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RESUMO

Perdas agricolas significativas sdo causadas por fungos fitopatogénicos todos os
anos, na busca por solucdes ecologicamente corretas e economicamente viaveis, 0s
produtos biotecnoldgicos surgem como uma excelente escolha. O presente trabalho
teve como objetivo produzir e extrair as moléculas com acao antifungica produzidas
por Bacillus velezensis CMRP4490 contra os fungos fitopatdgenos Machophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani. Por meio de uma fermentacao liquida submersa
foram obtidos biomassa contendo o microrganismo e os produtos provenientes de seu
metabolismo. Os métodos utilizados para a extracdo de metabdlitos secundarios
foram: Extracdo em Fase Solida (EFS), Precipitacdo Acida (PA)empH 2,0epH 4,0 e
uma metodologia de otimizacao, aliando ambas as extragdes (PA e EFS) visando a
separacao de metabdlitos secundarios com caracteristicas lipopeptidicas. Todas as
metodologias foram acompanhadas de testes in vitro pelo método de Spot On The
Lawn (SOTL) utilizando os fitopatdgenos M. phaseolina e/ou R. solani. A zona de
inibicdo de cada extrato foi medida em milimetros sendo que, aquele com maior
atividade contra os fitopatégenos foi o precipitado em pH 4,0 proveniente da
metodologia otimizada (PA + EFS) atingindo halos de 30 mm, a mesma amostra
atingiu inibicao total do fungo M. phaseolina na concentragéo 250 ug/ml. E possivel
inferir que os lipopeptideos produzidos por B. velezensis CMRP4490 tem acéao
antifungica, sendo necesséaria a aplicacdo de metodologias para a purificagéo e
identificacdo destes.

Palavras-chave: Antifungico. Bacillus. Extracao.
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ABSTRACT

Significant agricultural losses are caused by phytopathogenic fungi every year, in the
search for ecologically correct and economically viable solutions, biotechnological
products emerge as an excellent choice. The present work aimed to produce and
extract molecules with antifungal action produced by Bacillus velezensis CMRP4490
against the phytopathogenic fungi Machophomina phaseolina and Rhizoctonia solani.
The microorganism and the products resulting from its metabolism were obtained
through submerged liquid fermentation. The methods used for the extraction of
secondary metabolites were: Solid Phase Extraction (EFS), Acid Precipitation (PA) at
pH 2.0 and pH 4.0 and an optimization methodology, combining both extractions (PA
and EFS) aiming the separation of secondary metabolites with lipopeptide
characteristics. All methodologies were accompanied by in vitro tests using the Spot
On The Lawn (SOTL) method using the phytopathogens M. phaseolina and/or R.
solani. The inhibition halo of each extract was measured in millimeters, and the one
with the greatest activity against phytopathogens was the precipitate at pH 4.0 from
the optimized methodology (PA + EFS), reaching halos of 30 mm, which achieved total
inhibition of the fungus M. phaseolina at a concentration of 250 ug/ml. It is possible to
infer that the lipopeptides produced by B. velezensis CMRP4490 have antifungal
action, making it necessary to apply methodologies for their purification and
identification.

Keywords: Antifungal. Bacillus. Extraction.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a populagcdo global devera atingir cerca de 9,7 bilhées de
pessoas até 2050, segundo dados do Departamento de Assuntos Sociais e
Econbmicos da ONU (2022). Para suprir a crescente demanda por alimentos, o
sistema de producao alimenticia global devera passar por mudancas para garantir a
seguranca alimentar e nutricao de qualidade a todos (FAO, 2017).

Um dos principais obstaculos para o aumento na produgéo agricola reside na
incidéncia de doencas provocadas por fitopatdgenos, ocasionando a redu¢cao média
de 15 a 25% da producéo (VILLA-RODRIGUEZ et al., 2016).

A aplicacao de defensivos quimicos sintéticos € o método mais utilizado para a
reducao das perdas na produgdo agricola, o uso continuo ou em excesso destes pode
ser associado a riscos ambientais e a saude. A partir dessas questdes faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos inovadores para a diminuicdo dos
prejuizos causados por fitopatdgenos (AZIZBEKYAN, 2019; MICHEREFF et al.,
2005).

O fungo Macrophomina phaseolina, € cosmopolita e promotor de perdas
substanciais de rendimento, afetando em torno de 800 espécies de plantas em
diferentes estagios de desenvolvimento (BITANCOURT, 1935). No Brasil, esse
fitopatdégeno foi detectado pela primeira vez em raizes de feijdo e sucessivamente
passou a infectar outros cultivares, de acordo com Wrather et al. (1997).

O fungo Rhizoctonia solani € um fitopatégeno capaz de infectar uma ampla
gama de hospedeiros, podendo afetar as sementes, frutos, mudas, talo, raiz e folhas
(OGOSHI, 1985), tendo como consequéncia a morte prematura da planta e reducao

da produtividade (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000). Apresentando ampla
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disseminacao, R. solani pode ser classificado como um fungo de dificil controle,
devido a complexidade do seu comportamento ecolégico (ZILLI et al., 2007).

Os produtos biotecnoldgicos surgem destacando-se pela sustentabilidade e
aplicabilidade, suprimindo ou eliminando agentes patogénicos por meio de producao
de biomoléculas, com grande especificidade e rapida degradacdo, podendo ser
empregados isoladamente, ou associados a outros métodos de controle (CORDEAU
et al., 2016; SUTTON et al., 2016).

Diante da importancia pela busca de novos compostos que apresentem baixa
toxicidade e menor custo de produgcdo, o género Bacillus torna-se uma excelente
escolha para o desenvolvimento de um fungicida altamente eficiente devido a ampla
diversidade metabdlica associada a sua presenca em diferentes ecossistemas
(KUPPER et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010).

Bactérias do género Bacillus, sdo Gram-positivas, com formato de bastonetes
e podem ser aerobios ou anaerobios facultativos. Reconhecidas por auxiliarem no
crescimento de plantas, podem também serem utilizadas como antagonistas contra
bactérias, fungos e nematdides produzindo compostos que atuam como bactericidas,
bacteriostatico e fungicidas (SCHILLINGER et al., 1996; JOGAIAH et al., 2016; SILVA
et al., 2018).

