91,7|91,2| 88 | 90,2908 [903| 91,3 [91,2] 92,6 | 921 | 892 | 91,3 | 90,5 | 859 | 91,8 | 93,7 | 91,7

sc23c 86,9 | 864 | 87 | 869 | 86,6 | 86,6 | 86,9 | 86,8 | 86,9 | 86,8 | 88,2 | 86,5 | 86,1 | 85,9 | 86,3 | 91 | 83,5 [ 87,3 | 86,9 | 84,6 | 86,1 | 87,3 | 85,2 | 858 853 | 86,3 | 87,1 | 85 | 868 | 855|926 | 87 | 863 |869 | 851

2953 92,9932 (931 93 [90,9| 91 | 89 | 888 | 89 | 888|894 (87,6929 |91,8|924 863|883 |955|91,5|89,1| 91 916|957 | 91,5 [951| 93,1 | 924 | 908 | 932 | 92,6 | 87,5 | 93,8 | 929 | 973 | 92,1 | 86,6

:itr:r‘:l‘; 68,8 | 682 | 68,5685 | 67,8 | 67,8 | 68,8 | 68,7 | 68,8 | 68,7 | 68,9 | 68,7 | 679 | 67,3 | 68,1 | 68,6 | 64,3 | 68,4 | 68 | 654 | 67,7 | 67,3 | 66,7 | 66,8 | 66,2 | 67,1 | 68,8 | 669 | 68 | 668 | 68,6 | 679 | 678 | 681 | 663 | 681 | 68,1
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Anexo 9
Matriz de similaridade das linhagens na analise dos genes rpoB, atpD, recA e

trpB
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

IBS 204 | 202 | 208 | 211 | 208 | 211 | 205 | 210 | 201 | 201 | 211 | 211 | 235 | 239 | 239 | 240 | 243 | 250 | 250 | 252 | 297 | 252 ( 296 [ 280 [ 280 | RS | RS | 280 | 293 | SC1 | SC1 | SC2 [ 286 [ SC1 | SC | SC | SC1 | SC2 [ 294 [ SC2 | SC2 | 295 | SC
BF 9 3 5 0 6 4 1 6 1 2 1 7 1 0 5 4 5 3 9 0 0 2 8 4 6 14 15 7 2 B C A 5 0c 13 18 91 0B 9 3B 3C 3 26
95,
2023 3
96,
2085 | 97 7
93, | 93,
2110 | 93 5 5
91, | 92, | 92, | 91,
2086 6 6 1 1
91, [ 92, | 92, | 91, | 99,
2114 7 7 1 2 7
89, | 89, 90, | 89, | 89,
2051 7 7 90 3 6 6
89, | 89, 90, | 89, [ 89, | 99,
2106 3 9 90 3 6 7 9
89, | 89, | 89, | 90, [ 89, [ 89, | 97, | 97,
2011 3 6 3 5 6 6 1 1
89, | 89, [ 89, | 90, | 89, | 89, | 97, | 97, | 99,
2012 2 5 3 5 5 6 1 1 9
90, | 90, 90, 90, | 89, 90, | 90,
2111 6 5 91 6 90 1 9 90 5 4
2117 89, | 89, | 89, | 89, | 89, | 89, | 93, | 93, | 93, | 93, | 89,
5 6 8 8 8 8 7 8 4 4 7
2351 95,199, | 96, | 92,192, |92, | 89, |89, |89 |89, |90, | 89,
5 2 4 9 6 6 6 7 4 3 2 6
93, 193, 93, | 91, | 91, | 90, 90, | 90, | 92, | 89, | 92,
2390 ] 93 2 3 4 4 5 9 o1 5 4 3 9 9
93, 93, [ 93, | 9L, | 91, | 91, | 91, 90, | 91, | 89, | 92,
2395 2 3 4 6 7 7 4 5 o1 9 9 9 8 i
97, | 95, | 96, | 91, | 91, | 91, 89, | 88, | 88, | 89, | 88, | 95, | 92, | 92,
2404 9 3 3 9 2 3 8 1 5 4 8 8 3 3 5
2435 87, | 86, | 87, | 87, | 87, | 87, | 87, | 87, | 87, | 87, | 87, | 88, | 86, | 87, | 87, | 86,
4 9 5 6 2 3 7 7 9 9 9 6 8 3 9 7
90, | 90, 90, | 89, [ 89, | 89, | 89, | 89, 90, | 89, | 90, | 92, | 92, | 90, | 86,
2503 6 3 ol 9 1 2 1 2 1 89 1 1 2 6 1 3 5
93, 93, [ 92, | 91, | 91, | 90, | 90, | 90, | 90, 89, | 93, | 93, | 93, 87,
2509 3 o4 9 6 3 4 6 7 4 3 o1 5 9 3 1 93 4 o1
92, 92, | 92, 90, | 90, | 90, | 90, 89,192,192, |92, |91, 92,
2520 4 93 | 93 4 9 93 3 3 4 4 91 3 3 5 3 7 88 [ 90 5
91, | 91, 91, 90, | 89, | 89, | 89, | 89, | 90, | 89, | 91, | 95, | 93, | 90, 91, | 92, | 91,
2970 2 1 o2 8 90 1 6 7 5 5 8 1 1 1 9 6 87 5 1 9
91, | 92, | 92, | 91, 92, | 89, | 89, | 89, | 89, 88, 91, | 91, | 90, 91, | 98,
2522 5 1 1 6 92 1 3 3 4 4 90 9 92 5 9 3 87 | 89 3 7 91
91, [ 91, | 91, ] 92, | 90, | 90, | 90, [ 90, 89, [ 90, | 90, | 91, | 93, | 93, | 90, | 88, | 95, | 91, | 90,
2968 6 6 8 1 4 4 2 3 20 9 7 3 5 2 2 9 2 6 7 9 2%
92, | 91, | 92, | 91, | 91, | 91, | 89, | 89, | 89, | 89, [ 91, | 89, | 91, | 93, | 93, | 91, 92, | 92, 91,
2804 1 9 8 9 1 4 3 4 3 3 6 4 8 4 4 7 88 5 9 215 2 %3
2806 91, [ 92, | 91, | 91, | 89, | 89, | 88, | 88, 38 87, | 89, | 87,192, | 91, | 91, | 91, | 85, | 88, [ 94, | 90, | 90, | 89, | 89, | 91,
4 2 9 1 5 6 5 6 9 1 7 2 4 3 5 7 9 1 6 2 9 8 2
RS14 91, | 91, | 91, | 91, | 90, | 90, | 89, | 89, | 88, | 83, [ 90, | 88, [ 91, | 94, | 93, | 90, | 87, | 91, | 92, | 91, | 93, | 90, | 91, | 92, | 90,
5 2 7 1 3 4 3 4 8 7 6 8 1 7 6 9 1 3 1 4 4 5 7 9 3
91, 92,192,190, |90, |90, |90, |90, |90, |91, |89, |09l |95, 91, | 87, | 91, | 92, | 92, | %4, 92, | 92, | 90, | 93,
RS15 8 2 2 8 6 7 3 4 2 1 7 8 8 5 o4 2 5 8 9 2 3 o1 6 9 7 7
2807 93, [ 93, | 94, | 94, | 91, | 91, | 91, | 91, | 90, | 90, 9 90, | 93, [ 94, | 94, | 93, | 88, | 92, | 95, 93 93, [ 92, [ 93, | 93, | 94, | 93, | 93,
7 8 3 4 8 9 3 4 8 7 5 6 5 1 1 4 3 7 3 1 1 7 5 2 6
89, 90, | 90, 90, | 87, | 87, | 87, | 87, | 88, 90, | 89, | 85, | 87, | 89, | 90, | 88, | 90, | 88, | 89, 89, | 89, | 90,
2932 6 0 7 2 90 1 5 6 2 2 1 87190 %0 9 2 3 6 9 8 8 1 8 4 88 1 1 8
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

