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SILVA, Caroline Santos da. Metabodlitos produzidos por Burkholderia pyrrocinia com
atividade contra fungos fitopatogénicos. 2018. 52 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Pesticidas utilizados na agricultura moderna auxiliaram no aumento da produtividade das
culturas eliminando os agentes causadores de doencas. Entretanto, esses produtos apresentam
ameacas a saude humana e animal, e a0 meio ambiente. Com a finalidade da manutencéo da
atividade agricola através de praticas que reduzam danos ambientais estudar novos produtos
que possuam efetividade no controle de pragas agricolas com baixo impacto ambiental tornam-
se essencial. Nessa perspectiva, metabdlitos de origem microbiana oferece uma alternativa na
busca de novos compostos, esses organismos possui uma alta diversidade metabdlica que é
ainda pouco conhecida. Inimeros compostos foram identificados, séo largamente utilizados na
inddstria farmacéutica e apresentam alta efetividade como no caso da penicilina. Entretanto, o
nimero de microrganismos explorados ainda € baixo comparado a diversidade de
microrganismo presentes no ambiente. Os géneros Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus sdo
conhecidos e estudados pelo potencial na producdo de compostos antimicrobianos. Com
objetivo de estudar os compostos microbianos com atividade antifingica a cepa RV1R2
identificada como Burkholderia pyrrocinia foi utilizada para testar a bioatividade dos seus
produtos contra fungos de importancia agricola, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.
A cepa RV1R2 isolada a partir de uma graminea localizada proxima ao curso de agua em testes
anteriores demonstrou atividade antiflngica, neste trabalho estes compostos foram produzidos
e submetidos a diferentes técnicas cromatogréaficas e sua atividade foi avaliada através de testes
in vitro contra fungos fitopatogénicos afim de desenvolver alternativas aos compostos quimicos
utilizados hoje na agricultura.

Palavra-chave: Produtos naturais. antifingico. fungos fitopatogénicos.



SILVA, Caroline Santos da. Metabolites produced by Burkholderia pyrrocinia with activity
against phytopathogenic fungi. 2018. 52 p. Dissertation (MSc in Microbiology) — State
University of Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Pesticides used in modern agriculture have helped increase crop yields by eliminating disease-
causing agents. However, these products pose threats to human and animal health, and the
environment. With the purpose of maintaining agricultural activity through practices that
reduce environmental damage, studying new products that have effectiveness in controlling
agricultural pests with low environmental impact become essential. In this perspective,
metabolites of microbial origin offer an alternative in the search for new compounds, these
organisms have a high metabolic diversity that is still little known. Numerous compounds have
been identified, are widely used in the pharmaceutical industry and present high effectiveness
as in the case of penicillin. However, the number of microorganisms explored is still low
compared to the diversity of microorganisms present in the environment. The genera
Pseudomonas, Burkholderia and Bacillus are known and studied for the potential in the
production of antimicrobial compounds. In order to study the microbial compounds with
antifungal activity the RV1R2 strain identified as Burkholderia pyrrocinia was used to test the
bioactivity of its products against fungi of agricultural importance, Rhizoctonia solani and
Sclerotinia sclerotiorum. The RV1R2 strain isolated from a grass located near the water course
in previous tests demonstrated antifungal activity, in this work these compounds were produced
and submitted to different chromatographic techniques and their activity was evaluated through
in vitro tests against phytopathogenic fungi in order to develop alternatives to chemical
compounds used today in agriculture.

Keyword: Natural products. antifungal. phytopathogenic fungi.
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1 INTRODUCAO

O consumo de vegetais € crucial para a dieta humana, eles fornecem carboidratos
essenciais, proteinas, fibras, vitaminas e minerais. O cultivo de lavouras comecou a 10.500
anos, e tornou possivel a manutencdo de uma populacdo crescente com recursos alimentares
abundantes possibilitando a fixacdo dos individuos e a construcéo de vilas e cidades (AGRIOS,
2005; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

A medida que os seres humanos se estabeleceram e tornaram fazendeiros as praticas
agricolas tornaram-se cada vez mais especializadas, o resultado foi maior nimero de alimento
disponivel. Devido a sobra de alimento e a boa qualidade de vida houve o estabelecimento de
vilas e cidade, e o crescimento populacional. Estima-se que a populacdo humana constitui de
7,6 bilhdes de pessoas em todo mundo, e este aumento da populacdo humana somente foi
possivel pela producdo de alimento em massa (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014; ONU,
2017).

O Brasil ¢ um dos principais produtores mundiais de alimentos e fibras,
aproximadamente 61,06 milhdes de hectares foram utilizados na safra 2017/2018 para a
producdo de 226 milhGes de toneladas de gréo, distribuidos entre algoddo, amendoim, arroz,
feijdo, milho, café e soja (CONAB, 2018). Ha uma expectativa que nos préximos anos o Brasil
torne um dos maiores produtores do mundo devido suas grandes areas, recursos humanos e
tecnologicos (SCOLARI, 2009). Entretanto, o aumento da incidéncia de doencas em plantas
cresce cada vez mais entre os anos de cultivo, condigdo esté associada a sucessdo de culturas,
aumento das areas exploradas e a auséncia de boas praticas de manejo nas areas (HENNING,
2005).

Os fungos do solo s&o um dos principais causados de doengas em vegetais. Persistem
por longos periodos no solo através de estrutura de resisténcia como micélio melanizado,
clamidosporo, oosporo e esclerodio. E podem sobreviver no ambiente de forma saprofitica ou
como organismos livre. Os agentes patogénicos do solo sdo adaptados para crescer e sobreviver
no solo em massa, mas a rizosfera € o campo de infecgdo onde o patdgeno encontra a planta e
estabelece uma relagio parasitaria. E também onde a complexa comunidade de rizosfera, tanto
a microflora como a microfauna, podem interagir com o patogeno e influenciar o resultado da

infeccdo por patdgenos. A susceptibilidade de plantas hospedeiras, as condi¢des climaticas e
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ambientais fazem deste um dos maiores causadores de doencas (KOIKE ET AL., 2003;
RAAIJIMAKERS ET AL., 2009).

Diversas metodologias séo utilizadas para controle de fungos na agricultura, como o uso
de sementes saudaveis, rotacdo de culturas, controle bioldgico, controle quimicos, e outras
técnicas como 0 manejo integrado (BROOKER ET AL., 2016). Entretanto, o uso de produtos
guimicos € a técnica mais utilizada, apresenta alta eficacia no controle de pragas, porém, sua
alta eficiéncia provoca danos como risco a satde humana e animal, selecdo de organismos
resistentes, recalcitrancia nos alimentos, morte de organismos ndo alvo, e a toxicidade
ambiental (AKTAR; SENGUPTA; ASHIM, 2009).

Novas metodologias de controle de fungos fitopatogénicos devem ser elaborados para a
substituicdo do uso de produtos quimicos. O estudo de produtos naturais demostra uma
alternativa para substituicdo devido ao potencial inexploravel de compostos produzidos pelo
metabolismo secundario de organismos (CRAGG; NEWMAN, 2013).

O Laboratério de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina, Parana,
tem ampla experiencia com produtos naturais produzidos por bactérias de isolados ambientais
do género. A cepa LV, identificada como Pseudomonas aeruginosa, produz metabélitos que
possuem atividade contra bactérias do género Klebsiella de isolado ambiental (KERBAUY ET
AL., 2016), patdégenos de planta como Botrytis cinerea (SIMIONATO ET AL., 2017) e a
Xanthomonas citri (DE OLIVEIRA ET AL., 2016). A cepa RV7S3 pertencente ao género
Burkholderia possui atividade antifungica contra fungos patogénicos humanos do género
Candida (LASSIE,2014), e a cepa RV1R2, identificada como Burkholderia pyrrocinia em
trabalhos prévios exibiu atividade contra S. sclerotiorum (VIVAN, 2016).

O género Burkholderia possui espécies com uma diversidade e versatilidade genética,
possibilitando que ocupem uma ampla gama de habitats como o solo, &gua, rizosfera e como
patogenos de plantas, humanos e animais. Esta espécie desperta um grande interesse devido a
suas propriedades convincentes para a agricultura, como a promocao do crescimento da planta,
0 aumento da resisténcia a doencas, a melhora da fixag&o de nitrogénio e a utilizagdo de fésforo
(TYCET AL., 2017).