Através da producao de moléculas bioativas como os lipopeptideos ciclicos
classificados em surfactinas, iturinas e fengicinas, os representes do género Bacillus
tém a capacidade de agir de forma direta, inibindo o crescimento de patégenos ou
indireta, estimulando a resisténcia sistémica nas plantas hospedeiras (HASHEM et al.,
2019).

A utilizagao de lipopeptideos no setor agricola ou alimentar é amplamente empregado,

contudo, o desenvolvimento de processos analiticos eficientes e economicamente
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viaveis é crucial para o desenvolvimento de metodologias que concedam resultados
satisfatorios apds os processos de extracdo dos compostos de interesse (ONGENA;
JACQUES, 2008).

A cepa B. velezensis CMRP 4490 apresenta grande potencial ja relatados in
silico anteriormente, contudo, a purificacdo dos metabdlitos produzidos pelo
microrganismo ainda € uma area inexplorada, assim, o objetivo deste trabalho foi
produzir, extrair, fracionar e avaliar as moléculas com acao antifungica contra M.

phaseolina e R. solani.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGRONEGOCIO NO BRASIL

A agricultura no Brasil € uma atividade econdmica estratégica que se destaca
mundialmente em relagcdo a producdo de insumos e commodities como, acgucar,
laranja, café, soja, milho e algodao (FAOSTAT, 2019).

Em 2023, o PIB do agronegocio correspondeu a 23,8% do PIB do pais, sendo
gue a soja e derivados, lideram o mercado, atingindo cerca de 40,4% das exportacoes
nacionais, contribuindo ativamente para o faturamento de US$166 bilhdes
anualmente. (CEPEA/ USP/ CNA 2023).

O crescimento da agricultura brasileira nas ultimas décadas deve-se principalmente
ao consumo de quimicos sintéticos amplamente utilizados para o manejo de
fitopatdgenos. Em 2021, o Brasil consumiu cerca de 720.870 toneladas de
agrotoxicos, o uso intensivo destes impacta negativamente a saude humana, o meio
ambiente e eventualmente promove a aquisi¢do de resisténcia contra os defensivos.
Isso se deve a seu alto potencial bioacumulativo e resisténcia a decomposi¢cao por

fatores biolégicos (SAVOY, 2011; MURAKAMI et al., 2014).
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Dentre as problematicas associadas a producdo agricola, o crescimento
populacional tornou-se um importante tema, estima-se que a populacao global devera
atingir cerca de 9,7 bilhdes de pessoas até 2050, segundo dados do Departamento
de Assuntos Sociais e Econémicos da ONU (2022).

Para suprir a crescente demanda por alimentos e diminuir as perdas
decorrentes de estresse biodticos e abidticos (10 a 40% da producao global), o sistema
de producao inseriu novas praticas de Manejo Integrado de Pragas e Doencas (IPDM),
que se constituem da combinagdo de métodos bioldgicos, culturais e quimicos de
forma otimizada, com o objetivo de diminuir os impactos ambientais e manter o
equilibrio econdmico (GASQUES et al., 2012; FAO, 2017; MOREIRA et al., 2017).

Dados indicam que cerca de 21,5% do trigo, 30% do arroz, 22,6% do milho,
17,2% da batata e 21,4% da soja sao afetados por insetos e outros patdgenos,
contribuindo para uma busca crescente por novos métodos para o controle de
fitopatdbgenos que sejam economicamente viaveis e ambientalmente sustentaveis
(CARVAJAL-YEPES et al., 2019).

Os produtos biotecnoldgicos surgem destacando-se pela sustentabilidade e
aplicabilidade, suprimindo ou eliminando agentes patogénicos por meio de produgao
de biomoléculas, com grande especificidade e rapida degradacdo, podendo ser
empregados isoladamente, ou associados a outros métodos de controle (CORDEAU

etal., 2016; SUTTON et al., 2016; REGO-MACHADO et al., 2021).

2.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS
Os fungos representam o maior grupo de organismos fitopatogénicos, ocorrem

em diversos tipos de sistemas agricolas e causam doencgas que podem afetar todos
os estagios de desenvolvimento das plantas (MICHEREFF et al., 2005; CORREIA,;

MICHEREFF, 2018).



19
101 O ambiente como um todo, bem como as caracteristicas do solo e da rizosfera
102  determinam quais microrganismos estardo presentes, afetando diretamente a
103  possibilidade de patégenos causarem ou nao doencas (CHIARAMONTE; MENDES;
104  MENDES, 2020).
105 Os fungos do solo podem sobreviver por longos periodos de forma inativa,
106  como estruturas de resisténcia que apresentam atividade metabdlica nula ou reduzida,
107  sendo que alguns fungos podem produzir esporos e serem facilmente transportados
108  por ar ou agua (HILLOCKS; WALLER, 1997; MICHEREFF et al., 2005).
109 Apés a germinacao do propagulo, o fungo entra contato com as raizes do
110  hospedeiro iniciando a fase de colonizagao, caracterizada pela invasdo progressiva
111  dos tecidos vegetais e o consequente aumento da producao de biomassa do fungo.
112 Quando a disponibilidade de energia decresce, ocorre a redugdo na producao de
113  biomassa e os fungos voltam a se diferenciar em estruturas de resisténcia (CORREIA;
114  MICHEREFF, 2018).
115 Dentre as principais culturas é possivel classificar os fungos fitopatégenos que
116  mais as acometem. Os principais géneros de fungos fitopatégenos desencadeadores

117 de infec¢Oes sdo Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia e Macrophomina.

118 Tabela 1: Doengas causadas por fungos do solo sobre as principais culturas agricolas no Brasil.
Cultura Tipo de doenca Patégeno Referéncia
e Rhizoctonia solani
¢ Pythium spp. LANUBILE et
Tombamento de plantulas e  Fusarium oxysporum f.sp. glycines 5 (2015,
Murcha-de-fusarium *  Sclerotium rolfsii . MICHEREFF
Soja Murcha-de-esclerécio » Macrophomina phaseolina et al, (2005).
Podridao cinzenta do caule e Sclerotinia sclerotiorum
Podrid&o branca e Fusarium solani f. sp. sojae
Podridao radicular seca e Diaporthe phaseolorum f. sp.
Cancro da haste meridionalis
COSTA et al,
e Macrophomina phaseolina (2019).
Milho Podridao do colmo e Pythium spp. MICHEREFF

Queima de plantulas ¢ Rhizoctonia solani et al, (2005).