204 | 202 | 208 | 211 | 208 | 211 | 205 | 210 | 201 | 201 | 211 | 211 | 235 | 239 | 239 | 240 | 243 | 250 | 250 | 252 | 297 | 252 | 296 | 280 [ 280 | RS | RS | 280 [ 293 | SC1 | SC1 | SC2 | 286 | SC1 | SC | SC | SC1 | SC2 | 294 | SC2 | SC2 | 295 | SC
9 3 5 0 6 4 1 6 1 2 1 7 1 0 5 4 5 3 9 0 0 2 8 4 6 14 | 15 7 2 B C A 5 0C 13 18 91 0B 9 3B 3C 3 26
2807 93,1 93, | 94, [ 94, | 91, | 91, | 91, | 91, | 90, | 90, % 90, | 93, | 94, | 94, | 93, | 88, | 92, | 95, 93 93, | 92, | 93, [ 93, | 94, | 93, | 93,
7 8 3 4 8 9 3 4 8 7 5 6 5 1 1 4 3 7 3 1 1 7 5 2 6
89, 90, | 90, 90, | 87, | 87, | 87, | 87, | 88, 90, | 89, | 85, | 87, | 89, | 90, | 88, | 90, | 88, | 89, 89, 89, | 90,
2932 6 00 7 2 90 1 5 6 2 2 1 87 % | 90 9 2 3 6 9 8 8 1 8 4 88 1 1 8
SC1B 92, [ 92, | 92,192, | 91, | 91, | 90, | 90, | 90, [ 90, | 91, | 89, | 92, | 96, | 94, | 92, | 87, | 92, | 93, | 92, | 94, | 91, | 93, | 93, | 91, | 96, | 95, [ 94, | 90,
8 7 9 5 7 8 6 6 4 3 5 7 5 3 7 2 8 8 2 8 8 7 6 9 6 1 1 3 1
91, 92, 192, [ 91, | 91, | 90, | 90, | 90, [ 90, | 91, | 89, [ 91, | 95, 91, | 87, | 91, | 92, | 92, 91, | 92, 90, | 94, | 95, | 93, | 89,
scic 9 2 4 4 1 2 7 8 4 3 5 7 9 8 % 3 3 7 5 4 96 2 6 3 8 3 2 3 7 95,8
96, | 96, | 96, | 93, 93, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 91, | 90, | 96, | 94, | 93, | 95, | 87, [ 9L, | 94, | 93, | 92, | 92, | 92, | 92, | 92, | 92, | 92, | 94, | 90,
SC2A 1 5 6 6 93 1 7 7 4 4 1 2 2 3 6 5 9 4 7 6 4 7 5 6 4 1 9 8 8 9391933
91, | 91, | 91, [ 90, | 89, | 89, | 87, | 87, | 87, | 87, | 89, | 87, | 91, | 91, | 91, | 90, | 85, | 88, | 92, [ 90, | 89, | 89, | 89, [ 90, | 91, | 91, | 90, | 95, | 89,
2865 5 3 8 9 6 6 8 9 2 1 6 8 1 3 3 7 6 9 3 7 9 8 6 9 6 4 8 1 9 L5 | 908 | 92,1
SC10 | 93, | 93, | 93, | 93, | 91, | 91, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 91, | 90, | 93, | 93, | 94, | 93, 91, | 93, | 92, | 92, 92, [ 92, | 91, | 92, | 92, | 94, | 90, 92,
C 7 6 9 3 4 6 6 8 5 4 1 1 6 8 4 3 87 9 7 8 4 92 6 5 8 4 8 8 7 93,6 | 93,5 | 94,3 9
93,193,193, |93 | 91, | 91, | 90, [ 90, | 90, | 90, | 90, | 89, | 93, | 93, | 94, | 93, 91, 1 93, [ 92, [ 92, | 91, | 92, | 92, | 91, | 92, | 92, | 94, | 90, 92,
SC13 6 5 8 4 3 5 4 5 3 2 9 9 4 7 2 2 87 8 7 6 3 8 5 5 7 4 8 7 6 93,5 | 934 ] 942 8 9.7
88, | 87, | 88, | 88, | 87, | 87, [ 89, | 89, | 89, | 89, | 89, 87, | 89, | 89, | 87, | 92, | 87, | 88, | 88, | 88, | 87, | 83, | 89, | 86, 88, | 89, | 86, 86, 87,
Sc18 2 5 4 4 7 9 5 5 2 2 3 89 3 4 6 5 5 9 7 6 7 7 9 8 4 89 6 1 9 89,7896 889 3 87.9 9
94, [ 94,193, |1 92,92, |91, |91, | 91, | 91, | 91, | 90, 94, | 94, | 93, | 87, | 92, | 94, | 93, 92, 93, | 92, 93, | 95, | 90, 98, 88,
Scl9 | 94 1 o 3 3 4 2 3 ) 1 6 4 94 4 9 6 5 4 4 6 93 3 93 Py 4 93 3 4 7 94,3 94 | 948 | 92 98,3 5 3
Sc20 | 92, | 92, | 92, | 92, | 90, | 90, [ 90, | 90, 89, | 91, | 89, 95, | 94, | 91, | 86, 93, 1 91, [ 93, [ 90, | 92, | 93, | 91, | 93, | 94, | 94, | 89, 91, 93, 89,
B 2 2 4 8 8 9 4 5 20 9 3 4 2 2 6 4 9 2 6 9 8 9 7 3 3 7 1 2 8 952 | 943932 2 93,5 4 2 94,1
93, [ 94, | 94, |1 93, | 91, | 91, | 90, | 90, | 90, | 90, | 91, | 89, | 94, | 93, | 93, | 93, | &7, 95,192,192, |91, | 91, | 92, | 96, | 92, | 92, | 96, | 89, 93, 93, 88,
2949 9 3 1 2 3 4 8 8 2 2 1 9 1 6 3 4 6 o1 8 7 2 7 9 8 2 6 7 6 9 938928 | 94,6 7 93,9 7 6 945 | 93.6
SC23 | 92, | 92, | 92, 91, | 91, | 89, 89, | 89, 88, | 92, | 94, 86, | 91, | 93, | 92, 91, | 92, | 93, | 91, | 92, | 93, | 93, | 89, 91, 93, 88, 93,
B 4 7 9 93 1 3 9 90 9 3 91 3 4 5 94 | 92 4 4 5 5 93 7 3 3 3 9 1 9 5 94,6 | 93,9 | 93,6 3 93,3 1 1 939 | 953 3
SC23 | 87, | 86, | 87, | 87, | 86, 87, | 87, | 87, | 87, | 88, | 87, | 86, | 87, | 88, | 86, | 91, | 86, | 87, | 88, | 87, | 87, | 86, | 87, | 85, | 87, 87, | 88, | 85, 85, 87, | 92, 87,
C 4 7 4 3 8 87 5 7 4 3 5 2 4 7 4 7 1 2 4 1 1 2 9 9 2 7 9 1 9 883|878 ] 876 3 874 4 1 88 87,5 5 87
93, [ 94, | 94, | 93, | 91, | 91, | 91, | 91, | 90, | 90, | 91, | 90, | 94, | 93, | 93, | 93, 91, [ 96, | 93, | 92, | 92, | 92, | 93, | 95, | 93, 97, | 90, 94, 89, 97,
2953 9 3 4 3 7 3 1 1 3 7 3 by 1 9 6 5 88 5 1 5 4 4 3 1 5 1 93 > 7 94,1 |1 93,1 | 94,7 | 94 94,6 5 1 95,1 | 93,8 7 93,7 | 87,9
93,193,193, 93 | 91, |91, |91, |91, |91, | 91, 90, | 93, | 95, | 96, | 92, | 88, | 91, | 93, | 92, | 93, | 91, | 92, | 93, | 91, | 93, 94, | 90, 91, 89, 93, 94,
SC26 1 4 4 4 7 3 5 6 4 4 92 b 1 1 9 1 5 3 6 3 7 3 6 3 5 7 94 4 9 953 | 94,9 | 93,7 6 94,1 94 7 94,8 | 94,7 6 94,6 | 884 1
Grup
o 71, | 70, | 71, | 71, | 70, | 70, | 71, | 71, | 71, | 71, | 71, | 71, | 70, 71, | 70, | 71, 70, | 71, | 70, | 70, | 71, | 71, | 69, | 71, | 70, | 70, 71, | 71, 70, 71, | 71,
exter 4 7 3 2 8 9 6 7 4 4 1 5 6 B 9 6 3 70 9 3 6 6 3 2 2 3 6 9 TE LA TG | 719 T 7.1 1 4 7134 712 9 704 | 706 4 8
no
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Anexo 10