Portanto, com o objetivo de substituir os compostos quimicos utilizados na agricultura,
este trabalho foi desenvolvido a partir da tematica produtos naturais de origem microbiana. E
nele pode-se encontrar o isolamento, o cultivo, a fermentacdo, e os testes microbioldgicos

realizados contra fungos fitopatogénicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Com o intuito de encontrar alternativas ao uso de produtos quimicos na agricultura, o
presente trabalho tem como objetivo estudar os metabdlitos secundarios produzidos pela
Burkholderia pyrrocinia cepa RV1R2 com atividade antifungica contra os fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani.

2.2 Objetivo especifico

2.1.1 Obter metabdlitos ativos, por fermentacdo submersa da bactéria B. pyrrocinia cepa
RV1R2;

2.1.2 Avaliar a atividade antifungica dos compostos bioativos contra os fungos
fitopatogénicos S. sclerotiorum e R. solani por meio de disco difusdo, spot-on-lawn e da

concentracdo inibitoria minima;

2.1.3 Extrair e purificar os compostos bioativos a partir de métodos quimicos, como a
particdo liquido-liquido, cromatografia liquida a vacuo, cromatografia em camada delgada
preparativa, cromatografia flash e cromatografia liquido de alta eficiéncia;

2.1.4 Observar os efeitos morfolégicos dos bioativos sobre os fungos fitopatogénico a

partir da microscopia eletronica de varredura;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos fitopatogénicos

Os fungos sdo um grupo grande, diverso e amplamente disseminado no ambiente. A
maioria dos fungos habitam o solo ou matéria vegetal morta, e desempenha um papel
importante na decomposicéo e reciclagem de materiais organicos (MIDIGAN ET AL., 2016).
As interacOes entre plantas e fungos podem combinar em diferentes estilos de vida, como
saprofitica, patogénica ou simbiotica, seus limites ndo sdo bem definidos e cada interacdo
resulta em diferentes alteracfes para ambas as partes (ZEILINGER ET AL, 2016).

Esta estreita interacdo é antiga, evidencias fosseis encontraram interacdo simbidtica
entre fungo e planta foram datados desde o periodo do estabelecimento das plantas na terra, e
evolucdo de ambas as espécies permitiu o estabelecimento de uma relacdo benéfica, como a
troca de nutrientes (RAI; AGARKAR, 2014). Plantas secretam substancias que servem como
sinalizadores para o recrutamento de fungos para rizosfera da planta, através de fatores
bioguimicos, moleculares, genéticos e ambientais o resultado da interacdo planta-fungo é
determinado (ZEILINGER ET AL, 2016; RAI; AGARKAR, 2014).

Fungos patogénicos de plantas sdo caracterizados pela alta complexidade e diversidade,
sua versatilidade biologia possibilita o desenvolvimento em diferentes condic¢des climaticas,
desde climas secos até em regides quentes. Fungos fitopatogénicos sdo de grande importancia
econdmica e ecologica, podendo causar doengas destrutivas em muitas plantas cultivadas e
silvestres (AGRIOS, 2005).

Quando algumas espécies de fungos quebram o equilibrio muatuo entre as espécies e
tornam-se patdgenos eles podem ser classificados como biotréfos, hemibiotréficos e
necrotréficos, cada um presentando modos diferentes de interacdo com o hospedeiro baseado
no modo de nutri¢cdo (LO PRESTI ET AL, 2015, ZEILINGER ET AL, 2016; RAI; AGARKAR,
2014).

Fungos patogénicos caracterizados como necrotréficos, matam o tecido hospedeiro com
enzimas e toxinas, e ndao requerem de células vivas para obter nutrientes. A maioria dos fungos
necrotréficos sdo generalistas com um amplo espectro de hospedeiros (RAAIJMAKERS ET
AL., 2009; LALUK; MENGISTE, 2010). Podem ser divididos em dois grupos, fungos de



13

campo que infectam a planta durante o plantio e desenvolvimento, e fungo de armazenamento

que infectam antes e durante o armazenamento de grios (MARCIA; LAZZARI, 1998).

Os principais géneros de fungos necrotréficos sdo Botrytis, Pythium, Rhizoctonia,
Fusarium, Sclerotinia, Colletotrichum. A espécie Sclerotinia sclerotioroum agente causadora
do mofo branco infecta mais de 400 espécies diferentes de abrigando a maioria da producéo
mundial de alimentos, incluindo cereais, leguminosas e muitas outras culturas vegetais. Nos
Estados Unidos as perdas foram estipuladas por este patdgenos foram em 200 milhGes de
délares anuais. O género Rhizoctonia é uns principais fungos necrotréfico do solo podendo
causar doencas radiculares e vascular, esse agente patogénico causa tombamento pré / pos-
emergéncia nas mudas e sdo responsaveis pelas doencas da podriddo e da podridao radicular
que infligem uma perda estimada de US $ 4 bilhdes anualmente para as culturas horticolas dos
EUA (LALUK; MENGOSTE, 2010).

3.1.1 Rhizoctonia solani

O género Rhizoctonia, descrito por DeCandolle em 1815, inclui espécies de fungos
filamentosos habitantes do solo que ndo esporulam. Dentre elas, Rhizoctonia solani
(Teleomorfo: Thanatephorus cucumeris é a espécie mais estudada deste género, e foi
primeiramente descrito por Julius Kihn em 1858 por causar doenga em batatas (OGOSHI,
1996; CUBETA,; VILGALYS, 1997).

Pertencente ao filo Basidiomycota, ordem Cantharellales e familia Ceratobasidiaceae,
R. solani é formado por um complexo de espécies geneticamente distintos, com diferentes
morfologias, ecologia e patologia. Distribuido por todo mundo € capaz de causar doengas em
diversos cultivaveis de interesse econdémico, provocando a podriddo das sementes, raizes e

frutos, tombamento da planta, cancro no caule e doencas nas folhas (MENZIES, 1970).

Apresenta caracteristicas vegetativas que auxiliam na identificagdo desse tdxon, como:
hifas septadas multinucleadas, pigmentacdo com diferentes tons de castanho; ramificacdo em
angulo reto préximo ao septo distal, constricdo da hifa e formagdo de septo proximo ao ponto
de origem, septos do tipo doliporo, auséncia de conidios, zigomorfos e grampos de conexao
(AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018; PAMETER; WHITNEY, 1970). Entretanto, a

identificacdo do género Rhizoctonia ndo se restringe a identificagdo morfoldgica, necessitando
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de outras andlises, como informagdes sobre o teleomorfo, grupo de anastomose (AG) e sua
biologia molecular (VILGALYS; CUBETA, 1994).

Anastomose € definido como a manifestacdo somaética, ou vegetativa, da
incompatibilidade entre hifas diferentes da mesma espécie (ANDERSON, 1982). Os grupos e
subgrupos de anastomose representam linhagens evolutivas independentemente, e dentro de
cada grupo e subgrupo ha variacdes na morfologia, fisiologia, patogenicidade e hospedeiros
(GONZALEZ ET AL., 2001).

Atualmente, 14 grupos de anastomose sdo conhecidos em R. solani (AGsl a 13 e AG-
Bl), e alguns grupos de anastomose (AGs 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 9) possuem subgrupos denominados
de grupo inespecifico (ISG) (AJAYA-OYTUNDE; BRADLEY, 2018). Reacdo de anastomose
pertencentes aos mesmo AG inicia no pareamento entre diferentes isolados através do
crescimento estimulado pela atracdo mutua das hifas, resultando na fusdo da parede celular e
da membrana plasmatica, seguida de morte das células conectas e adjacentes a esta fusdo
(VILGALYS; CUBETA, 1994; CARLING, 1996; GARCIA; ONCO; SUSAN, 2006). Para
determinar grupos de anastomose de isolados ambientais é utilizado a técnica de confronto
direto descrito em De Carling, 1996.

R. solani ndo produzem esporos assexuais, existindo na forma de micélio ou esclerddio
livres solo ou em associacdo com plantas mortas e matéria organica. Os esclerddios séo
produzidos a partir da aglomeracao de hifas melanizadas sem diferenciacédo celular entre casa
e medula. As células melanizadas auxiliam na resisténcia dos esclerddios ao ataque de
microrganismos e as condi¢Ges desfavordveis do ambiente (GONZALEZ ET AL., 2011;
RITCHIE; BAIN; RUAIRIDH, 2013).

Os esclerddios do solo germinam em micélios sao capazes de infectar mudas ou plantas
adultas, quando h& a producéo de hifas vegetativas. O processo de infeccdo inclui a adeséo, a
penetracao, colonizagéo e a reacdo do hospedeiro. Quando as hifas entram em contato com um
hospedeiro compativel ocorre a ramificacdo de hifas de profusédo e a formacéo de estruturas de
infeccdo. O processo patogénico € caracterizado pela morte celular, antes e depois da
penetracdo e colonizagdo, caracteristicas de fungos necrotréficos e hemibiotroficos. Apos a
morte da planta, os micélios e os esclerddios retornam ao solo e vivem na decomposicao da
matéria organica (GARCIA; ONCO; SUSAN, 2006).