Canade
agucar

Café

Feijao

Trigo

Arroz

Algodéao

Mandioca

Laranja

Podridao abacaxi
Podridao radicular
Podridao de esclerécio

Podridao radicular
Podridao do caule
Rizoctoniose

Murcha-de-fusarium
Podridao radicular seca
Podridao cinzenta do caule
Podridao branca

Murcha de esclerécio
Tombamento de plantulas

Mosaico do trigo

Podridao do caule
Rizoctoniose
Podridao radicular

Tombamento de plantulas
Podriddo negra
Murcha-de-fusarium
Murcha-de-verticilio
Podridao cinzenta do caule

Podridao radicular seca
Podridao radicular mole
Podridao do colo
Podridao negra

Podridao do pé
Podridao de fusario

Thielaviopsis paradoxa
Pythium spp.
Sclerotium rolfsii

Rosellinia spp.
Fusarium solani
Rhizoctonia solani

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
Fusarium solani f sp. phaseoli
Macrophomina phaseolina
Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotium rolfer

Rhizoctonia solani

Pythium spp.

Polymyxa graminis

Sclerotium rolfsii
Rhizoctonia solani
Pythium spp

Rhizoctonia solani
Pythium spp.
Thielaviopsis basicola
Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfecton

Verticillium dahliae
Verticillium albo-altrum
Macrophomina phaseolina

Fusarium solani
Platophthora drechsleri;
Sclerotium rolfsii
Rosellinia necatrix

Phytophthora spp.
Fusarium solani

19

BORGES et
al.,, (2019).
MICHEREFF
et al, (2005).

MICHEREFF
et al, (2005).
MONTEIRO
etal., (2017).

HENRIQUE
etal., (2015).
MICHEREFF
et al., (2005).

DALBOSCO
etal., (2002)

AMAIZ et al.,
(2017).
MICHEREFF
et al., (2005).

HALPERN et
al., (2013).
MICHEREFF
et al. (2005).

MICHEREFF
et al., 2005
STEFANELL
Oetal,
2017

MITCHEREF
F et al. 2005
SAENZ
PEREZ et
al. 2019

119 Fonte: O proprio autor.
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2.2.1 Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina foi descrito por Tassi em 1901, pertencente
a divisdo Ascomycota, classe Dothideomycetes e familia Botryosphaeriaceae, é
classificado como um fungo necrotrofico, patégeno que causa a morte do hospedeiro
e obtém nutrientes do tecido morto (SALES JUNIOR et al., 2020; LODHA; MAWAR,
2020; FARR; ROSSMAN, 2022).

Em culturas in vitro, M. phaseolina apresenta-se com coloragao variavel
dependendo do tempo de incubagdo e meio de cultura utilizado, as col6nias vao de
cinza, marrom até preto (DHINGRA e SINCLAIR 1978; KAUR, DHILLON, BRAR,
VALLAD, et al. 2012; SHORT, WYLLIE E AMMON 1978).

No Brasil, esse fitopatdgeno foi detectado pela primeira vez em raizes de feijao
e sucessivamente passou a infectar outros cultivares, causando doengas como:
podridao do carvao, podridao cinzenta do caule, podridao das raizes, tombamento e
danos as sementes, sendo mais agressiva em paises tropicais e subtropicais, de clima
semiarido (WRATHER et al. 1997; KAUR et al. 2013; KHAN et al, 2017).

A ampla variabilidade morfoldgica, fisioldgica, patogénica e genética torna M.

phaseolina um fungo cosmopolita e promotor de perdas substanciais de rendimento,
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afetando em torno de 800 espécies de plantas de valor comercial, como: soja,
meldo, melancia, feijdo, sorgo e algoddo (VENDAS JUNIOR et al., 2020; LODHA;
ROSA, 2020; LONGE; ROSMAN, 2022).
A capacidade de sobreviver durante longos periodos em reservatorios biologicos
como: residuos culturais e sementes, ocorre através de estruturas de de sobrevivéncia
composta por multiplas hifas, conhecidas como microesclerodios, esses, promovem
resisténcia a degradacao fisica, quimica e biolégica (BOLTON; THOMMA; NELSON,
2006).

Quando em estado patogénico, o fungo M. phaseolina coloniza o tecido
vascular, adentra o cortex e penetra nos vasos do xilema, podendo migrar em dire¢ao
a raiz, onde obstrui mecanicamente os vasos, causando desidratagdo e desnutricao
da planta, levando ao processo de murcha até morte (KAUR, DHILLON, BRAR,
VALLAD, et al. 2012; MAYEK-PEREZ et al. 2002).

Além da producao de proteinas que desempenham papel fundamental no
processo de infeccdo por M. phaseolina, alguns metabdlitos com atividade fitotoxica
ja foram identificados e contribuem no processo infeccioso (BANDARA et al., 2018,
KHAN et al., 2017, SINHA et al., 2021). Esses compostos estdo concatenados a
seguir.

Tabela 2: Compostos produzidos por M. phaseolina.

Proteinas Metabdlitos

Amilase Acido faseolinico
B-glucosidase Botriodiplodina

Catalase Faseolinona
Endoglucanase Fasesociclopentanona A
Hidrolases Fasesociclopentanona B
Lipase Guignardona A
Protease Isoasperlina

Superdéxido dismutase Macrofominol

Xilanases Meleina

Fonte: O proprio autor.
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Referéncias: BHATTACHARYA et al., 1987; MAHATO et al. 1987, BHATTACHARYA et al., 1994;
TRIGOS et al. 1995; RAMOS-SANTOS et al.,, 2014; SARKAR et al., 2014; KHAN et al., 2017;
BANDARA et al,, 2018; LAI & LIOU, 2018; ABBAS et al., 2020; KHAMBHATI et al., 2020; LU et al.,

2020; SALVATORE et al., 2020; SINHA et al., 2021.