Matriz de similaridade das linhagens na analise dos genes rpoB e atpD
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhage |20 | 20 20 21 [20 [21 [20 [21 [20 [20 [21 [21 |20 |20 |22 |22 |22 |22 [22 |23 |23 |23 |23 |23 (23 (23 (23 |23 |24 |24 |24 |24 |24 |24 [25 [25 |25 |25 (297 (252 |R [R [R |RS |RS [RS |RS |RS | RS |RS [ RS | RS | RS [ SC
m 49 [23 [85 [10 [86 [ 14 [51 {06 |11 |12 |11 [ 17 |19 |21 |29 |36 [47 [ 58 |60 |51 |52 |60 | 68 | 90 [ 91 (94 [ 95 [ 96 |00 |04 | 05 |35 | 37 [99 [00 [03 |09 |20 |0 2 S6 | s7[s9 10 [11 |12 [14 |15 [16 |17 |20 |21 |22 |3A
96
2023 5
98 | 97
2085 3] 8
94| 95| 95
2110 9] 5] 8
93| 94| 94| 93
2086 1| 2| 3] 8
93| 94| 94| 93| 99
2114 21 3|1 3] 9] 9
90| 90| 9 | 90| 9 |9
2051 3| 8] 7] 4] 5] 5
90| 90| 9 | 90| 9 |9
2106 S| 8] 7| 4] 5| 5
89| 90| 90| 90| 90 | 90| 97| 97
2011 J1 5] 1] 2] 4] 5] 8] 8
89| 90| 90| 90| 90| 90| 97| 97| 99
2012 8| 5| 2| 3| 5| 6| 8] 8] 9
91| 91| 92 91| 89| 89| 9 | 90
2111 S|l gl s 2| 7| 7] 1] 2
89 [ 90| 90 | 89| 9 | 9 93| 93| 88
2117 g A 3| 8| 4| 3[94]|94| 5| 6] 9
80| 80| 80| 80| 80| 80| 84| 84 84| 79| 87
2019 J1 31 91 5] 3] 3] 2| 2|8 1| 9] 2
8 | 86 | 86 | 86 86| 93| 93| 93| 93| 86| 89| 82
2021 [ 3| 0| 4(8 | 2| 4| 4 1 2] 6] 3,1
96| 94| 93| 93| 89| 89| 89| 8| 90| 8| 79] 85
2229 9% 9| 6| 2| 1| 2| 6| 6| 1] 2] 5[ 3[ 8]
83 | 89| 88| 88 | 88 | 88| 96| 96 | 95| 95| 88| 91 | 81 88
2236 Sl 2|1 91 7] 6] 8] 3| 3| 7] 7] 8] 8] 9[94]
93| 93| 93| 93| 91| 91| 8|88 |8 9287|7985 | 9] s
2247 31 51 7] 1) 8] 9| 8| 8| 3| 4| 3| 8] 9] 7] 9] 1
95 | 96 94 93| 93| 91| 91| 9 | 9 | 91| 8 |80 |8 | 95| 89| 94
2258 31 319|777 6| 6| 8| 9| 6|8 .5[.9[4]7]3
9 | 90 | 90 90 | 97| 97 97| 90| 93| 83| 95| 89| 98| 8| 91
2260 90| 5| 4] 3|9 1| 6| 6[97] 1| 4 2| 4| 5] 6| 5| 5| 2
96 97| 94| 94| 94| 9 | 90| 90| 90| 91| 8 | 8 | 86| 95| 88| 93| 95| 90
2351 209 4 9| 1| 2| 4| 4 1| a2 3] 7] 9 3| 7] 7] 1] 8],
94| 94| 95| 94| 93| 93 90 | 90 | 93 86| 93| 89| 98| 95| 90 | 94
2352 3| 9 1| 3] 4| aflon|o| 7| 8| 5|8 |8| 6| 7| 3| 1| 6| 7|5
91 92| 91| 90| 90| 89| 89| 89| 8 | 99| 88| 79| 8 [ 90| 88| 92| 91 91 | 93
2360 s519| 6| 6| 8| 9| 5| 5| 8| 9| 5| 8[6[2[7] 4] 4] 8|9/ 6/ 6
90| 90| 9 | 9 | 90| 97| 9797|9790 | 93| 83| 95| 8 | 98| 8 | 91|99 |9
2368 0| 5| 4] 3| 0| 2| 7| 7| 0] 2| 4| 2] 4] 6] 6] 5] 5] 2| 9| .01].,7]9
94| 94 94| 93| 93| 91| 91| 9 | 90| 93| 88| 79| 8 | 93| 8 | 98| 95| 90| 94| 99| 93| 90
2390 3] 9195 3| af 2 af af 6| 7 69957 3| 2|,7[8[3[s5]7]38
89| 90 | 90 | 90 90 | 97| 97 97| 90| 93| 83| 95| 89| 98| 8 [ 91| 99| 90| 90 | 89| 99| 90
2391 Ol 51 31 219 1| 7] 7|9 1| 3| 2| 4 5[ 5] 6] 4] 1] 9| 1| 6997
83| 88| 89 | 88 87| 85| 85| 85| 85| 87| 86| 76 | 81 84| 88| 8 | 85| 88| 89| 88| 85( 89| 85
2394 S| 8| 4] 9|87 1| 8| 8| 3| 4| 9| 2| 6| 2[8 ]| 5] 1| 3| 3| 4] 3] 1] 3] 4] 3
94| 94| 94| 93| 93| 91| 91| 91| 91| 93|89 |8 | 87| 93| 8 | 94| 94|91 |94|96| 93] 91| 9| 91| 9%
2395 94| 3| 8| 5| 4| 4| 8| 8| 4| 5| 8| 9[ 3| 4| 3| 8| 9| 8| 4| 2| 2| 8| 4] 3] 3| 1
92| 90| 92| 88| 87 | 87 | 84| 84| 83| 83| 85| 83| 79| 81| 89| 82| 87| 89| 83| 90| 88| 85| 83| 88| 83 | 82| 88
2396 61 5| 6] 6] 2| 3| 2| 2|.5| 6| 9|64 47| 3| 8| 3| 8| 5|69 8] 6|7 6|3
89| 90 | 90 | 90 90 | 97| 97 971 90| 93| 83| 95| 89| 98| 89| 91| 99| 90| 90 | 89| 99| 90 | 99| 85| 91| 83
2400 9| 5| 3| 2|9 1| 6[ 697 af 3[ 1| 3| 5| 6| 5| 4| 1 9[ 1| 6] 9] 9| 8| 9| 3| 3[7
96 97| 93| 92| 92| 89| 89| 88| 88| 90| 88| 80 | 85| 95| 87| 92| 94 | 88 | 96 | 93 [ 90 | 88| 93| 88| 87| 93 | 91 | 88
2404 J19% | 2| 4| 7| 8 3| 3[ 5] 6 5] 51 53| 3|52 7192 2]7[9] 1981 3[9
97| 98| 94| 93| 93| 9 |9 |90 | 9 |91 |8 |80 |8 | 9| 88| 93 90 94| 91| 90| 94| 9 | 89 92| 90 | 98
2405 98| 4| 6| 9| 7| 8 7| 7| 1| 1| 8] 9| 9] 3| 8[ 9] 29| 4|97| 6| 9| 4| 5| 3| 1]9%4]| 5| 3| 3
87 83| 88| 88| 88| 88 89 [ 89| 89| 80| 85| 87| 87| 87| 88 87 | 88| 89 88 85| 89| 81| 88| 86 | 88
2435 9|8]8)| 6| 5] .7 8| 8/8 | 4| 4| 6[ 3] 3] 7] 5] 5] 1|8/ 6|, 7] 2[8]| 5|8]| 1|7 .69 8]2
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhage |20 | 20 20 21 [20 [21 [20 [21 [20 [20 [21 [21 |20 |20 |22 |22 |22 |22 |22 |23 |23 |23 |23 |23 (23 (23 (23 |23 |24 |24 |24 |24 |24 |24 [25 [25 |25 |25 |252 (252 |R [R |[R |RS |RS [RS |RS |RS | RS |RS [RS | RS | RS [ SC
m 49 [23 [85 [10 [86 [ 14 [51 {06 |11 |12 |11 |17 |19 |21 |29 |36 [47 [ 58 |60 |51 |52 |60 | 68 | 90 [91 [ 94 [ 95 |96 |00 |04 | 05 |35 |37 [99 [00 [03 |09 [20 |24 |2B [s6[s7[s9 |10 |11 [12 |14 |15 |16 |17 [20 [21 |22 [3A
79| 79| 79| 79| 79| 79| 82| 82| 82| 82| 78| 88| 83| 80| 78| 80| 77 | 79 79| 77|77 77 74|79 | 79| 81| 78| 79|78
2437 J| 4| 8 5] 6] 6 9] 9| 1| 2| 1| a| 6| 3 9| 4| 5| 1[8| 5| 7| 98| 68| 7| 1|59 7| 8[9
9% | 99 95 | 94| 94 90 [ 90 91| 90| 80| 86| 96| 89| 93| 96| 90| 99| 95| 92| 90 90 | 89| 94| 90 | 90| 96| 97| 88| 79
2499 g1 6|9| 6| 5| 6|9t|o| 7| 8| 8| 3| 6[ 6 3| 3| 7] 5| 8| 2| a[2[8[9|7| 1| 6|87 3[7[4]47