Em plantas de tabaco, a infec¢do por R. solani torna-se mais susceptivel nas primeiras

semanas de desenvolvimento, a medida que a planta adquire defesas fisicas e quimicas tornam-
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se mais resistentes a doencas. Em plantas recém transplantadas o tombamento e podridao sdo
as principais doencas, sendo o tombamento o sintoma mais observado neste cultivavel. A
podriddo do caule e da raiz € comumente associado a AG- 1, AG-2 e AG- 4. Sintomas nas
folhas de tabaco também podem ser observados, causados por infeccdes com basididsporos de
T. cucumeris. As lesdes nas folhas possuem caracteristicas circulares com anéis concéntricos e

gera perdas economicamente importantes na producédo de tabaco (GONZALEZ ET AL., 2011).

3.1. 2 Sclerotinia sclerotiorum

O género Sclerotinia abriga fungos fitopatogénicos com ampla distribuicdo geogréafica
e com uma gama de hospedeiras, este género é responsavel por grandes perdas econémicas
principalmente em plantas cultivaveis (SAHARAN; MEHTA, 2008). Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) pertencente a familia Sclerotiniaceae, ordem Helotiales, filo Ascomycota,
estd espécie quando patogénica obtém nutriente da planta de forma necrotréficas. S.
sclerotiorum ¢é identificada facilmente no campo por possuir micélios de coloragdo branca com
aspecto algodoso sobre o tecido da planta, e através da formagéo de esclerddio que podem ser
encontrados no solo incorporados aos restos culturais durante o preparo do solo para o plantio
(BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006; HEFFER; JOHNSON, 2007).

S. sclerotiorum é a espécie mais bem estudada do género, contendo diversas
informacdes sobre sua distribuicdo geogréafica, sua biologia e seus hospedeiros. Esta espécie
pode causar doencas em 408 espécies distribuidas em 73 familias de plantas (BOLAND; HALL,
1994). Considerado um dos patdégenos mais bem-sucedidos devido a gama de hospedeiros, este
fungo atinge alguns dos principais cultivaveis, como: feijdo, batata, alface, girassol, soja,
amendoim, cenoura, tabaco, algodéo e outras (BOLAND; HALL, 1994; SAHARAN; MEHTA,
2008).

No Brasil, € uma das doencas mais importantes da soja, podendo reduzir a produtividade
até 70% em lavouras. Estima-se que 23% da area de producédo de soja no pais esteja infectada
por S. sclerotiorum, e os estados mais afetados por este fitopatdgeno sédo Goiés, Bahia, Mato
Grosso, Parand, Minas gerais (MAYER ET AL., 2016).

E encontrada principalmente em lugares frios e Umidos do planeta, podendo

eventualmente ocorrer em regides quentes e secas. Temperaturas proximas de 0 ° C, ou acima
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de 32 ° C séo temperaturas ideias para a sobrevivéncia e infeccdo deste fungo, sendo menos
ativo e virulento nas temperaturas abaixo ou acima de 0° e 32 ° C (PURDY, 1979).

Devido ao grande numero de hospedeiros ndo h4 um dnico sintoma que possa ser
enquadrado para todas as plantas infectadas por este fungo. Os sintomas que podem ser
observados em folhas e caules sdo manchas encharcadas que expandem para dentro do caule,
formando lesdes escuras ou lesdes claras nos tecidos infectados. As lesdes geralmente
transformam-se em tecidos necrotréficos, que posteriormente podem ser identificados através
do micélio algodonoso, traco evidente para a identificacdo de plantagdes acometidas por S.
sclerotiorum. O micelio algodonoso desenvolve esclerodios, que podem ser observados na
superficie ou internamente ao tecido doente (PURDY, 1979; BOLTON; THOMMA; NELSON,
2006; HEFFER).

Esclerédio sdo estruturas de resisténcia que possibilita a sobrevivéncia de S.
sclerotiorum no solo por longos periodos em condicdes adversas. Os esclerédios também
apresentam um papel fundamental no ciclo de vida e infeccioso deste organismo (ADAMS;
AYERS, 1979; ORDONEZ-VALENCIA ET AL., 2015). Esta estrutura é formada por um
agregado de hifas consistentes, onde a camada externa apresenta coloracdo escura devido as
células melanizadas, e a parte interna (medula) é composta de carboidratos e proteinas. O
tamanho do esclerodio depende do hospedeiro, variando entre 0.3 mm a 10.0 mm, sendo
produzidos quando o crescimento micelial encontra esgotamento de nutrientes (PURDY, 1979;
BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

A capacidade reprodutiva desta espécie esta juntamente relacionada a capacidade de
sobrevivéncia dos esclerddios. Esses podem realizar a germinacdo carpogénica ou
miceliogénica dependendo das condi¢bes ambientais, resultando em duas doencas distintas
(BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006). Os esclerédios que germinam de forma
miceliogénica produzem hifas que atacam diretamente os tecidos das plantas, como raizes,
caules ou outros tecidos que estejam proximo ao solo (BARDIN; HUANG, 2001). A
germinacao carpogénica do esclerddio produz apotécio, corpo de frutificacao, e ascosporos que
infectam tecidos acima do solo, ou pode ser disperso por longas distancias através vento. A
maioria das doencas causadas por S. sclerotiorum sdo originadas por ascésporos (SHARMA
ET AL., 2016).

Em 1980, Huang e Dueck demostraram que a germinacdo do esclerodio pode resultar

em duas doencas diferentes no girassol: a germinacdo miceliogénica, que afeta inicialmente o
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caule e/ou as raizes, causando a podriddo do caule e a murcha da planta; e a germinacéo
carpogénica, que a forma e infecta a inflorescéncia do girassol, causando podriddo nesta

resultando em perda de rendimento.

3.2 Controle de fitopatdgenos

O controle de patégenos do solo é um grande desafio. Esses organismos podem
sobreviver por muito anos, e cada cultura esta susceptivel a um grande nimero de patdgenos.
Infeccbes simultaneas por diferentes patdgenos podem resultar em doencas complexas e de
dificil controle (KOIKE ET AL., 2003). A identificacdo do patdgeno e o conhecimento sobre
planta hospedeira, juntamente com fatores ambientais e as condi¢Oes climaticas sdo essenciais
para a escolha do método de prevencao e/ou controle da doenca. InUmeras técnicas podem ser

utilizadas para excluséo, erradicagéo e protecdo (MALQY, 2005).

Para exclusdo de agente patogénicos sao necessarias algumas praticas como: a producao
de sementes ou cultivo de plantas livre de patogenos através de programas de certificacdo de
sementes e materiais vegetais; isolamento de areas de producgéo; inspecdo de campo e remogao
de plantas suspeitas de doencas. A erradicacdo ou reducdo dos patdgenos € realizada através
da destruicdo do patdgenos, como: na remoc¢do ou queima das plantas doentes; rotacdo de
cultivaveis; saneamento; criacdo de condi¢bes desfavoraveis; controle bioldgico; controle
quimico. A protecdo dos cultiviveis caracterizado pela criacdo de uma barreira entre o patégeno
e a planta hospedaria, que pode ser realizada pela: inducédo de resisténcia em plantas; promocao
do crescimento da planta; uso de plantas geneticamente modificadas (MALQY, 2005;
AGRIOS, 2005).

A aplicacdo de produtos quimicos é a técnica mais utilizada para a protecao da superficie
da planta e a erradicagdo de um agente patogénico que iniciou o processo infeccioso (AGRIOS,
2005). Pesticidas associados aos fertilizantes e a variedades de sementes melhoradas,
contribuiram para 0 aumento nos rendimentos das culturas nos ultimos 80 anos (FERNANDEZ-
CORNEJO ET AL., 2014).

O uso de substancias quimicas como forma de controle ou eliminacéo de fitopatogenos
pode ser identificada em registros que remontam a Antiguidade Classica. Um dos fungicidas
mais conhecido foi a mistura de Bordeaux, anunciada em 1885 para o controle do Plasmapara
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viticola doenca fungica em uvas. Entre as décadas de 40 e 60 ocorreu avangos na industria
quimica e novos produtos quimicos foram elaborados com diversos sitios de acdo (RUSSEL,
2005).