Quando em contato com o hospedeiro, estes metabdlitos podem apresentar
atividade de supressdo da divisdo celular, ativacdo ou inibicdo da respiracao,
alteracdes bioquimicas (sintese ou transporte de compostos), danos as membranas
celulares ou até mesmo mimetizar alguns fitohorménios (OTANI, KOHMOTO,

KODAMA 1995; BERESTETSKIY 2008).

2.2.2 Rhizoctonia solani

O fungo Rhizoctonia solani pertencente ao filo Basidiomycota, classe
Agaricomycetes, familia Ceratobasidiaceae, é classificado como necrotrofico e
responsavel por danos a uma ampla gama de culturas como soja, algodao, canola,
trigo, beterraba, batata e alecrim (NAGARAJ et al., 2017).

Devido a sua alta patogenicidade, R. solani pode causar tombamento pré e
pds-emergéncia, ferrugem da bainha, podriddo da raiz, podridao do colo, cancro do
caule, podriddo da coroa, podriddo de botdes e frutos e ferrugem da folhagem
(EMBRAPA, 1999; NAGARAJ et al., 2017).

A infeccao nos tecidos vegetais ocorre por meio de hifas especializadas ou
estruturas de infecgdo, conhecidas como apressérios lobados. A penetracdo da
cuticula ocorre através da pressdo mecanica aliada a degradagcdo do tecido
hospedeiro, causada por enzimas como: celobiose desidrogenase, B-xilanase, -

glucanase, B-glucosidase, cutinase e glicosil transferase (GARCIA et al., 2006).
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Além das enzimas, durante a infeccao, ha a secrecao de fitotoxinas como: acido
3-metiltiopropiénico e acido 3-metiltioacrilico, componentes determinantes quanto a

patogenicidade e progressao da doenca (VERWAAIJEN et al., 2017).

2.3 Controle bioldgico

O controle biolégico € um fenbmeno natural que consiste na regulagcao dos
organismos por inimigos naturais, pode ser classificado como um fenédmeno dinédmico
que sofre influéncia de fatores climaticos, da disponibilidade de alimentos e da
competicdo (VAN DEN BOSCH et al, 1982).

Atualmente o controle biol6gico é empregado como uma metodologia crescente
no mundo e uma estratégia eficaz no controle de pragas agricolas, essa inovagao
trouxe consigo o incentivo para o uso de bioinsumos (MAPA, 2022).

Os bioinsumos, sédo definidos como produto, processo ou a tecnologia de
origem vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso na produgado, no
armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de
producdo aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas,
de microrganismos e de substancias derivadas e que interajam com os produtos e 0s
processos fisico-quimicos e bioldgicos, esses, sao produzidos a partir de
microrganismos ou moléculas produzidas por eles que atuam de forma benéfica para
controle de doencas ou como fertilizantes (MAPA, 2022).

Atualmente no Brasil, estao registrados 636 inoculantes e 617 produtos para
controle de pragas, dentre estes, apenas 94 sdo agentes biolégicos de controle. Com
relacéo a bioinsumos produzidos a partir de microrganismos, os registros indicam 295

inseticidas, 114 fungicidas, 78 nematicidas e 5 bactericidas (MAPA, 2024).
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2.3.1 Bacillus

Dentre os 114 fungicidas microbioldgicos registrados no Brasil, 50 deles séo
produzidos a partir Bacillus, género pertence a familia Bacillaceae, estes, apresentam
formato de bastonetes, sao gram-positivos, facultativos aerobios, catalase positivos e
sao produtores de endosporos (MADIGAN et al., 2010).

A vasta utilizacdo deste género bacteriano na producao de fungicidas se deve
ao aparato genético e grande estabilidade. Essas caracteristicas estdo intimamente
relacionadas a capacidade de formagao de enddsporos, a producao de metabdlitos e
promoc¢ao de crescimento em plantas, o que torna o género Bacillus uma alternativa
promissora (YOO et al., 2006; RUCKERT et al., 2011; Jl et al., 2013; BLEICH et al.,
2015; ZHANG et al., 2015).

Entre os 50 bioinsumos compostos por Bacillus ou por moléculas produzidas
por eles, 16 deles sao referentes a B. velezensis. Essa espécie foi isolada pela
primeira vez na foz do rio Vélez em Malaga (sul da Espanha) e descrita por Ruiz-
Garcia et al. 2005, como uma bactéria Gram positiva que se desenvolve na faixa de
temperatura de 15 a 45 °C e faixa de pH de 5,0 a 10,0 (MAPA, 2024).

A cepa de B. velezensis CMRP 4490 utilizada no presente trabalho, apés
sequenciada apresentou um genoma estimado em 3.996.396 pb. Foram identificados
13 clusters relacionados a sintese de moléculas com atividade antifungica, dentre
eles, 8 apresentaram agrupamentos de genes biossintéticos ja descritos ligados a
sintese de: surfactina, butirosina A/B, macrolactina H, bacileno, fengicina, difficidina,

bacilibactina e bacilisina (TEIXEIRA, G. M. et al., 2020).
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2.3.2 Compostos antifungicos

Varios compostos apresentam propriedade de inibicdo de microrganismos,
desde lipopeptideos ndo ribossomais até algumas proteinas, as quais sao produzidas
por uma grande variedade de organismos como as bactérias, espécies de
vertebrados, invertebrados, plantas e fungos (WILLIAM et. al. 1989; WONG et al.
2008).

O metabolismo secundario é caracterizado pela producdo de compostos
dependentes dos produtos advindos do metabolismo primario, essa via metabdlica é
responsavel pela producao de moléculas que podem ou ndo serem ativas (VINING,
1986; SPECIAN et al., 2014).

Com uma ampla gama de fungdes, os metabdlitos secundarios podem atuar
como defesa contra patdgenos, herbivora, protecdo contra raios ultravioletas,
tolerdncia a dessecacao, transporte de metais entre outros (WHITTAKER, 1975;
DETHIER, 1954; FRAENKEL, 1959; STAMP, 2003;).