98 | 97| 98| 95| 93| 93| 90 | 90 | 89 92 80| 86| 96| 88| 93| 95| 90 96| 94| 92| 90| 94| 90| 89| 94| 92 90| 97| 98| 88| 79 | 97
2500 gl ]l 91 3] 5] 6| 4| 4| 9|9 a9 8 af 3| 8| 7| 8| 4|7 9 2 1| 8] 1| 3| 4] 9| 1| 3| 6] 4] 8] 2
90| 90| 91| 90 | 89| 89| 88| 88| 87| 87| 89| 88| 79| 84| 90 | 86| 90 | 90 [ 87 [ 90 [ 91| 89 | 87 87| 94| 91| 85| 87| 90 |91 | 87| 78|90 | 90
2503 8| 5| 2| | a2 af a7 8 7 8] 9] 4| 7] 2| 1| 963 1| 8| 6[9| 6| 4| 7[ 1| 5[ 4] 3] 2| 4| 8| 2
94| 95| 95| 94| 92 89| 89| 88| 88| 91| 87| 79| 85| 93| 87 | 91 89 | 95| 93| 91| 89 89| 87| 93| 88| 89| 94| 95| 87| 77| 96| 94 | 89
2509 41 9|1 5] 2] 9|93 4| 4| 8| 9| 4| 7 3] 8] 8| 8| 8| 94| 4| 9| 2| 7| 49| 3| 6| 2| 9] 3| 6| 4] 6] 2| 2] 9| 5
94| 94| 95| 94| 94| 94| 91| 91| 9 | % 90 | 80 93 | 89 94| 91| 94| 94| 92 91|94 87| 94| 88 93| 94| 89| 79| 94| 94| 89| 93
2520 2|1 6| 2| 9| 8| 9| 5| 5| 8| 9|93| 1| 8(8| 5| 4|9)| 3| 1| 4| 4| 8] 2| 3|9)| 6| 9| 2[00 1| 3| 2] 4] 9] 9| 5] .1
92| 92| 9% 91| 91| 88| 88| 88| 88| 92| 88| 79| 85| 92 | 87 | 93 [ 93| 89| 92| 95| 92| 89| 95| 89 [ 88 87| 89| 91 88 | 77 93| 90 | 91| 93
2970 6| 8| 4[9)| 6| 8 9| 9| 8| 9| 4| 5| 6| 3 2| 8| 8 2| 3| 6 1( 4| 3| 2 2| 7[9]| 2| 2| 8[9| 5| 5|9 4| 5| 1[ 7
93| 93| 94| 94| 93| 93| 9 |9 8| 8 89| 80 | 86| 92| 88| 92[ 93| 90| 93| 93| 91| 9|93 8 | 93| 87 92| 93 94 88| 92| 98| 92,
2522 41 8| 4l ) 7| 8] 6| 6| 8] 9|92 3| 4[ 4] 6] 4| 2] 2| 4| 7| 5] 8[| 3[9%]| 5| 8| 5[99 2| 4[8[79] 1]9%| 6| .3[.9 8
92| 90 | 92 83 | 83| 84| 84| 83 86 | 83 82| 90 | 83 90 | 84| 91| 89 | 86| 84| 89| 84| 82| 88 | 88| 84| 92 | 92| 81 91| 93| 85| 90| 88| 87, | 88,
RS6 5| 9] 8|8 | af 1| 6 6 9[84( 3[ 4|77] 2| 3| 1|88| a7 2| 3| 7] 1| 6|95 1| 6| 4| 8| 9|73 22| 8[9]7 4 5
90| 91| 91| 91| 90| 90| 93| 93|93 93| 90| 9| 87| 8| 90 90| 91| 93| 90| 91| 90| 93| 91| 93| 88| 92| 84| 93| 89| 91| 90| 85 | 91| 91| 91| 89| 90 | 90,
RS7 Jla|l s 3l a2l gl a7 8| 67237192 a] 2| 3|.8|3[6[3]4]3| 5] 26|47 2]6]6]4]1]1]|.1[s38 1] 9|85
92 92| 9| 9 | 89| 89| 88| 88| 91| 90 | 80 92| 87| 91| 91| 88| 91| 92| 91| 88| 92| 88| 94 86| 88| 90| 92| 88| 79[ 92 92[ 95| 9 | 9 | 91, | 89, | 86 | 92
RS9 29| 5| 2231 a]| 9] 9] 1] 1| 9|8]| 2[4 3| 9| 8| 8| 3| 2| 8| 48[ 29| 3| 7| 8| 1|, 7|5 3| 5| 8| 7| 8 7 9| 2| 4
87| 87| 87| 87| 87| 87| 91| 91| 9 | 90| 86| 96 | 87 | 87 89| 85| 87| 9 | 87| 8 | 86| 90| 86| 90 | 83| 87 90 | 86| 87 | 87 | 86 | 87| 87| 86| 85| 87| 86, | 87, | 82 | 94 | 87
RS10 315|712 617 3| 37| 8| 867 2(8]3|6|3|.7]9| 867 8|7 8| 7[8|.6[3[3[2[7]7]5| 6|98 3 1] 9] 3|7
93| 93| 94| 93| 92| 92| 88| 88| 88| 88| 91| 88| 80| 85| 93| 87| 92| 93| 89| 93| 93| 91| 89| 93| 89| 90 | 94 | 88 [ 89 94| 88| 77| 93| 94| 91| 92 93, | 91, 89 | 90 86,
RS11 8| 6| 95| 5|79 98| 955|657 463|457 3] 62| 0| 4| 4| 2]93| 2| 8] 9| ,7( 3| 8| 893 3 $| 2| 8[93| 3
93| 94| 94| 93 92 83 | 88 87| 79| 85| 92| 87|90 | 92|88 91| 90 | 88 83 | 86 | 92| 88 | 88 94| 8| 76| 95| 93 95| 92 91, | 90 | 88 | 90 | 85, | 92,
RSI12 4| 8| 4| 4|92 1|8 [8 | 1| 2[9f 1| 73| 8| 3| 8| 8| 8[9[ 9] 3| 9[9)| 8| 8| 5[ 1| 8[9]| 5| 8| 4| 1| 9|8 6[ 6] 91 9| 3| 4| 1| 8| 4
92| 92 92| 91| 91| 89| 89| 88| 88| 91| 87| 79| 85| 91| 87| 94| 92| 89| 92| 95| 91| 89| 95| 89| 88| 94 | 87 | 89 | 91 | 92| 88| 77| 92 90 | 91| 92| 93, | 91, 90 | 91 | 85, | 92, | 90,
RS14 S| 5193 9 3| 4| 5| 5] 6 7| 4] 7| 1| 4| 9 7 3] 8| 2 2].,5| 5] 2].,5] 1| 3[.6].5]2[3|.7| 4| ,6]| 8|9 4| 5| 6 8 587 1] 1 3| 7 s
92| 93| 93| 93| 92| 92| 9 | 9 | 89| 89| 91| 8 | 79| 85| 92| 88| 94| 94| 8| 92| 95| 928 |95(8 | 8| 95| 8 | 89| 91| 93|88 |77| 93| 93| 91| 92| 93| 94, 92,87 |9 |92]|86|93]|091]| 9%,
RS15 gl al g 7| 5| 62 1| 8| 9| 9| 6| 4| 8| 4| 5| 6| 2| 9| 8| 8 2| 9| 9| 8| 3| 2| 7| 8| 9| 1| 4| 5| 4| 4| 2| 2] 5 9 3/ 7] 5] 3] 5] 2] 2] 4
9% 9 | 94| 94| 90 | %0 90 | 93| 89| 79| 86| 95| 89| 93| 95| 90 | 96| 94| 93| 90| 94| 90 | 89 [ 95| 90| 90| 94| 96 | 89 | 79 96| 91| 96| 95| 93, | 94, 90 | 91| 92| 87, | 94, | 95 | 93, | 94,
RS16 9% | 8|97 5| 3| 3| 8| 8|9%]| 1| 1| 8| 9|7 1| a| 5| 5| 6| 4727 8[6[5]a] 1] 6| 933195283 4 51 6] 2 5] 3] 6 9] 7] 2
91| 91| 91| 91| 90 | 90 83| 88| 90| 87| 79 9 | 87| 92| 91 91| 93| 90 93 | 88 93| 86| 88 91| 8 | 78| 91| 91| 89| 90| 92| 92,| 91, 85 90 | 85, | 91, | 89, | 92, | 93, | 91,
RS17 2| 6| 8| 4| 2| 38 [8 | 4| 5[ 5[ 6| 48| 5| 5| 8| 5(8 [ 2| 8| 4|8 9| 9|87 8| 4] 9]9%]| 2| 9| 1| 8| 6| 3| 1] 4 5 3] 8|8 [ 4] 3| 1| 4 5] 3| 9
95| 96| 96| 95| 93| 93| 90| 90 90 89 86 | 95 92| 94| 90| 96| 93| 929 90| 89| 94| 89| 90| 94| 96| 8| 79| 97| 95| 90| 96| 94| 92,| 93, |8 | 90 | 92| 86, 96, | 92, | 93, | 97, | 91,
RS20 2| 8| 4]l 7] 5] 6| 8| 8|9 | 1|9 4[| 6 2[8]| 8| 9| 5| 5| 9] 2 6[99]| 5] 2| 2|.6|5]9[3[6]4] ]3] 7956 7 7] 9] 8 3| 8| 94| 5| 6| 1| 9] 6
91| 91| 91| 91| 90 | 90| 88| 88| 88| 88| 90| 87 | 78 [ 85 90 | 87| 92| 91| 88| 91| 93 | 90 | 88 | 93 | 88 | 87 86 | 88| 89| 91| 86 91| 91| 89| 90| 92| 92, | 91, 85| 88|90 | 85 [ 91, | 89, | 92, | 93, | 91, 91,