Ao longo dos anos o consumo de produtos quimicos no Brasil aumentou, tornando-se o
maior consumidor de produtos agrotdxicos no mundo. Os agrotoxicos possuem ampla cobertura
legal no Brasil, com grande nimero de normas legais, como a Lei n°® 7802/89 que rege o
processo de registro de um produto agrotdxico. Com o objetivo do aumento da produtividade,
0 processo produtivo agricola brasileiro esta cada vez mais dependente dos agrotdxicos e fer-
tilizantes quimicos (CASSAL ET AL., 2014; BRASIL, 2018).

A aplicacdo de produtos quimicos causa impactos na qualidade da producdo alimentar
devido as altas concentragdes de agrotoxicos presentes nos alimentos, causando danos na saude
humana, animal e a0 meio ambiente, e também a selecdo de organismos resistentes pelo uso
continuo e exacerbado de produtos quimicos. Na saude animal, o uso de pesticida ocasiona
morte de organismos ndo alvo, toxicidade do solo e aguas superficiais e subterraneas, e pela
contaminacéo do ar, solo e vegetagdo nativa (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009;
CARVALHO, 2017).

O Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA) foi iniciado
em 2001 pela Anvisa, e tem objetivo avaliar os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos
de origem vegetal. Dos 25 alimentos monitorados nos anos de 2013 a 2015, 13 alimentos
apresentaram risco agudo sendo o abacaxi e a laranja os alimentos com maior com potencial de
risco (ANVISA).

Os grupos de alto risco expostos a pesticidas incluem trabalhadores de producéo,
formuladores, pulverizadores e trabalhadores agricolas. As principais consequéncias €

toxicidade e a indecéncia ao desenvolvimento de cancer (ALAVANJA, 2009).

Devido aos problemas apresentados sobre o uso de produtos quimicos novas alternativas
devem ser utilizadas para o controle de agentes patogénicos, como as praticas de cultivo através
como 0 manejo integrado, controle bioldgico e o uso de produtos naturais. (BROOKER ET
AL., 2016; SUMIDA ET AL., 2018).

3.2 Produtos naturais
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Fitopatdgenos como S. sclerotiorum e R. solani organismos que apresentam dificuldade
no controle devido a longa persisténcia dos esclerddios no solo e a producéo de ascosporos. Os
fungicidas quimicos apresentam alta eficiéncia no controle desses organismos quando aplicado
na fase certa de desenvolvimento do fungo, entretanto, seu uso acarreta em dano ambiental e
queda de produtividade (SMOLINSKA; KOWALSKA, 2018).

Produtos naturais (PN) sdo definidos por pequenas moléculas produzidas naturalmente
por qualquer organismo, incluindo metabdlitos primarios e secundarios. S&o isolados em
pequenas quantidades, tém atividade bioldgica e estrutura quimica interessante, e a sintese

destes produtos representam um desafio na quimica organica (NATURE, 2018).

O metabolismo secundério, principal fonte de PN, é exclusivo de cada organismo, e
geralmente a producdo destes compostos ndo sd0 essenciais para 0 crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo de um organismo. S&o produzidos como resultado do
desenvolvimento do organismo no meio ambiente, ou para atuar como um possivel mecanismo
de defesa contra predadores, auxiliando na sua sobrevivéncia (DIAS; URBAN; ROESSENER,
2012).

A maioria dos PN sdo derivados de plantas e microrganismos. As plantas sdo conhecidas
e utilizas para uso medicinais, suas propriedades etnofarmacoldgicas foram as primeiras fontes
de medicamentos. A investigacdo de plantas medicinais levou o isolamento de muitos PN que
se tornaram produtos farmacéuticos conhecidos, um deles é o paclitaxel, Taxol ®, um farmaco
utilizado no cancer de mama isolado da casca de Taxus brevifolia (DIAS; URBAN;
ROESSENER, 2012).

Um dos primeiros produtos naturais produzidos por microrganismos a ser descoberto
foi a penicilina, composto produzido por Penicillium notatum possui atividade contra
Staphylococcus aureus descoberto por Flaming em 1929. A descoberta da penicilina iniciou a
era dos antibioticos e estimulou a busca de novos compostos principalmente de origem
microbiana (DEMAIN, 2006).

Os microrganismos séo a fonte de bioativos estruturalmente diversos e sdo utilizados
na producdo de compostos com grande importantes na industria farmacéutica, incluindo
agentes antibacterianos como, penicilina (Penicillium), cefalosporina (Cephalosporium
acremonium) e tetraciclinas (Actinomycetales), agentes imunossupressores, como a

ciclosporinas (Trichoderma e Tolypocladium) e rapamicina (Streptomyces), anti-helminticos e
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antiparasitarios, como ivermectinas (Streptomyces), e agentes de reducdo de colesterol, como a
mevastatina (Penicillium) e lovastatina (Aspergillus) (CRAGG; NEWMAN, 2013).

A dificuldade de cultivar a maioria dos microrganismos limitou muito o estudo dos
ecossistemas microbianos naturais, estima-se, que menos de 1% dos microrganismos vistos
microscopicamente possam ser cultivados em laboratorio. O universo microbiano apresenta
claramente um vasto recurso inexplorado para a descoberta de drogas com o desafio de como
acessar essa diversidade quimica natural (DEMAIN, 2006; CRAGG; NEWMAN, 2013).

3.3 Burkholderia

Pertencente ao filo Proteobacteria, Burkholderia € um género que abriga bactérias
Gram-negativas ndo fermentativas. O género foi criado em 1992 por Yabuuchi e colaboradores
para incluir bactérias anteriormente classificadas como Pseudomonas rRNA grupo 2. Sete
espécies foram inicialmente descritas a este género, e posteriormente duas espécies foram
reclassificadas ao novo género Ralstonia (YABUUCHI ET AL, 1992; YABUUCHI ET AL,
1995). Devido a dificuldade de identificacdo, os membros deste género sofrem modificagdes
constantes, devido a alta semelhanga no gene 16s rRNA destas espécies. Segundo a revisdo de
2016, o género consiste em 90 especies e um vasto numero de possiveis candidatos
(DEPOORTER ET AL., 2016).

Espécies deste género podem ser encontradas em diversos locais como isolados no solo,
rizosfera, agua, planta, insetos, fungos, humanos e ambientes hospitalares. B. cepacia foi a
primeira espécie descrita deste género por Burkholder, em 1950, como um patdgeno de planta
causando podriddo na cebola (VIAL ET AL, 2007). O complexo Burkholderia cepacia abriga
espécies que compartilham uma alta similaridade na sequéncia do gene 16S rRNA e valores
moderados na hibridizagdo DNA-DNA.A identificacdo ao nivel de espécie através do gene 16S
rRNA nédo é suficiente devido a alta similaridade, necessitando de outras técnicas como a
analise de fragmentos do gene recA e a analise e da sequéncia multilocus (MLSA)
(VANDAMME ET AL., 2014).

O termo genomovar foi introduzida por Ursing e colaboradores, 1995, para denotar
cepas fenotipicamente similares, mas geneticamente distintas, que compartilham baixo nivel de

hibridizacdo DNA-DNA. O complexo Burkholderia cepacia € constituido de nove genomovars,
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incluindo isolados ambientais considerados benéficos pela capacidade de fixacdo de nitrogénio
e degradacdo de compostos recalcitrantes, e bem como isolados clinicos encontrados em
pacientes com fibrose cistica ou imunocompetentes (VIAL ET AL,2007; EBERL,;
VANDAMME, 2016; CHIARINI ET AL., 2006).

Este género é filogeneticamente diverso com multiplas ramificacdes nas linhagens 16
rRNA. Segundo Depoorter e colaboradores a classificacdo do género Burkholderia apresenta
trés ramificacdes. O primeiro inclui espécies pertencentes ao complexo Burkholderia cepacia,
e alguma espécies promotoras de crescimento e controle biolégico em plantas, como B.
vietnamiensis TVV74 e B. ambifaria AMMDT. O segundo abriga espécies isoladas de solos
poluidos com acdo degradadoras dos compostos poluentes. Os membros deste ramo ndo séo
patogénicos de humanos ou animais. E o terceiro compreende espécies ambientais associadas
a plantas, muitas delas diazotroficas e benéficas aos seus hospedeiros. (DEPOORTER ET AL.,
2016).

Outros autores apresentam uma nova classificagdo, Sawana e colaboradores 2014
dividiu o género em duas linhagens utilizando evidéncias filogenéticas e marcador molecular
para identificar insercGes ou exclusdes de sequéncias conservadas de proteinas. A primeira
linhagem, Burkholeria, inclui patdgenos humanos, animais e plantas, como B. pseudomallei, B.
mallei e B.glumae, e todas as espécies do complexo Burkholderia cepacia. E a segunda
linhagem filogenéticas, Paraburkholderia, espécies ambientais benéficas, como fixadores de
nitrogénio, promotores do crescimento, e degradadores de compostos recalcitrantes
(SAWANA; ADEOLU; GUPTA, 2014; EBERL; VANDAMME, 2016). Esta classificacdo
pode ser encontrada em diversos artigos demostrando a aceitacdo da comunidade cientifica na
divisdo do atual género Burkholderia em Paraburkholderia e Burkholderia.