Um exemplo da acao de proteinas antifungicas na natureza, sdo as proteinas
analogas a taumatina, essas estdo presente em Thaumatococcus daniellii e podem
ser encontradas no oeste da Africa. Embora a proteina taumatina e sua proteina
analoga sejam semelhantes estruturalmente, ndo compartiham das mesmas
caracteristicas, ja que a taumatina ndo apresenta atividade antifungica (HO et al.
2007). Estas proteinas analogas sao produzidas por algumas monocotiledéneas como
cevada, trigo, sorgo e aveia, e tem capacidade de inibir o crescimento micelial dos
fungos Fusarium oxysporum e Mycosphaerella arachidicol (HO et al. 2007; WONG et

al. 2008).
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2.3.3 Lipopeptideos

A literatura indica que microrganismos do género Bacillus sdo capazes de
produzir metabdlitos secundarios pela via NPSP- Nonribosomal Peptide Syntasis
Pathway ou pela via do PKS - Polyketide Synthase (WONG et al., 2008; WONG &
NG, 2009; BENITEZ et al. 2012;). Alguns dos compostos identificados e
caracterizados séo: iturina A, bacilomicina, bacilopeptina, surfactina e fengicina.

A familia das iturinas apresenta uma estrutura de pentapeptidio ou
heptapeptidio ciclico com uma cadeia de acido graxo contendo de 14 a 17 atomos de
carbono. Destacam-se as iturinas A, C, D e E, bacilomicina D, F, L, bacilopeptina e
mycosubtilina (MAGET-DANA & PTAK 1990; ALVAREZ, 2011; JEMI et al., 2017).

O mecanismo de acdo das moléculas de iturina ocorre quando penetram a
membrana citoplasmatica da célula-alvo e desorganizam a bicamada lipidica ativando
as fosfolipases. Dentro da membrana, elas formam estruturas oligdméricas
(agregados de lipopeptideos ou agregados do complexo lipopeptideo-fosfolipido) que
formam poros e aumentam com o passar do tempo e permitem o vazamento de K+
intracelular (MAGET-DANA & PTAK, 1990).

A familia das surfactinas refere-se as moléculas formadas por um
heptapeptideo ligado a uma cadeia de acido graxo contendo entre 13 e 16 atomos de
carbono. Essas moléculas promovem a alteracdo na membrana fosfolipidica devido
as interagoes fortes que estabelecem com a membrana, além de serem poderosos
surfactantes, por terem a capacidade de reduzir a tensao superficial da agua de 72
para 27 mN/m em uma concentragao tao baixa quanto 0,005%, além de apresentar
potente atividade antiviral, antitumoral, anticoagulante e bem como inibi¢coes

enzimaticas (YAN et al., 2012; MNIF & GHRIBI, 2015).
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A familia das fengicinas € composta por lipodecapeptidios ciclicos ligados a

uma cadeia de acido graxo contendo entre 14 e 18 atomos de carbono (saturados ou
insaturados), apresentando uma forte acéo contra fungos filamentosos. As fengicinas
diferem das iturinas e surfactinas pela presenca de aminoacidos incomuns, como
ornitina e alo-treonina. A variacao da posicao 6 no anel peptidico em Ala- Val permite
diferenciar as estruturas das moléculas pertencentes a familia da fengicina em
fengicina A e B e plipastatina A e B (ONGENA et al., 2005; ALVAREZ, 2011; MNIF &

GHRIBI, 2015).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos

A bactéria utilizada neste trabalho foi uma linhagem da espécie B. velezensis
CMRP 4490, originalmente isolada de um solo localizado a 23°19°26,2°S,
51°11'50,5"W, na Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil. A cepa
foi mantida no Laboratoério de Biotecnologia Microbiana da UEL e depositada como
cepa CMRP 4490 nas “Colec¢des Microbiologicas da Rede Paranaense (CMRP)” da
Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brasil.

Os fitopatdgenos utilizados nos experimentos in vitro foram M. phaseolina e R.
solani, ambos se encontram estocados no Laboratério de Biotecnologia Microbiana -

LABIM da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil.
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3.2 Producao dos metabdlitos

Para ativacdo da linhagem proveniente do banco de células, o isolado foi
inoculado em placas de agar Luria-Bertani (LB - Acumedia, USA) e incubados em
estufa a 28°C por 24 horas, posteriormente foram feitos repiques a partir de col6nia
isoladas, e incubados em meio LB a 28 °C por 18 horas. Apds crescimento, colénias
isoladas foram suspensas em salina e ajustadas na concentragcdo 0,5 da escala
nefelométrica de Mc Farland, correspondendo a uma concentracédo de 1,5x102
unidades formadoras de col6nias (UFC). Para o preparo da cultura iniciadora (Cl)
300ul da suspensé&o salina foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 100 ml
contendo 30 ml de meio formulado: g L': glicose 20,00; triptona 12,40; NaCl 5,00;
K2HPO4 3H20 1,50; MnSO4 H20 0,04; FeSO4 7H20 1,67; MgCl2 6H20 1,22; pH 7,00 -
7.20 (Patente BR 102020013481 7), os quais foram incubados a 28°C, 200 rpm
(agitador orbital Thoth 6430B, Brasil), por 18h.

Para a realizagao da fermentagao liquida submersa, uma aliquota de 1% (v/v)
proveniente da cultura iniciadora foi transferida para o Biorreator Applikon (Ez-Control-
Holanda) contendo 2000 ml do mesmo meio formulado, sob agitacdo de 1000 rpm a
28°C e 0,5 VVM de ar.

Apos inoculado, a dorna foi acoplada ao Biorreator Applikon (Ez-Control-
Holanda) onde monitorou-se a variagdo de pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
controlado o nivel de espuma.

Para a obtencdo do Sobrenadante Livre de Células (SLC), o fermentado foi
centrifugado por 15 min a 8860 x g (Hitachi, CR21G Himac), congelado e liofilizado,

obtendo o extrato bruto, material seco ri
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3.3 Contagem de células viaveis

A determinagdo da quantidade de unidades formadoras de col6nias foi
realizada por meio da diluicdo seriada, a partir de um tubo de ensaio contendo 9 ml
de solugéo salina e 1ml do fermentado. As amostras referentes a cada uma das
diluicées foram plaqueadas por meio da técnica de espalhamento com Drigalsky em
placas de Petri de 90 mm contento meio TSA (Trypticase Soy Agar) solidificado
(MORAES, R., 1993).