RS21 1| 6| 8 2| 2| 3| 7| 2| 1) a| 5| 3| 7] 452|677 2[7[6]|.7] 96| 6[9%]|.5|.7] 938|718 8[.5]|3|.1[3.2 6 307 91 4] 3 2| 4 9f 5[ 9 97| 8
89| 88| 88| 86| 86| 83| 83| 82| 82| 85| 82 88 | 81| 85| 87| 83 86 | 85| 83| 86 | 83 | 82 83| 87| 88| 81|74 |8 | 88| 83| 88| 87| 85 | 86 |81 84| 79, | 86, | 88, | 85, | 85, | 90, 91, | 85,
RS22 88| 6 9| 2| 2| 3| 6| 6| 8| 9| 4| 2|74|8]| 1| 9| 9| 5| 28| 7| 4| 3| 8[ 2| 7|8 |8]| 3| 3| 9| 23] 7] 3]1]| 9], 5 2| 8|8 [ 9| 5| 4| 9| 4| 4| 5[ 8| 5[ 4
93 94| 94| 94| 94| 90| 90 | 90 | 90 | 92 79| 85| 92| 88| 92| 93| 89| 93| 93| 92| 89| 93| 89 94| 87| 89| 92 88| 78 | 94 89| 93| 95| 92 90 | 91| 86, | 92, | 92, | 92, 94, | 91, | 94, | 91, | 87,
Se3A 419 4] 4] 5] 6| 5| 5| 4| 4| 2]8[ 6[ 6 9] 2] 1] 1| 8| 8| 4 2] 8| 4| 8|8 5| 1|, 7] 8[94| 9] 3] 3|]94| 9| 4| 7 6| 95 (88| | 2| 8| 9| 3| 2| 9| 9| 5[ 2| 5| 1
93| 94| 94| 93| 92| 92|99 |99 79| 86| 93 | 89 95 | 90 97| 92| 90| 97| 90| 90 | 96| 88| 90 94| 88| 77 94| 94| 91| 93| 93| 95| 92|88 |91 94, | 92, | 96, | 96, | 94, | 93, | 94, 86, | 93,
Sc1B 9| 4| 4| 9| 8| 9| 8 8 5| s 7([8| 5| 7| 5| 3|9/ 6| 8[9| 3| 9| 8| 4| 8| 1| 4 3| 8[9| 4| 9| 5| 7| 4| 7] 2] 7 3 6| .7 93| 87| 6 2| 3| 2| 6| 8| 3[ 94| 8| 7
92| 93| 93| 93| 92| 929|999 80 92| 88| 95 94| 90| 93| 96| 92| 90| 9 88 | 96 | 87 92| 93| 88| 78| 93| 93 92| 93 92,1 87|90 | 92|87, |93 | 91, | 95 93, | 93, | 93, | 85, | 93,
SC1C 8| 6| 4| 3] 4| 5| 3| 3| 1| 1| 5|8 | 1[8| 4| 5] 1| 5| 1| 4] 2] 6] 1] 3|/9%]| 9| 4| 3[90| 2| 3| 8| 1] 9] a|91| 3| 7] 97 5|l 9 2] 1| 4| 6| 2] 96| 94| 4| 4| 7| 8| 4
97 | 97| 98| 95| 94| 94| 90 | 90| 90 | 90| 92| 90 | 80 | 86 | 96 | 88 96| 90| 97| 95| 92|90 | 95] 90 | 8| 94| 91| 9| 97|98 88|79 98 | 91| 95| 95 94, [ 92 [ 91| 92| 87, | 93, | 94, | 92, | 93, 91, | 96, | 91, | 88, | 95,
Sc2A 6| 8] 3 6] 9] 9| 8] 8| 3| 4| 2| 2| 7] 2] 3] 9]|94| 8| 4| 4| 4| 4| 4| 3| 3| 4| 6| 6| 3| 1| 5| 4| 8|98 1| 2] ;7| 2| 93 3 2] 4| 3] a4 of 3 of 7[97| 8| 3| 8| 9 2
95| 96 | 96 | 96 | 93 90 | 90| 89| 89| 92| 89| 79| 86| 94| 88| 93| 95| 90 94| 92| 90| 94| 90| 89| 94| 8 [ 90| 94 88| 78| 96| 96 | 90 | 96 | 94 94, | 90 92| 86, | 94, 95| 93, | 93, 99, | 91, | 97, | 91, | 90, | 94,
Sc10B 8| 4| 6| 1) 9|94 4| 4| 6| 7| 7| 4| 8] 3] 9| 7] ]| 2| 2|9/ 3| 8| 3| 5| 2| 1|7| 8|3 5[9%]|9| 8| 7| .1| 8|49 9 1| 29| 2| 8 3| s| 7| 8| 5| 5] 5| 6 3| 5
95| 96| 96| 95| 94| 94| 91| 91| 91| 91| 92| 9 86 | 95| 89| 93 90 | 96| 95| 92| 90| 95| 90 | 89 90 | 95| 96| 88| 80 [ 96 [ 96 [ 90 | 94| 95| 93, | 94, [ 90 [ 91| 91| 88, | 93, | 93, 93, | 96, | 91, | 95, 88, | 94,
SC10C 91 5] 61 2] 2] 3| 8| 8| 2| 2| 8| 48| 8[ 3| 4| 9]97| 8| 3| 2| 6| 8| 2| 8| 1|9 9| 8| 4| 4| 8| 1| 8| 4| 8| 6/ 8 7 9| A4l 6 9] 1| 4| 7]19] 6 1| 9| 6 9] 1 4
95| 96| 96| 95| 93 91| 91| 90| 90| 92| 89| 80| 86| 94| 8 | 93| 96| 90 94| 92| 90| 94| 90| 88| 95| 89| 90| 94 88| 79 | 9 90 | 94| 95| 93, 94, 89| 91| 91 | 87, | 93, | 93, | 92, | 93, 91, | 95, | 91, | 87, | 94,
sC13 5| 3| 2| 2| 99| 3| 37| 8 5[ 9] 5] 4] 9| 1| 6|7 5[9%]| 9] 3|5]9|.5|.9],7[5[.5]9|9%]| 8| .8|.5[9%|.7[4[4 6 4| 9| 3 8| 7| 3| 4| 9| 49| 9| 3| 8| 8| 3
83 | 88| 89| 89| 88| 88| 89| 89| 89| 89| 89 | 88 85| 83 | 88| 88| 88 | 89 | 88 [ 89 [ 89 | 89 | 89 | 89| 85| 90 | 82 | 89 | 87 | 88 | 94 88| 89| 87| 88| 89| 89, | 88, 82| 90| 88| 86, | 89, | 86, | 89, [ 89, | 89, | 88, | 89, | 87, | 81, | 89,
SC18 81 5|1 6] 1] 6| 8| 5| 5| 6|7 3| 9[8[ 9] 4] 3| 5] 9|7 2737|677 8|36 5[9[9[78] 8] 1|7 3[6 5 5] 9| 4 9] 6| 8| 8] 7] 1| 6| 6| 1| 8| 8| 6
95| 96| 96| 95| 94| 94| 91| 91| % 92 (90| 8 | 86| 95| 8 | 93| 9 | 9 [ 9 92 90| 94| 9 | 89| 95| 8 90| 95| 9 | 88 96| 96| 90 | 94| 95| 93, | 94,| 90 | 91 | 91 93, | 93, | 93, | 93, | 96, | 91, | 95, 88, | 94,
Se19 815|521 2|5| 5| 9|9 8297237 8| 8| 3|95 8|9|7| 1| 8|97 3[3[9[s] 8| 3| 8|57 8 8| 3| 5[ 9| 8| a4 8| 1| s 2| 9| 7[9]| 2| 3
93| 94| 94| 94| 92| 92| 9 | 90| 89| 89| 92| 88 | 78 | 86 [ 93| 88| 94| 94| 90| 93| 96 | 92| 90 | 96 | 90 | 89 | 95 90 | 92| 93| 88| 77| 94| 93| 90| 93 87|90 | 92 93, | 92, 9, 93, | 94, | 93, | 86, | 93,
Sc20B A4l ] 2] 1) 8] 9] 4| a| 5] 6] 3 2[ 8[3[3] 6] 9] 7] a7 3[3[a]3]a] 4] 6|8/ 1| 3[6[2] 8] 4] 7| 8| 6[94] 94| 93| 9| 1| 2|8 9| 5[ 9| 6|9 2| 3| 1| 9| 4
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhage |20 [ 20 [ 20 | 21 |20 |21 (20 (21 [20 (20 (21 |21 [20 (20 (22 |22 |22 |22 (22|23 |23 |23 |23 (23 |23 |23 |23 (23 (24 |24 |24 |24 (24 |24 |25 |25 (2525|297 |252|R R R RS|RS|RS[RS|RS|RS (RS |[RS|RS|[RS|SC
m 49 [23 |85 |10 |8 | 14 [ 51 [ 06 | 11 12 (11 [ 17 | 19 |21 [ 29 |36 |47 |58 [60 [51 [52 |60 | 68 | 90 [ 91 | 94 |95 |96 [ 00 [04 | 05 |35 |37 [99 [00 [03 |09 [20 [0 2 S6 | S7 | S9 | 10 11 12 14 15 16 17 20 21 22 3A
94 [ 95| 95| 94| 92| 92| 89 ( 89 88 ( 88 ( 90 | 88 | 79 | 85 ( 93 | 87 | 91 | 93 [ 89 [ 95| 92| 90 | 89 | 92 | 89 | 87 89| 89| 93| 95| 86 941 89| 95| 93 91, | 92, | 88 | 89| 90 | 85, | 92, [ 95, | 91, | 91, | 96, | 90, | 97, | 90, [ 90, | 92,