Bactérias do género Burkholderia sdo ecologicamente versateis devido ao seu grande
genoma (7.5- 8.5 Mb) e a presenca de mdltiplas sequéncias de insercdo possibilitando
capacidades metabolicas incomuns (VANDAMME ET AL., 2014). Os produtos extracelulares
apresentam diversidade e versatilidade na funcéo, possuindo papel fundamental na interacédo
com o0 hospedeiro. As espécies secretam enzimas com atividade proteolitica, lipolitica e
homolitica, e secretam também toxinas, antibidticos e sider6fagos (VIAL ET AL., 2007). E
também possui interacdo benéfica com plantas no controle bioldgico (MAGALHAES ET AL.,
2017), biorremediacdo (CABALLERO-MELLADO ET AL., 2007) e na promocao de
crescimento de plantas (PEIX ET AL., 2001; BERNABEU ET AL., 2015)
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Este género produz compostos com ac¢do fungicida como, o complexo xylocandin com
atividade contra o género Candida (MEYERS ET AL. 1987), glidobactins com atividade contra
Thielaviopsis basicola (SCHELLENBERG ET AL. 2007), altericidins (KIRINUKI; ICHIBA,;
KATAYAMA. 1984), cepacins (PARKER ET AL., 1984), cepaciamides (JIAO ET AL., 1996),
fenazinas com atividade contra R. solani (CARTWRIGHT; CHILTON; BENSON, 1995),
occidiofungin (WANG ET AL., 2016), Burkholdines (LIN ET AL., 2012).

A pirrolnitrina € um dos principais compostos produzidos por Burkholderia, e possui
atividade contra fungos fitopatogénicos, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e Candida
albicans. Este composto € um derivado do triptofano, e varios espécies tem a capacidade de
produzir, como o g@género Pseudomonas e Burkholderia, e as espécies Enterobacter
agglomarans, Serratia plymuthia e isolados Myxococcus. A pirrolnitrina inibe o crescimento
fangico através da cadeia respiratdria transportadora de elétrons (VIAL ET AL., 2007).

A producdo de pirrolnitrina é regulada por Quorum sensing atraves da molécula
sinalizadora N-aceilhomoserina lactona (AHL). Esse sistema regula varias fungdes em uma
densidade populacional, como viruléncia, superficie de colonizagdo, simbiose e producdo de
compostos antimicrobianos (SCHMIDT ET AL., 2009). Trabalhos sdo encontrados sobre a
acdo antifungica contra fungos fitopatogénicos (HWANG; CHILTON; BENSON, 2002; EL-
BANNA; WINKELMANN, 1998).

Burkholderia pyrrocinia cepa 2327 foi a primeira bactéria a produzi o composto
antifangico pirrolnitrina. Esta bactéria foi isolada no Japédo a partir de uma amostra solo em
1963, e identificada como Pseudomonas pyrrocinia (KWAK; SHIN,2015). Outros trabalhos
também apresentam cepas de isolados ambientais identificados como B. pyrrocinia com
atividade antifungica e promocdo do crescimento em plantas. A cepa CH-67 apresentou
atividade contra os fungos Fulvia fulva, doenga do tomate, e Rhizoctonia solani doenca do
tomate e alface (LEE ET AL., 2011). A cepa JK-SHOO7E1 com promocéo do crescimento em
plantas e atividade antifungica contra cancros causadas pelos fungos, C. chrysosperma, F.
aesculi and P. macrospora (HE ET AL., 2018). E cepa Lyc2, que produz um composto com
atividade antifingica denominado de Occidiofungin. Este composto possui atividade contra
oito fungos fitopatogénicos sendo a maior atividade contra C. heterostrophus (WANG ET
AL.2016).
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Resumo

Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani sdo fitopatdgenos, com amplo espectro de
hospedeiros, distribuidos em todo globo com capacidade de resistir em ambientes adversos por
meio da estrutura de resisténcia denominas esclerodios. O controle desses é principalmente
realizado atraves da aplicacdo de produtos quimicos, esses demonstram efetividade no controle
dos organismos patogénicos. Entretanto, a maioria dos produtos ocasionam danos ambientais,
morte de organismos ndo-alvo, recalcitrancia e selecdo de patdgenos resistentes. Devido aos
problemas ambientais causados pelos produtos quimicos e a capacidade adaptativa dos
fitopatogénicos, torna-se necessario estudar novas alternativas com baixo impacto ambiental.
O metabolismo microbiano oferece uma alternativa de estudo para novos produtos bioativos,
0S microrganismos ambientais apresentam uma ampla diversidade e ainda ha pouco
conhecimento sobre seus metabolitos. Metabdlitos secundarios produzidos pelo género
Burkholderia vem sendo estudados com agdo antimicrobiana, com suporte da literatura e
resultados prévios este trabalho tem como objetivo investigar os metabolitos produzidos pela
Burkholderia pyrrocinia cepa RV1R2 contra os fungos fitopatogénicos S. sclerotiorum e R.
solani. Na determinacdo da concentracdo inibitoria minima realizada com a fracdo semi-
purificada denominada de R2 obteve-se concentracOes de 3,9 pg/mL para R. solani e 15,62
pmg/mL para S. sclerotiorum, e por meio da microscopia eletrénica de varredura foram
observadas altera¢cdes morfologicas causadas pela acdo antifungica desta fragdo. Os resultados
demonstram que a cepa RV1R2 produz compostos com agédo antifungica, e por se tratar de um
composto semi-purificado espera-se que ocorra uma reducdo na concentracdo da agéo
antifingica do composto purificado. Os resultados obtidos neste estudo séo relevantes por
tratar-se de uma cepa bactéria de isolado ambiental ainda pouco estuda quando comparados a
outros compostos. Entretanto, mais estudos serdo realizados para o desenvolvimento de um
novo produto para o controle de fungos fitopatogénicos.

1 Introducao
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Fungos estdo entre os patdgenos que afetam a produtividade agricola, podendo atingir o
cultivo, a colheita e 0 armazenamento. Fungos como Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia
solani causam danos severos em plantas e limitam a producgéo e a qualidade dos produtos,
estes possuem um amplo espectro de hospedeiros podendo causar doencas em culturas de
importancia econdmica em todo o mundo (AGRIOS, 2005). Os fungos fitopatogénicos
apresentam dificil controle, ndo somente pelo amplo espectro de hospedeiros, mas também
pela sua capacidade de viver no solo através da decomposi¢do de matéria organica ou através
de estruturas de resisténcia. O controle quimico é largamente utilizado na agricultura
tradicional devido sua facil aplicacdo e sua forte atividade contra os agentes fitopatogénicos
(NAING et al., 2013; Mihajlovi¢ et al., 2017). Entretanto, seu uso é exacerbado e
indiscriminado, provocando recalcitrancia, contaminacao e degradacao de solos e aguas
superficiais e subterraneas, morte de organismos ndo-alvo, problemas a saide humana e
animal e a selecdo de organismos resistentes. Devido a esta problematica, desenvolver novos
produtos que melhorem a produtividade agricola sem causar impactos ambientais torna-se
necessario (KEFI et al., 2015; Pii et al., 2015).

A producdo de compostos antimicrobianos € uma estratégia importante para a sobrevivéncia
de bactérias no solo, sendo este um ambiente heterogéneo, pobre em nutrientes e com uma
alta diversidade de bactérias competidoras. A producdo de metabdlitos secundarios como
antibioticos, toxinas, biosurfactantes, podem suprimir ou matar microrganismos oponentes
possibilitando sua sobrevivéncia no ambiente (TYC et al., 2014). Microrganismos ambientais
podem ser uma étima fonte para a descobertas de novos compostos, principalmente com acéo
antimicrobiana. Estes metabolitos ndo estdo diretamente envolvidos no crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo destes organismos, porém desempenham um papel
importante na interagdo com outros organismos. Diversas pesquisam foram realizadas
direcionadas em extratos microbianos como 0leos essenciais, metabolitos secundarios e novos
moléculas sintéticas como potencial agente antimicrobianos (TYC et al., 2017).