As placas foram incubadas a 25°C e analisadas ap6s 24 e 36 horas, as

contagens foram delimitadas como validas quando entre 30 e 300 colbnias.

3.4 Tratamento térmico

Os mesmos tubos de ensaio utilizados na contagem de células viaveis foram
aquecidos a 80°C durante 15 minutos em banho maria e as amostras referentes a
cada uma das dilui¢ées foram plaqueadas por meio da técnica de espalhamento com
Drigalsky em placas de Petri de 90 mm contento meio TSA (Trypticase Soy Agar)
solidificado (MORAES, R., 1993).

As placas foram incubadas a 25°C e analisadas ap6s 24 e 36 horas, as

contagens foram delimitadas como validas quando entre 30 e 300 colbnias.

3.5 Teste de poco-difusdo em agar

Os testes de poco-difusdo foram realizados no periodo de 72:00h em placas
de Petri contendo o meio de cultivo BDA (Agar Batata Dextrose) para o
acompanhamento da producdo metabdlica e determinagdo da atividade antifungica

do SLC contra M. faseolina e R. solani.
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O spot de 9 mm do fungo antagonista foi depositado ao centro da placa e de

forma equidistante foram dispostos os pocos de 9 mm de diametro, nesses foram
depositados 200pl do Sobrenadante Livre de Células ainda liquido, as amostras foram

esterilizadas por filtragdo em membrana de polietersulfona (PES) 0,22 pm

3.6 Extracdo dos metabdlitos

3.6.1 Extracdo em Fase Sélida (EFS) do Extrato Bruto (EB)

O Sobrenadante Livre de Células (SLC) apos ser liofilizado, foi denominado
como Extrato Bruto (EB). A partir do EB foi realizada a primeira Extracdo em Fase
Solida (EFS ou Solid Phase Extraction - SPE) utilizando cartuchos de Silica de Fase
Normal (EFS-N), a partir de 1 g do EB adsorvida em 325 mg de silica gel (0,063-
0,200m), triturados com auxilio de almofariz e pistilo e inseridos em cartuchos,
contendo 750 mg de silica gel, como fase mével foi utilizado 250 ml de metanol para
a extracao dos compostos polares. O extrato organico obtido a partir desta técnica foi

denominado EFS do EB.

3.6.2 Precipitacéo acida (PA) em pH 2,0

Para a realizagao da precipitagao acida foi adicionado ao SLC ainda liquido,
acido cloridrico a 6M ajustando a solucao até o pH 2,0, o frasco foi mantido a 42 C
durante a noite para a precipitagdo completa dos lipopeptideos. Apds o periodo de
overnight, a solugdo foi centrifugada durante 15 minutos a 12.000 rpm. Apds
centrifugacéo, o precipitado e sobrenadante foram ressuspensas em agua e o pH

ajustado a 7,5.
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3.6.3 Precipitacéao acida (PA) em pH 4,0

Para a realizagao da segunda precipitagao acida, foi adicionado ao SLC ainda
liquido, acido cloridrico a 6M ajustando a solucao até o pH 4,0, o frasco foi mantido a
42 C durante a noite para a precipitagdo completa dos lipopeptideos. Apos o periodo
de overnight, a solugcdo foi centrifugada durante 15 minutos a 12.000 rpm. Apoés
centrifugacao, o precipitado e sobrenadante foram ressuspensas em agua e o pH

ajustado a 7,5.

3.6.4 EFS dos Precipitados (P) obtidos na Precipitacdo Acida (PA)

Com o objetivo de otimizar a extracdo foram aplicados métodos de forma
conjunta, aliando a EFS a PA. Os Precipitados (P) resultantes da PA foram extraidos
novamente pela EFS, a partir de 1 g do Precipitado (P) adsorvidos em 325 mg de silica
gel (0,063-0,200m), triturados com auxilio de almofariz e pistilo e inseridos em
cartuchos, contendo 750 mg de silica gel, como fase movel foi utilizado 250 ml de
metanol para a extragdo dos compostos polares.

Para a retirada dos solventes, as amostras coletadas: EFS do Precipitado em
pH 2,0 e EFS do Precipitado em pH 4,0, foram concentradas em rotaevaporador

(Fisatom, 801) ressuspensas em agua, congeladas e liofilizadas.

3.7 Teste de difusdo em agar Spot on The Lawn (STL)

A qualificacao da possivel atividade inibitoria foi realizada por meio de testes

Spot on lawn contra M. phaseolina e R. solani. Em placas de Petri de 90 mm de
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didmetro com meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) foram depositados

Spots de 9 mm do fungo antagonista ao centro da placa e de forma equidistante foram
dispostas 10l as amostras de interesse na mesma concentracao.

Foram testadas duas concentracées: 500ug/10ul e 250ug/10ul, as placas foram

incubadas com fotoperiodo de 12 horas em incubadoras do tipo BOD a 25 °C, durante

5 a 7 dias e os didametros dos halos de inibigao foram medidos em milimetros (mm).

3.8 Concentragao Inibitéria minima (CIM)

Para determinar a concentracao inibitéria minima da amostra mais ativa, foi
realizada uma dilui¢cdo seriada do extrato em tubos contendo agua deionizada estéril,
apos a diluicdo, 1 ml de cada amostra foi incorporado aos 9 ml de meio BDA em placas
de Petri (60mm), resultando nas concentragées: 250 ug/ml; 125 ug/ml; 62,5 ug/ml;
31,2 ug/ml; 15,6 ug/ml e 7,8 ug/ml, estas concentragdes ja sao as concentragdes dos
extratos incorporados ao meio de cultura.