sc21 31712l 4]l 3] 4|l 3| 3| 5| 5| sl aflal 3] 7] 6] 4]l 6] 1| 3] 6] 8271 ] 6]9| 1| a2 8[7]9%] 6|3 3]2 4 4| 6| 3| 8] 4| 7| 3| 3| 7| 8| 4| 9| 5] 3 8
94 | 94| 94| 93| 93| 8 | 8 ( 8 89 ( 91| 88 | 78 | 85 94| 95| 8 | 94 95| 91| 8 | 95| 89 94 | 88| 89| 93 | 94 T7|1 95| 94| 9 | 93| 94| 92, | 93,| 8 | 90 | 91 | 85, 92,1 92, 93, 95| 91, | 94, | 91, 93,

SC23B 94 9 9 .1 4 4 8 8 ,5 6 A1 3 7 A 94 88 .3 6 ,5 ,5 2 5 5 .3 A1 89 4 L1 4 6 6 | 87 4 2 4 2 ,5 3 8 4| 8| 1| 3 91 %4 6 7 7 1 9 6 91 8 3
8 | 8 | 87 | 86 | 86 | 86 | 87 | 87 [ 86 [ 86 [ 86 76 | 82| 85 [ 85 ( 85| 86 | 86 | 85 ( 8 | 86 | 86 | 86 [ 86 | 81 80 | 8 | 8 | 86 ( 92| 76 | 86 | 86 | 83 | 85 | 87 86, | 86, | 80 | 86 | 85 | 83, | 86, | 83, | 86, | 86, | 87, | 85, | 86, | 85, | 79, | 87,