Bactérias gram-negativas do complexo Burkholderia cepacia sdo conhecidas por serem
patdgenos oportunistas de pacientes imunocomprometidos e sdo responsaveis por infeccdes
nosocomiais. Entretanto, essas bactérias também habitam o meio ambiente como no solo e
ndo sdo patdgenas. Algumas espécies do complexo B. cepacia produzem compostos com agao
antimicrobiana contra fungos e bactérias patogénicas, como as cepacidinas, xiloxandinas,
glidobactins occiofungina, e muitos outros (EBERL; VANDAMME, 2016; Lu et al., 2009;
Rojas-Rojas et al., 2018). O composto bem mais conhecido e estudado deste género é a
pirrolnitrina, que possui atividade contra fungos fitopatogénicos como, R. solani e Fusarioum
spp., além de inibir o crescimento de Candica albicans e algumas bactérias Gram-positivos e
Gram-negativas, exceto Proteus vulgaris. (Depoorter et al., 2016).

Metabolitos secundarios produzidos por bactérias ambientais podem ser uma fonte para a
descoberta de novos compostos com atividade antimicrobiana para o controle de fungos
fitopatogénicos. Em projeto realizado anteriormente, foi possivel determinar o potencial de
producdo de compostos antifungicos pela bactéria Burkholderia pyrrocinia cepa RV1R2 onde
demostrou atividade contra os patdégenos de importancia clinica contra Klebsiella pneumoniae
e Candida albicans, e também demostrou acdo contra fitopatdgenos dos géneros Sclerotinia e
Botrys. (VIVAN, 2016). O presente trabalho teve como objetivo estudar os metabolitos
produzidos pela cepa RV1R2 desde a producdo dos metabdlitos através da fermentacao
submersa, extracdo e isolamento de compostos extracelulares através das técnicas
cromatograficas, e teste de atividade antimicrobiana in vitro contra fungos fitopatogénicos de
importancia econémica.
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2 Metodologia
2.1 Fungos fitopatogénicos

Dois isolados de Rhizoctonia solani foram gentilmente cedidos pela Empresa Souza Cruz
ambos isolados do cultivo de tabaco, Nicotiana tabucum. Os isolados foram cultivados em
agar batata dextrose (BDA) a 28°C na auséncia de luz. O isolado 1, foi retirado de uma planta
tombada devido a necrose do caule. Ja o isolado 2, foi retirado a partir de folhas com manchas
circulares.

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum utilizado neste trabalho foi gentilmente doado pelo
Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina, Parand. Cultivado em
BDA a 21°C com fotoperiodo de 12 horas.

Os fungos foram armazenados em solucdo de Castellani (SOLA et al., 2012) e
criopreservados a -20°C no Laboratorio de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de
Londrina, Parana.

2.2 Cepa bacteriana e condigéo de cultivo

A cepa bacteriana Gram-negativa denominada de RV1R2 foi identificada como Burkholderia
pyrrocinia pelo sistema automatizado VITEK® (BioMérieux), e através da reacdo de PCR
com primers especificos. A bactéria foi isolada nas proximidades de um curso de agua natural
a partir de uma graminea encharcada no municipio de Itararé, Sdo Paulo, Brasil. (VIVAN,
2016). A cepa RV1R2 foi cultivada em &gar nutriente (AN) e incubada na temperatura de
28°C durante 24 horas, e entdo criopreservada em solucéo de glicerol 40 % (v:v) e
armazenada a -20°C no Laboratério de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de
Londrina, Parana. O in6culo utilizado para a producdo dos metabdlitos a partir da cepa
RV1R2 foi realizado por meio da turvacdo em solucéo salina (0.85%) correspondente a 0,5 na
escala de Mcfarland (aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). O cultivo foi realizado em Caldo
Nutriente (CN) no volume de 1 L em frascos de Erlermayer com capacidade de 2L, e 0
volume do inéculo foi de 1% (v:v). O tempo de cultivo e producdo dos metabdlitos ocorreu
durante 7 dias a 28°C & 170 rpm.

2.4 Extracdo e Purificacdo dos metabolitos com atividade antifungica

Subsequente ao tempo de cultivo foi realizado a centrifugacdo (15 min., 4°C, 9000 rpm) e
reducdo do pH para 4 com acido cloridrico. O sobrenadante livre de células e proteinas foi
entdo concentrado a 5 % do volume inicial em estufa de secagem. Em seguida submetido a
trés extragbes com solvente orgénico acetato de etila na razdo de 2:1 (v:v, solvente orgéanico:
sobrenadante). A fragéo acetato de etila (FAR) resultado da extragdo foi concentrada em
rotaevaporador (Rotavapor R-114, Biichi) a 50°C com vacuo constante, até a amostra estar
ausente de solvente organico.

A purificacdo da FAR foi realizada por meio da cromatografia liquida a vacuo (CLV)
utilizando coluna de vidro (20 mm diametro x 350 mm altura), com silica gel 60 (0.063 — 0.2
mm, MN) acoplado a bomba de vacuo com pressao média 51kPa. Como fase movel foram
utilizados solventes organicos com polaridade crescente: ciclohexano, cloroférmio, acetato de
etila, metanol e agua destilada. Foram utilizados os solventes organicos puros e a mistura
destes (1:1), obtendo-se 8 fracGes. As fraces foram denominadas de R e o nimero
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cronoldgico que esta fragdo é extraida. As fracfes foram evaporadas para a realiza¢éo de
testes microbioldgicos com atividade antiflngica.

A fracdo denominada R2 extraida com cloroférmio 100% apresentou atividade antifingica, e
foi submetida a outro método cromatogréafico para purificacdo do composto de interesse, a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCD preparativa). A fase estacionaria
utilizada foi silica gel 60G (Merk) em placas de vidro (100 mm de altura x 10 mm de largura),
e o sistema eluente utilizado foi ciclohexano:cloroférmio:metanol [75:20:05]. Fracdo R2
diluida em cloroférmio foi aplicada a 5 mm da base, e a fase movel percorreu 8 mm. A CCD
preparativa foi visualizada nos comprimentos de onda ultravioleta (UV) 312, 254 e 365 mm, e
as bandas detectadas nos diferentes comprimentos de onda UV foram marcadas e retiradas, e
entdo diluidas em metanol, homogeneizadas e centrifugadas (10 min., 25°C, 10000 rpm). O
sobrenadante foi separado do pellet contendo silica, filtrado em filtro de celulose regenerado
de 0,20 pL e concentrado, este procedimento repetiu-se por 3 vezes. Os testes
microbioldgicos foram avaliados por meio da técnica de spot-on-lawn para monitorar a
atividade antifangica das fracoes.

Uma banda de coloragdo amarela denominada de R2-6 foi submetida a cromatografia flash
(CF), coluna de vidro (5 mm de espessura x 15 mm de altura). A fase estacionaria utilizou
silica gel 60 (0.04 — 0.063mm, MN) com solventes organicos de polaridade crescente como
fase movel: ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua. Obteve-se 30 fracdes a
partir da CF e a atividade antifungica das fracGes foi monitorada pela técnica de spot-on-lawn.

Somente uma fragdo apresentou atividade contra os fungos testados, esta fracdo denominada
de R2-6a foi extraida com o sistema de solventes organicos: ciclohexano e cloroférmio
[60:40]. Afim de purificar os compostos com atividade antiflngica, a fracdo R2-6a foi
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) semi-preparativa em coluna de
fase reversa C18 (10 mm, 250 mm, Agilent®). Dois compostos apresentaram atividade
antifangica contra os fungos fitopatogénicos. A purificacdo dos compostos ocorreu a partir
um gradiente de 3 etapas: 5 minutos de dgua milli-q e acetonitrila [98:2], 5 minutos de
acetonitrila [100%], e 2 minutos de agua mili-g e acetonitrila [98:2], com fluxo de ImL/min e
pressdo de 400 bar. Foi utilizado o comprimento de onda UV 253 nm para observar os picos e
assim extrair 0s compostos.

2.5 Ensaios microbiologicos
2.5.1 Disco difuséo

As fracOes obtidas da particdo liquido-liquido e da CLV foram avaliadas para os fungos R.
solani e S. sclerotiorum. Cada fracdo foi diluida no solvente organico com maior afinidade e
impregnados em discos com 10 pL da fragdo na concentracdo de 500ug/disco. Como controle
negativo foi adicionado somente solvente organico no disco. Os testes foram realizados em
placa de Petri contendo BDA, ao centro da placa foi adicionado um plug fungico de 6mm e
nas extremidades adicionados os discos impregnados com a fracéo e o controle. Cada fungo
foi incubado nas condi¢des de cultivo descrito no topico 2.1 Fungos fitopatogénicos. A
avaliacdo do teste sucedeu quando o crescimento flngico atingiu o disco controle impregnado
somente com solvente orgénico e entdo foi mensurada, em milimetros, a distancia do centro
do disco até a borda do fungo.