Plugs de 5 mm de didmetro com o micélio de M. phaseolina obtidos de uma
cultura de 5 dias, foram depositados no centro das placas, apds solidificado. O
crescimento micelial foi avaliado em 24:00, 48:00 e 72:00 horas de incubacao a 25°C
e a porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) calculada de acordo com

Yahyazadeh et al., (2008):

ICM (%) = [(C=T)] / C] x 100

Onde C (mm) é o didametro médio da colénia no controle e T (mm) é o diametro

médio da coldnia de cada tratamento. A concentracao inibitéria minima foi a menor

concentracao que inibiu completamente o crescimento fungico.
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418 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

419 4.1 Contagem de células viaveis e tratamento térmico

420 As dilui¢gdes foram realizadas com o intuito de verificar a pureza do fermentado
421 com relagdo a contaminantes e determinar a concentracdo de células viaveis obtidas
422  apos a fermentacéao liquida submersa.

423 Por meio do plagueamento e contagem, foram obtidas colbnias puras de
424 mesmas caracteristicas macromorfolégica e em quantidades satisfatorias,
425  demonstrando boa relagdo entre o metabolismo da cepa e o meio de cultura escolhido.
426 Através do estresse térmico causado pelo aquecimento das diluicoes e
427  plaqueamento, foi confirmada a capacidade do microrganismo de se diferenciar em

428  enddsporos, a contagem de col6nias em ambos os testes estdo na tabela a seguir.

429429
430 Tabela 3: Contagem de células viaveis e enddsporos com 24 horas e 36 horas.
Teste Diluicédo 24h 36h
Unidades Formadoras de -6 4,1x10® 5,4 x 108
Colbnia
Endosporos -6 3,2x10% 44x108

431 Fonte: o proprio autor

432
433 4.2 Teste de poco difusdo em agar

434 Apés a fermentacdo liquida submersa foi realizado o teste de pocgo-difusdo com
435 0 sobrenadante livre de células, constatando a presenca de metabdlitos secundarios
436 com acgao antifungica. Os halos resultantes foram medidos e atingiram 27,55 + 0,74

437 mm contra M. phaseolina e 28,25 + 0,85 mm contra R. solani.
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438
439 Figura 1:Teste de poco difusdo utilizando 200ul de sobrenadante livre de células (liquido) contra os
440 fitopatégenos M. phaseolina e R. solani.
Controle R. solani Controle M. phaseolina
441 Fonte: O proprio autor.
442
443 As extragOes resultaram em diferentes rendimentos de acordo com a

444  metodologia utilizada, obteve-se os seguintes valores a partir das amostras ativas:

445

446 Tabela 4: Rendimento dos extratos liofilizados.

Extracoes Peso matéria prima Ffes_q extrato Porce?tagem
liofilizado (g) (%)
P.pH 2,0 100 ml (SLC) 0,490 i
P.pH4,0 100 ml (SLC) 0,530 -
P. pH 4,0 EFS 1 g (PELLET) 0,601 60,1
EFS 1g (EB) 0,415 415

447 Fonte: O préprio autor.
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448 Legenda: P.pH 2,0: Precipitado da precipitagdo acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitacao
449 acida em pH 4,0/ P. pH 4,0 EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitacao acida apos extragdao em fase
450 sélida/ EFS: Extracdo em fase solida do extrato bruto.

451

452 4.3 Teste de difusé&o em &gar Spot On The Lawn (SOTL)

453 Por meio do teste STL contra M. phaseolina utilizando as extragoes em
454  concentracao 250 ug/ 10l ou 25 mg/ml, foi observada atividade antifungica nas
455  amostras: precipitado (PA) em pH 2,0 (P.pH 2,0), precipitado (PA) em pH 4,0 (P.pH
456  4,0) e precipitado em pH 4,0 (PA) apods a extragao em fase solida (P.EFS), as zonas
457  de inibicdo foram de 21,9 mm a 26,2 mm respectivamente.

458 As amostras: extrato bruto (EB), extragao em fase solida do extrato bruto (EFS),
459  sobrenadante da precipitacdo acida em pH 2,0 (S.pH2) e sobrenadante da
460  precipitacao acida em pH 4,0 (S.pH4), ndo apresentaram nenhuma atividade. O
461  resultado pode ser observado na figura 2 e as medidas dos halos na tabela 6.

462462

463 Figura 2: Teste SOTL utilizando extratos contra M. phaseolina em concentragao de 250ug/10pl.

Controle

464 Fonte: O proprio autor.

465 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ S.pH2: sobrenadante da precipitacdo acida em pH 2,0/
466 S.pH4: sobrenadante da precipitagdo acida em pH 4,0/ EFS: Extracdo em fase sélida do extrato bruto/
467 P.pH 2,0: Precipitado da precipitacdo acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitacédo acida em

468 pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitagdo acida apds extragdo em fase solida.
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Tabela 5: Medida em didmetro dos halos no teste spot on the lawn contra M. phaseolina na
concentragao de 250 ug/10pl.

Medida dos halos em

Extracdes mm (250ug/10ul) Desvio padrao
EB 00,0 -

EFS 00,0 -
S_pH2 00,0 -
S_pH4 00,0 -

P_pH2 21,9 1,833

P_pH4 22,3 1,389

P_EFS 26,2 1,177
C 00,0 -

Fonte: O proprio autor.

Legenda: EB: extrato bruto/ EFS: extragao em fase sélida/ S.pH2: sobrenadante da precipitagdo acida
em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitacdo acida em pH 4,0/ EFS: Extragcao em fase sélida/ P.pH
2,0: Precipitado da precipitagdo acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitagdo acida em pH

4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitacdo acida apds extracdo em fase sélida/ C: controle.

Em maior concentragcdao (500ug/10ul ou 50mg/ml) contra R. solani, foi
constatada atividade antifungica nos precipitados provenientes da precipitacao acida,
como mostra a figura 3 e tabela 7. Os sobrenadantes resultantes da precipitagcao, bem
como o extrato bruto e extracdo em fase solida ndo apresentaram inibicao alguma

nessa concentragéo.

Figura 3: Teste SOTL utilizando extratos contra R. solani em concentragdo de 500 ug/10pl.