SC23C 3 ,1 ,1 3 4 6 22 2 8 8 9| 86 9 7 ,5 .1 .8 4 6 6 8 i 6 i 6 .7 | 88 .8 5 »3 4 3 ,5 2 i i 7 6 2 31 1] 41 .1 4 9 6 7 4 1 6 2 2 1 4
95 96| 96 | 95 | 93 90 | 90 9 [ 91| 89 86 | 95 [ 88 92 [ 95 | 90 | 96 92 [ %9 90 | 88| 94 89 ( 90 9 | 88 | 78 9 | 96 | 94 92, 9 [ 9% | 91 | 87, 96, 93, | 98, [ 91, 91, | 90, | 94,

SC25B 7 8 8 7 9 | 94 8 8 | 90 1 8 S| 80 3 1 9 8 2 4 4| 94 .1 S| 94 4 9 5 .6 4195 5 8 81971 9 7 4 9 5 94| 2 8 9 1 94 2 93 1 3 9 98 8 7 7
94| 95 95 94| 91| 91| 91| 91| 93| 89 | 80 931 90 | 94 95| 91| 94| 96 93 [ 91| 96 | 91 | 89 97 | 88 | 91 | 93 [ 94 [ 90 | 78 | 95| 94 | 91 | 93 | %4 94, 93, | 88 | 91 | 92| 87, | 95, | 92, 94, | 94, | 95, | 93, [ 94, | 93, | 87, | 94,

SC26 3l alos| 2)9a| 2| 6] 6| 8] 8| a4l 7| as88| 9| 4] 9 6| 9] 6| 2| 4| 9| 2| 8| 3| 7| a| 8| 2| 5| 2] 8| 2] 6] 2| 9] 8 6 71 9] 9| 3] 3 7] 3] 8 1| 9| 2] 4 9
Grupo T3 72| 73| 73 (72 72| 73| 73| 73| 73| 72| 73| 64| 69| 72| 72| 72| 72| 73| 72| 73(72(73|73|73|69(73|67|73|71|73(73|63|72|73|72 73, | 72, 74| 73| 70, | 73, | 71, | 73, | 72, | 73, 73, | 71, | 66, | 73,
externo .1 6 ,5 8 7 8 9 9 ,5 6 A1 1 7 4 .1 2 9 8 8 3 3 L1 .8 4 8 8 8 4 i 6 3 8 2 7 4 2172173 8 4167 1| 5 9 2 5 1 4 4| 72 6 8 8 6

Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.
Linhagem SCI1B | Sc1C | SC2A | SC10B | SC10C | SC13 | SC18 | SC19 | SC20B | SC21 | SC23B | SC23C | SC25B | SC26
SC1C 96,9
Sc2A 9438 | 93,7
Sc10B 94,3 | 93,7 | 96,7
SC10C 94,7 | 94,9 | 96,8 95,7
SC13 94,6 | 94,8 | 96,3 95,6 99,6
SC18 90,4 90 89 89,2 89,3 89,3
Sc19 94,6 | 94,9 | 96,5 95,8 99,8 99,5 | 89,3
Sc20B 95,8 | 94,9 | 944 94,6 94,6 94,3 | 89,8 | 94,3
SC21 93 92,1 | 95,2 96,4 94,3 94 87,7 | 94,3 93,2
SC23B 95,1 | 93,7 | 953 94,8 94,8 94,5 | 884 | 94,6 96 93,2
SC23C 87,1 | 87,2 | 86,8 86,7 86,8 86,8 | 92,2 | 86,9 86,4 84,6 85,4
SC25B 942 | 934 | 96,5 98,1 95,8 95,5 | 89,6 | 95,7 94,3 96,9 94,6 86,6
SC26 96,6 96 95,2 95,4 95,8 95,7 | 91,1 | 95,7 95,5 93,5 95,6 88,4 95
Grupo externo | 73,9 | 74,4 | 73,6 73,4 72,7 72,7 | 73,9 | 72,8 73,3 71,6 72,4 72,1 72,7 74,1
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Anexo 11

Matriz de similaridade das linhagens na analise dos genes rpoB, recA e trpB
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

20 [ 20 [20 [ 21 [ 20 |21 |20 [ 21 |20 |20 [ 21 |21 | 23 | 23 [ 23 [ 23 | 23 | 24 [ 24 [ 25 [ 25 [ 25 [ 29 | 25 | R | RS | RS | RS | RS | RS | SC | SC | SC | SC [ SCI [ SCI [ SC | SC [ SC | SCz | SC | SC2 | SC2 | SCz | SC
49 | 23 |85 |10 | 86 | 14 | 51 |06 | 11 | 12 |11 |17 | 43 | 44 [ 51 |90 | 95 | 04 |35 |03 |09 |20 |70 |22 |so| 11 |12 | 14 |15 | 16 | 3a | 1B | 1c |24 [ 0B | oc | 13 | 18 | 19 | 0B | 21 | 38 | 3C | sB | 26
95,
w3 | %
w85 |97 %
92, [ 92, | 92,
mo | 2|2
90, | 90, [ 89, | 89,
s |0 00| 5| ®
%0, 89, | 99,
g | % or |0 | 8] %
89, 89, [ 89, | 90, 89,
2051 | B |8 8| 90 gg | B
89, [ 89, [ 89, | 90, | 89, | 89, | 99,
6 11777 2]
89, | 89, 90, | 89, [ 89, | 96, | 96,
20 e [P e 3 45
39, 90, | 89, [ 89, | 96, | 9, | 99,
2012 | 89 | B | o | 0| 8| 891 96| 96, | 9
i |90, (90, [90, 90, 9,89, [ 90, [ 90, [ 90, | %,
sl2 s |s|3lalil2]6]ls
89, 89, [ 89, | 89, ] 89, | 89, [ 92, | 92, 91, | 89,
W7 13 5 e |34l 2][%] 9|7
345 | 5L [ 75 [ 80, [ 8L [ 80, [ 80, | 80, | 80, | 79, | 79, | 8L, | 80,
alol 7| s|7lals|7]s|2]o9
82, | 81, 82, | 81, | 81, | 81, 81, | 80, | 80, | 82, 9,
BU RS 8 o s elol7]2]%]3
95, [ 99, [ 95, | 91, | 90, | 90, | 89, [ 89, | 89, | 89, | 89, | 89, | 79,
B3 2 6o |7 s34l s 1|83 7|H
w0 | 92 [ 9 [ 92, [ 93, [ 90, |90, [ 91, [ 91, [ 90, | 90, [ 9L, | 89, [ 8L, | 82, | 92,
sl o8| 2|45 3|45 ]|alols|e6ls]s
92,92, [ 92, | 93, 90, | 90, [ 91, | 91, 90, | o1, [ 89, | 81, | 83, | 92, | 9%,
295 19 |5 |s|lelel7]s|e6|®™|8|1 6|01 ]|1]4
94, | 95, | 90, 89, | 88, [ 88, | 87, | 87, | 89, 80, | 81, | 94, | 91, | o1,
24 BT e Pl 2 a7 e 1B ale]ls]s]e
s | 57| 86, | 87, | 87, | 86, | 86, | 86, | 86, | 86, | 86, | 5 | 57, | 80, | 8L | 86, | 87, | 57, | 86,
7183|689 ]6|6]|8]7 6 | 71761 |53
Jo0s | 90 [ 8% [ 90, 90, [87, | 4o | 89 | 89 [ 89, | 89, | 89, | 89, | 79, | 80, | 89, | 92, | 9L, | 9, | 86,
3lel3|7]8 slel3|2]6lal7(8]3]l6l6l4]ln
Jo0 | 92 [ 92|92 | 9L, [ 89, [ 89, |, [ oL |90, [90, [ 90, | 89, |80, | 8L |92 | 92, | 92, | 9L, | 86, | 90,
3086|513 vls |7 ]lels |11 ]s|olalelr]a
Soa | O% [OL [ 91, (9L [91, |91, [ 89, [ 89, [ 90, [ 90, | 90, | 89, | 8L, | 82, | OL | 9L, | o, | 90, | 85, | 89, | 91,
a8 |6 |3 |2 lal7 73 2]s|2]3]la]|3]|7 1223
om0 | 90 [ 99 | O1 [ L | 88, | 85, [ 89, | 89, [ 89, | 89, |89, | 88, | 80, | 81, | 89, | 94, | 92, | 89, | 86, | 90, | 9L, | -
6 |22 6l 7 s |el2]2]lolals]elols|olalals]|a
90, [ 90, [ 90, [ 90, | 90, | 90, | 85, | 88, | 89, 89, ] 88, | 80, | 81, | 90, | 90, | 90, 38, | 90, | 98, | 89,
B2 137 s a3 lala | [® 32 a]s |33 |®[¥ [ 1 |4]a]o
Rso | 21 [ 90, 90, [9L, [ 88, 4o [ 90, [ 90, [ 89, | 89, 89, [ 90, [ B0, | 8L, | 90, | 92, [ 92, [ 9, | 87, | 94, | 90, | 9, | 90, | 85,
18| 9|6ls 2l 3|75 |83 ls|s8|als8]lelelr]olslo]ls]|n
91, [ 90, [ 91, [ 90, | 88, | 89, | 89, | 89, | 89, 89, | 80, | 81, 92, [ 90, [ 87, [ 92, | 91, | 90, | 92, | 89,
RS ) 1 5 s o2 a3 ]lal1i (P[5 78] |61 |5]1]s5]|a|3]5]*
89, | 89, | 89, | 89, | 86, | 86, | 87, | 87, | 87, | 87, 86, 79,1 89, 89, 89, | 84, | 87, | 92, | 88, | 88, | 87, | 87 | 85,
RS2 15 o s 2|33 s |82 o[ s[MB2]s]||e|l2]s |1 |2]2]|1]la]ls]s
o, 91, [ 90, [ 89, | 89, | 89, | 89, 88, | 90, | 89, | 83, | 84, | 90, [ 9, [ 93, | 90, | 87, | o1, 91, ] 92, [ 90, [ 91 | 92, | 89,
RS 1[5 o7 8 8]lol|®s8lel3|3lalsls|alal2]s|?| 1|1 ]lals]s
ws1s | O [OL [9L [92, 89, |89, [90, [ 90, [ 90, | , [ 9L 89, | 8L |82, | 9L, [ 95, | 93, | 90, | 87, | 90, | 92, | 9L, | 93, | 90, | 1 | 92, | o | 95,
ala 4|84 s]|4ale6]2 s s |78 2 3|l eol2|7]|4]3]al2 2
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Porcentagem de similaridade com diferentes linhagens de Streptomyces sp.