2.5.2 Spot-on-lawn
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Para monitorar a atividade antifungica das fragdes obtidas através das técnicas CCD
preparativa, CF e CLAE utilizou-se a técnica adaptada de Spot-on-lawn (LEWUS;
MONTVILLE, 1991). As fracdes foram diluidas em 50 pL de solvente organico, 5 pL foi
adicionado a 15 mm da borda da placa de Petri, e ao centro da placa foi adicionado o plug
fangico de 6 mm. Como controle negativo foi aplicado 5 pL de solvente organico na
extremidade oposta a aplicacdo da fracdo. Os fungos foram incubados como descrito no
topico 2.1 Fungos Fitopatogénicos. A avaliagdo do teste sucedeu quando o crescimento
fangico atingiu o controle negativo, e entdo foi mensurada em milimetros a distancia do
centro da gota até a borda do fungo.

2.5.3 Determinacdo da concentracédo inibitoria minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método de dilui¢cdo em série em meio solidificado. As fracdes
foram diluidas em 5 mL de BDA, e um plug fungico de 6 mm foi adicionado ao centro da
placa de Petri. As condi¢6es de cultivo de R. solani e S. sclerotiorum foram as mesmas
descritas no topico 2.1 Fungos fitopatogénicos.

Foi determinado a CIM das fracdes FAR e R2, com teste de nove concentragdes de FAR
(1000 — 3.9 pg/mL) e oito concentragdes de R2 (125 — 0,5 pg/mL). As fracdes foram diluidas
em dimetilsulféxido (DSMO) 0,5%, e como controle negativo utilizou-se DMSO 0,5%
diluido no meio BDA para avaliar o tempo do crescimento fungico.

A avaliacdo foi realizada apds 72 horas para R. solani e 96 horas para S. sclerotiorum apos.
Os tempos de avaliacdo foram determinados a partir do controle negativo, quando o fungo
atingiu toda a placa. A CIM foi calculada pela porcentagem da inibicéo de crescimento (PIC)
e foi calculado de acordo com Yahyazadeh et al (2008).

crescimento do controle — crescimento do tratamento
PIC = - X100
crescimento do controle

2. 5 Microscopia eletrénica de varredura

Os resultados obtidos na CIM com as culturas fangicas de R. solani e S. sclerotiorum foram
crescidas com a fracdo R2 durante 48 horas, para avaliar as alteragdes morfologicas causadas
pela atividade antifungica desta fragdo. Os fungos foram cultivados em BDA, nas condi¢des
de cultivo descritas no tépico 2.1 Fungos Fitopatogénicos juntamente com as fragdes na
concentracdo de 1,95 pg/mL da fragdo R2 para R. solani e 0,95 pg/mL para S. sclerotiorum.
As concentrag0es utilizadas para MEV foram escolhidas devido a inibi¢do fingica em 50%
apos 48 horas de exposi¢do aos compostos antiflngicos.

Cortes de 6 mm do meio solidificado na regido onde havia crescimento fungico foram
realizados e fixados por 4 horas em solucéo de glutaraldeido 2,5 % e paraformaldeido 2%
tamponado com 0.1 M de cacodilato de sédio (pH 7,2) a 4°C. Em seguida, trés lavagens com
tampado de cacodilato de sédio 0.1 M (pH 7,2), e as amostras foram p6s-fixadas em uma
solucdo de tetréxido de 6smio 1% em tampao de cacodilato de sdédio (pH 7,2) durante 30
minutos.

As amostras foram desidratadas em uma serie de concentracdes de etanol (70%, 80%,90% e
100%), e entdo secas em ponto critico de didxido de carbono (BALTEC CPD 030 Critical
Point Dryer). Apds a secagem as laminas foram revestidas com ouro (BALTEC SDS 050
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Sputter Coater). Ao fim do preparo as amostras foram visualizadas no microscopio eletrénico
de varredura (FEI Quanta 200). Esta técnica foi realizada no Laboratério de Microscopia e
Microanalise da Universidade Estadual de Londrina, Parana.

3 Resultado
3.1 Avaliacdo da atividade antiflngica das fracdes

A fracdo FAR demonstrou atividade antifingica contra R. solani e S. sclerotiorum por meio
da técnica de disco difusdo (Tabela 1). Esta fracdo possui uma producdo média de 99,5 mg/L.
A purificacdo da fracdo FAR em CLV gerou oito fraces que foram monitoradas em teste de
disco. Somente uma fragdo, extraida com cloroférmio 100%, apresentou atividade antifingica
contra os fungos testados. Esta fracdo possui uma producdo média é de 0,52 mg/ L e foi
denominada de R2.

A técnica CCD preparativa pode-se obter oito fracdes visiveis em nos comprimentos de onda
UV 312,254 e 365 nm derivadas da purificacdo da fracdo R2. Uma banda de coloracéo
amarelada com Rf 0,275 foi isolada e monitorada pela técnica spot-on-lawn. Esta fracdo
apresentou alta inibi¢do no crescimento dos fungos testados. A fracdo denominada de R2-6
logo apos a verificacdo da atividade foi submetida a CF. Nessa técnica cromatogréafica foram
obtidas treze fracdes e utilizou-se da técnica spot-on-lawn para verificar a atividade
antifngica das fracdes, resultando em uma fracdo extraida com ciclohexano:cloroférmio
[60:40] com atividade antiflngica, esta denominada de R2-6a.

Afim de isolar os compostos com agdo antifungica, foi realizado a técnica de CLAE, que
permitiu monitorar os diferentes compostos presentes na fracdo R2-6a e isolar os compostos
para os futuros testes de analise quimica. O cromatograma apresentado na Figura 1, pode-se
identificar os compostos ativos denominados de fragdo branca, extraida no tempo 2,868
minutos, e a fracdo reativa, extraida no tempo 8,799 minutos observadas no comprimento de
onda UV de 253 nm. A fragdo reativa demostra uma alta atividade antifungica para fungos
testados através da técnica de spot-on-lawn comparado a fracdo branca.

3.2 Avaliacéo da concentracéo inibitoria minima

A CIM em meio solidificado para a fragdo FAR foi de 500 pg/mL para R. solani isolado 2,
250 pg/mL para S. sclerotiorum e R. solani isolado 1 ndo apresentou inibicédo total para as
concentracgOes testadas (Figura 1). A CIM em meio solidificado para a fragdo R2 foi de 15,62
pg/mL para S. sclerotiorum, 3,9 ug/mL para ambos os isolados de R. solani (Figura 2).

3.3 AlteracBes morfologicas observadas em Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar as alteracdes morfoldgicas causadas pelos compostos antifungicos a fragao
utilizada foi a R2. Esta fracdo foi escolhida devido a maior atividade antifingica comparado a
fracdo FAR, isto se deve ao maior grau de purificacdo entre as fragoes.

A concentragéo utilizada neste experimento foi determinada a partir das observagdes sobre o
crescimento fungico no tempo de 48 horas de cultivo. Para S. sclerotiorum a concentragao
avaliada foi de 0,95 pg/mL da fracdo R2, e pode-se verificar que houve a redugédo na
concentracdo de hifas, permanecendo somente hifas médias e grandes, e a ultraestrutura lisa
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observada no controle foi substituida pela ultraestrutura rugosa com possivel lise de hifas
(Figura 4).

Para os isolados de R. solani a concentragéo utilizada foi de 1,95 pg/mL da fragédo R2. No
isolado 1 pode-se observar (Figura 5) aumento na concentracdo de hifas quando comparado
com o controle negativo, alteracfes na ultraestrutura dos micelios com aspecto rugoso, e com
0 aumento de torcBes nas extremidades das hifas. No isolado 2 pode-se notar hifas contorcidas
com aspecto rugoso e, em algumas imagens hifas com alto grau de alteracdo morfoldgica,
supondo lise micelial (Figura 6).

4. Discussao

Isolada a partir da rizosfera a cepa RV1R2 foi identificada como Burkholderia pyrrocinia e os
resultados obtidos neste trabalho foi possivel confirmar que esta cepa de isolado ambiental
produz compostos com ac¢édo antifungica contra fungos fitopatogénicos R. solani e S.
sclerotiorum. Microrganismos habitantes do solo, demandam de um sistema de defesa
elaborado para sobreviver a alta competitividade deste habitat. Os metabdlitos secundarios
apresentam funcg&o ecoldgica na interagdo com outros microrganismos e na producéao de
compostos que possibilite competir neste ambiente, como a producéo de antimicrobianos (Tyc
etal., 2017a; Tyc et al., 2017b; Mendes et al., 2013).