E.B

N

S.pH2

Fonte: O proprio autor.
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492 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ EFS: extracdo em fase soélida/ S.pH2: sobrenadante da
493 precipitacdo acida em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitacdo acida em pH 4,0/ EFS: Extragao
494 em fase sélida do EB/ P.pH 2,0: Precipitado da precipitacdo acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda
495 precipitacdo acida em pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitagdo acida apds extragcdo em

4964 fase solida.

9
6
4974
9
7
498 Tabela 6: Medida em didmetro dos halos no teste SOTL contra R. solani em concentragao de 500
499 ug/10pl.
Extracdes Medida dos halos em
mm Desvio padrao
EB 00,0 -
EFS 00,0 -
S_pH2 00,0 ]
S_pH4 00,0 -
P_pH2 24,5 0,984
P_pH4 26,5 0,416
P_EFS 30,0 0,866
C 00,0 -

500 Fonte: O proprio autor.

501 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ EFS: extracdo em fase soélida/ S.pH2: sobrenadante da
502 precipitacdo acida em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitacdo acida em pH 4,0/ EFS: Extragao
503 em fase soélida do EB/ P.pH 2,0: Precipitado da precipitagcao acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitado da
504 precipitacdo acida em pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitagdo acida apés extracdo em
505 fase solida.

506506

507 Por meio do tamanho da zona de inibigdo nos testes posteriores foi possivel
508  realizar uma inferéncia com relacao a eficiéncia entre as metodologias, foi observada
509 uma pequena diferenca entre a atividade antifungica do precipitado em pH 4 e
510 precipitado em pH 2, dada, provavelmente, pela estabilidade das moléculas quando
511  expostas ao pH mais acido. Essa exposi¢cao pode ocasionar danos ou destruicao das

512  moléculas ativas, refletindo negativamente no potencial antifungico das extragoes.
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513 A amostra precipitada em pH 4,0 ap6s EFS, destacou-se apresentando a
514  maior zona de inibicdo contra ambos os patégenos, como mostra o grafico 1.

515 Para a separacao de um lipopeptideo extracelular do meio livre de células, a
516  precipitagdo acida é a metodologia mais utilizada. Ao reduzir o pH do meio, as
517  moléculas se carregam positivamente, diminuindo a eficacia da sua regiao hidrofilica,
518 havendo sua agregacao e insolubilidade e, por consequéncia, o tensoativo precipita
519 na forma sodlida. Contudo, a cauda de acido graxo contribui na solubilidade em
520  solventes organicos, assim, esse método em geral, € seguido de uma extragao com
521 solvente organico, justificando a maior atividade na amostra extraida utilizando essa

5225 metodologia (YANG, H. et al, 2015).

Grafico 1: Média do diametro dos halos obtidos a partir dos extratos no teste spot on the lawn contra
5235 M. phaseolina e R. solani.

3 B R. solaniem 500ug/10ul [ M. phaseolina em 250ug/10ul
2 30

20

10

Medida dos halos de inibigdo em mm

EB EFS SpH2 S pH4 P pH2 P pH4 P EFS C

Extractes

Fonte: O proprio autor.
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Legenda: EB: extrato bruto/ EFS: extragao em fase sélida/ S.pH2: sobrenadante da precipitagdo acida
em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitacdo acida em pH 4,0/ EFS: Extragao em fase sélida/ P.pH
2,0: Precipitado da precipitagao acida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitado da precipitagao acida em pH

4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitacdo acida apés extragdo em fase solida/ C: controle.
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4.4 Teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Com o intuito de identificar a concentragdo minima inibitéria, o teste CIM foi
realizado e na figura 4 sdo apresentados os resultados obtidos, as placas contém
diferentes concentragcdes do extrato mais ativo (PELLET+EFS) nas concentragdes:
250 ug/ml; 125 ug/ml; 62,5 ug/ml; 32,1 ug/ml; 15,6 ug/ml; 7,8 ug/ml.

A placas em concentragdo 250 ug/ml atingiram 100% de inibicdo contra M.
phaseolina durante as 72 horas, a segunda diluicdo mais concentrada (125 ug/ml),
apresentou inibi¢cao total nas primeiras 24 horas, contudo, a partir das 48 horas houve
uma diminui¢do na performance de controle, atingindo 79,8%.

Nas placas em concentracao de 62,5 ug/ml foi possivel observar o atraso no
crescimento do fungo e inibicdo de 55,3 %, ja entre as outras diluicées ndo houve

inibicdo ou controle significativo.

Tabela 7: Medida em didmetro do fungo M. phaseolina durante o teste de concentragdo minima
inibitoria.

Concentragao do extrato precipitado em pH 4,0 % inibicdo % inibicdo % inibicdo

+ EFS (ug/mL) 24h 48h 72h

250 100,0 100,0 100,0

125 100,0 82,6 79,8

62,5 36,6 58,3 55,3
31,25 2,4 47,9 35,8
15,62 2,4 20,1 0,0
7,81 2,4 11,5 0,0

Fonte: O proprio autor.
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551 Figura 4: Teste de concentragdo minima inibitéria com 72 horas de incubagao contra M. phaseolina.

32,1ug/mL : 15,6 ug/mL

552 Fonte: O proprio autor.

553
554 Grafico 2: Medidas do fungo M. phaseolina ao longo de 72 horas referentes ao teste de
555 concentragao inibitéria minima .

80
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556  Fonte: O proprio autor.

557
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558 5. CONCLUSOES

559 O presente estudo buscou produzir e extrair os compostos produzidos por B.
560 velezensis CMRP 4490, ressaltando o potencial antifungico dos metabolitos
561  produzidos. Os dados dos testes in vitro foram indicadores de que os compostos ativos
562 contra M. phaseolina e R. solani podem ser eficientemente extraidos por diversas
563 metodologias, sendo que entre elas, a mais eficiente foi a precipitacdo acida seguida
564 de extracdo em fase sélida. Além disso, foi possivel concluir que a concentracao
565 inibitoria minima da amostra mais ativa contra M. phaseolina esta entre 250ug/ml e
566  125ug/ml, entretanto, sdo necessarios mais testes e metodologias de purificagdo para

567  separar, identificar e avaliar a atividade das moléculas antifungicas individualmente.
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