Linhage | 20 [ 20 [ 20 | 21 [ 20 [ 21 [ 20 | 21 [ 20 [ 20 | 21 | 21 | 23 [ 23 | 23 | 23 | 23 | 24 [ 24 | 25 [ 25 | 25 | 29 [ 25 | R | RS | RS | RS [ RS | RS | SC | SC [ SC [ SC | SCI [ SCI | SC | SC | SC | SC2 | SC | SCz [ SCz [ SCz | SC
m | 49|23 |85 |10 |86 |14 |51 06|11 | 12|11 |17 |43 | 44|51 |90 |95 | o435 03 09| 20|70 |22 0| 11|12 14|15 16|34 ]1B|1c |24 0B |oc | 13|18 | 19| 0B | 21|38 | 3C | 5B |26
este | 93 (92 (93, (93,89, [ 89, (9L [y, | oL | OL | 4, 90 | 8L [82, |92, [ 94, [ 93,91, |88, |92, [ 94, | 91, [ 92, [ 90, | 92 | 92, | ,o | 93, | 92,
163|988 |09 4|3 715 lel2e6lsl7l3|l1l7]lel7]7]|6]7 3|9
san | 57 | 7 [ 88 | g5 | 57| 57, | 86, | 86, | 85, | 85, | 86, | 85, | 80, | 81, | 87, | 88, | 89, | 86, | 84, | 85, | 87, | 88, | 86, | 87, | 86 | 86, | 84, | 87, | 87, | 85,
8175 2 3|3 s |ololol8 |1 |la|s|s|als|1|s5]|e6lalr]lalalels]|s]|2]7
92,92, [ 92, | 92, | 90, 90, 90, [ 90, [ 91, | 89, | 8L, | 82, [ 91, | 95, | 94, | o1, | 87, [ 92, | 92, | 92, 93, [ 90, | 95, | 94, | 94, | 88,
SeB | 3 38 M e | A s 2 s s s a3 s lels 3™ B 4525 7
sere 1P [OL 9L [y, [0 |90, |90, 90, [ 90, [ 90, | 90, |89, |82, |83, | 9L | 95, | 94, | 90, | 86, | 90, | 9L, | 9L, | o | 90, | 91 | 92, | 89, | 93, | 9, | 92, | 88, | 94,
447 vz 8o 2|17 3|21 el |1]|s|9]8]7 2 el sl 28|49 1|09
san |95 | 95 [95 [ 92 [ 9L, [ 91, 90, [90, [ 90, [ 90, [ 90, |89, [ 80, | & | 95, | o4 | 92 | % | g5 | %% | 93 | 9% | 9L, | 9L [ 91| 9L | 90, [ 9L, [ 92, | 93, | 88, | 93, | 92,
slols|el2]3als|3l2]lel9] 4 9 |3 slelslel 2]l 28l al7 45|38
89,1 89, | 89, | 86, | 86, | 87, | 87, | 86, | 86, | 85, | 87, | 87, | 85, | 88, | 90, | 89, | 88, | 84, | 87, 38, 87, 88, | 89, | 90, | 89, | 93, | 87, | 90, | 89, | 89,
Sal0B 190 15" 18 |1 6|62 3 s |al7lils|i|8]1]lolalela]®]s|%]s (%8 s|1]|s]2]3]5]5]5]09
92, [ 89, [ 89, | 90, | 90, | 90, [ 90, | 90, | 89, | 83, [ 84, | 92, | 93, | 93, [ 92, | 86, | 91, | 92, | o1, | o1, [ 90, | 92 | o1, | 89, | 92, | 92, 88, | 93, | 92, | 93,
SCIC 193193193 16" | 6|8 | 24|31 |3]s|2ala|l7]s|o]l2]4|8|o|s|alala|ls|s|als|M]7]3]s]|a]|M
93,93, 193, 1 93, | 90, | 90, 91, o1, | o1, [ 91, 81, [ 82, [ 93, | 94, | 94, | 92, [ 87, [ 92, [ 93, | 92, | 92, | o1, [ 92 | 92, | 90, | 93, 94, [ 88, | 94, | 93, | 94,
SCB 16 6l e l2 s o ™23 3|22 4 s lals|s]l2]lalol3|3]2]8lalel 1 B8 74|61 |%]98
88, | 87, 88, | 87, | 87, 88, | 85, | 89, | 88, | 81, | 82, | 86, | 89, | 89, | 86, | 91, | 85, | 85, | 88, | 88, | 87, | 88 | 89, | 85, | 89, | 85, | 89, | 85, | 89, | 89, | 85, 88,
SC8 1 B33 4| ¥ ¥ 4313|5378 |laleolali|1]elals|alrli|s|7]2]9]8]|6]|6 5|88
93, [ 93, [ 93, [ 93, | 90, | 90, 91, [ o1, | o1, [ 91, 81, | 82, [ 93, | 94, | 94, | 92, 92,193, [ 92, [ 92, [ 91, | 92 | 92, | 90, | 93, | 92, | 94, | 88, | 94, | 93, | 9%, 99, [ 88,
S |5 6 | s als | o M2 3205 a7 7Y 5 7 s 2lelol3lel il ols s3] a |1 [2]783]
91, [ o1, [ 91, | 92, | 89, | 89, 91, | 90, | 90, 89, | 81, [ 82, 94, 90, [ 86, [ 91, [ 92, | 90, | 93, [ 89, [ 92 | 92, | 89, | 93, | 93, | 93, | 87, | 95, | 93, | 92, 94, [ 89, [ 93,
S2B 1 1 | s a4l ale [ 4|36 2|a|® %2478 |o|lel2]lalalr]e6lole|ls]| o283 ¥R ]|2]|s5]
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