Na literatura encontra-se diversos trabalhos sobre compostos com agéo fungicida produzidos
pelo género Burkholderia contra fungos fitopatogénicos. Alguns compostos identificados
como, occidiofungin (Lu et al., 2009), pirrolnitrina (Jung et al., 2018; Hwang et al., 2002),
acido fenilacetico, &cido hidrocinnamic, &cido 4-hidroxifenilacetico e éster metil 4-
hidroxipenilacetato (Mao et al., 2006), e outros ndo identificados, como cepa CF661 (Li et al,
2007) e cepa GT4028 (Lemtukei et al., 2017). Com objetivo de investigar os resultados
obtidos em trabalhos anteriores e os dados obtidos na literatura sobre o potencial na produgéo
de compostos antimicrobianos por bactérias do género Burkholderia, este trabalho estudou os
compostos antifungicos produzidos pela cepa RV1R2 com atividade contra fungos
fitopatogénicos e confirmou que bactérias do género Burkholderia de isolado ambiental
possui um potencial na producéo de metabolitos secundarios bioativos.

Os dados obtidos pela porcentagem de inibicdo fungica a concentracdo necessaria da fracéo
FAR para inibir 100% do crescimento fungico foi de 250 pg/mL para S. sclerotiorum, 500
pg/mL para R. solani isolado 2, e para o isolado 1 de R. solani néo houve 100% inibic¢&o nas
concentrages testadas. Os dados obtidos na porcentagem de inibigéo fungica para fracdo R2
foi de 3,9 ug/mL para os isolados de R. solani e 15,62 ug/mL para S. sclerotiorum.
Realizando uma comparacéo entre os dados das duas fracdes FAR e R2, pode-se verificar que
0 quanto maior o nivel de purificacdo do composto maior sua atividade contra os fungos
fitopatogénicos. Logo, espera-se que a atividade antifungica do composto puro apresente uma
reducdo da concentragdo necessaria para inibicdo total do fungo.

Analisando os dados obtidos neste estudo e os comparando com Naik e colaboradores, 2017,
observa-se uma maior atividade dos compostos produzidos pela cepa RV1R2 em relagéo as
especies Cymbopogon distans e Cinnamomum tamala. Os autores utilizaram o 6leo essencial
dessas plantas contra alguns fungos patogénicos e obteve resultados positivos com a CIM de
10 mg/mL para ambas as espécies de planta contra o fungo R. solani. Os 6leos essenciais com
atividade contra R. solani também foram testados contra outros fungos e para os fungos
Aspergilus favus e Pythium sp. apresentou uma CIM de 0,625 mg/mL (Naik et al, 2017). No
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trabalho de Ghahari e colaboradores, 2017, onde ele testa o 6leo essencial produzido por
plantas de soja, Glycine max, os resultados de CIM contra S. sclerotiorum foi de 25 pg/mL e
para R. solani ndo apresentou inibi¢cdo nas concentragOes testadas.

Realizando um comparativo entre produtos naturais de plantas com atividade antifingica
citados anteriormente e os produtos naturais produzidos pela cepa RV1R2 obtidos neste
trabalho, conclui-se que a concentracdo necessaria para inibicéo total do crescimento fungico
dos produtos naturais de planta utilizados sdo superiores dos valores encontrados neste
trabalho.

Nas imagens obtidas em MEV pode-se observar alteracbes morfoldgicas e na ultraestrutura
das hifas. Para o fitopatdgeno S. sclerotiorum inoculado juntamente com a fracdo R2
observou-se reducao no nimero de micélios, alteracdes na ultraestrutura apresentando um
aspecto rugoso e lise micelial quando comparado com o controle. Esses efeitos também foram
encontrados no trabalho de Soylu et al.,2007, testando a atividade antifingica do éleo de
orégano. As mesmas alteracdes na ultraestrutura micelial foram observadas nos isolados de R.
solani, e também pode-se observar as extremidades das hifas contorcidas e o aumento no
namero de hifas.

Embora os resultados demonstrem atividade antifingica dos compostos produzidos pela cepa
RV1R2, o mecanismo de acao ndo é conhecido. Avaliando a atividade antifungica de alguns
compostos, as alteragGes miceliais observadas neste trabalho podem estar relacionadas a
sintese da parede. Nos trabalhos observados nota-se hifas estouradas, membranas onduladas e
deformacéo na ponta das hifas, alteracdo também encontrados nos trabalhos de Nishiyama et
al. (2005) e Nakai et al. (2005). Estes trabalham apresentam alteracGes morfoldgicas parecidas
as deste trabalho e a justificativa encontrada pelos autores para as alteragdes é que 0s
compostos utilizados interferem na sintese do glucano, causando alteragdes morfologicas na
formacéo da parede celular destes organismos. Com base nestes trabalhos pode-se sugerir que
0s compostos com acdo antiflngica utilizado neste trabalho possa interferir na sintese do
glucano, porem mais estudos devem ser realizados para conhecer os mecanismos de acéo dos
compostos produzidos pela cepa RVR2.

A cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) apresentou dois picos, estes foram testados atraves
da técnica spot-on-lown e verificou-se a atividade antifungica destes picos. Um pico menor
detectado em 2,868 minutos, denominado como fragdo branca, e outro pico em 8,799
minutos, denominado de fracdo reativa. O composto denominado de fragdo branca possuli
afinidade com agua, enquanto a fragéo reativa possui afinidade com solventes organicos,
como o cloroférmio. Este trabalho deu informagdes positivas para a continuagéo do estudo
desta cepa bacteriana de isolado ambiental, entretanto, mais estudos devem ser realizados para
a purificacdo e identificacdo destes compostos com acao antiflngica.

5 Concluséao

Os resultados obtidos no trabalho confirmam que Burkholderia pyrrocinia cepa RV1R2
possui atividade antifangica. Em CLAE, verifica-se dois compostos com atividade antifingica
contra fungos fitopatogénicos testados. E por meio dos testes microbioldgicos, notou-se que
quanto maior o grau de purificagdo de um composto menor foi a concentragao necessario para
inibir o crescimento fangico. Os compostos produzidos pela cepa RV1R2 é um grande
candidato no desenvolvimento de novas drogas para o controle de fungos fitopatogénicos na
agricultura.
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Tabela 1 - Halo de inibicdo em milimetros da atividade antiflngica das fracfes FAR, extraida
da particdo liquido-liquido com solvente organico acetato de etila, fragdo R2 cromatografia
liquida a vacuo extraida com 100% cloroformio. Atividade microbioldgica testada a partir do

disco difusdo na concentracdo de 500 pg/disco.

Fracdo S.sclerotiorum  R.solani isolado 1 R. solani isolado 2
FAR 21 14 9
R2 22.5 N&o realizado 26

Figura 1 - Porcentagem da inibic&o fungica avaliada através da técnica concentracdo inibitéria
minima em meio solidificado da fragdo FAR, extraida a partir do sobrenadante com particdo
liquido-liquido com acetato de etila. As concentragdes testadas foram 3.9 — 1000 pg/mL, e a

avaliacdo foi realizada com o célculo da porcentagem de inibicao de crescimento micelial (PIC).
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Figura 2 - Porcentagem da inibicdo fungica avaliada através da técnica concentracéo inibitoria
minima em meio solidificado da fracdo R2, extraida através da cromatografia liquida a vacuo
com 100% de cloroférmio. As concentracfes testadas foram 0.95 — 125 pg/mL, e a avaliacdo

ocorreu através da porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC).
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Figura 3 - Cromatograma das fracGes branca e reativa na deteccdo de luz UV 253 nm. Fracgéo
branca esta localizada em 2,868 minutos com absor¢éo de 2,91672 mUA, e a fracdo reativa é

verificada pelo maior pico no tempo 8,799 minutos com absorcéo de 205,09293 mUA.
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Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura de S. sclerotiorum. Figuras a direita (a, c, €)
controle negativo. Figuras a esquerda (b, d, f) fungo tratado com 0.95 pg/ mL da fracdo R2,
apos 48 horas de experimento.
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Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura de R. solani isolado 1. Figuras a direita (a, ¢, €)
controle negativo. Figuras a esquerda (b, d, f) fungo tratado com 1.95 pg/ mL da fracdo R2,
apos 48 horas de experimento.
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Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura de R. solani isolado 2. Figuras a direita (a c,
e) controle negativo. Figuras a esquerda (b, d, f) fungo tratado com 1.95 pg/ mL da fracdo R2,
apos 48 horas de experimento.
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