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FARIAS, Tiago Nunes. Avaliacao de substancias extracelulares de Burkholderia
pyrrocinia RV7S3 no controle de Rhizoctonia solani em Nicotiana tabacum.
2018. 36f. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani, possui inumeros hospedeiros e
distribuicdo geografica, sendo comumente encontrado no solo, onde pode infectar
diversas culturas de interesse econdémico, tais como soja, milho, algodao e tabaco,
causando perdas consideraveis na agricultura ao redor do mundo. Atualmente, o
controle de R. solani na agricultura é realizado pelo tratamento das sementes com
fungicidas de origem sintética. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antifingica de substancias naturais, produzidas pelo metabolismo secundario da
cepa RV7S3 de Burkholderia pyrrocinia, extraidas e semipurificadas, contra R.
solani. A bactéria foi cultivada em caldo nutriente (CN), centrifugada e o
sobrenadante submetido a uma particdo liquido-liquido com acetato de etila (FA). A
fase organica obtida foi testada in vitro através de teste de disco-difusdo, onde foi
verificada a formacdo de um halo de inibicdo com raio de 21 mm, mostrando ser
esta uma fracdo altamente ativa contra R. solani. Em seguida, fez-se a purificacao
de FA por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) onde foram obtidas quatro novas
fracoes, das quais apenas F1 mostrou atividade in vitro contra R. solani, com um
halo de inibicdo de 17,5 mm. A Concentragéo Inibitéra Minima (CIM) para F1 frente
a R. solani foi de 25 pg.mL*. Avaliou-se ainda a atividade de F1 em casa de
vegetacdo frente a infeccbes experimentais pelo fitopatbgeno em tabaco. Dois
regimes de tratamento foram utilizados, pré e pés. Os resultados indicaram inibigdo
significativa dos niveis de podriddo caulinar quando comparados com 0s controles
dos tratamentos. O pré-tratamento apresentou reducéo de 69,2% e o pos-tratamento
76,9%. Nao houve diferenca de inibicdo entre os regimes de tratamento avaliados a
5% de propabilidade. Estes resultados sugerem que B. pyrrocinia RV7S3 produz
compostos antifungicos que inibem o crescimento de R. solani, reduzindo também a
incidéncia de podriddo caulinar causada por este fitopatbgeno em culturas de
tabaco. Por se tratar de substancias naturais, estes compostos mostram-se
promissores para 0 manejo sustentavel da doenca, tornando-se uma alternativa ao
uso de agrotoxicos.

Palavras-chave: Produtos naturais, Atividade fungicida, Fungos fitopatogénicos,
Controle de Rhizoctonia.



FARIAS, Tiago Nunes. Evaluation of extracellular substances of Burkholderia
pyrrocinia RV7S3 in the control of Rhizoctonia solani in Nicotiana tabacum.
2018. 36p. Thesis (Master's Degree in Microbiology) - State University of Londrina,
Londrina, 2018.

ABSTRACT

The phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani, has numerous hosts and
geographical distribution, and is commonly found in the soil, where it can infect
several crops of economic interest, such as soybean, corn, cotton and tobacco,
causing considerable losses in agriculture around the world. Currently, control of R.
solani in agriculture is carried out by treating the seeds with synthetic origin
fungicides. The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of natural
substances produced by the secondary metabolism of the RV7S3 Burkholderia
pyrrocinia strain, extracted and semi-purified, against R. solani. The bacteria were
cultured in nutrient broth (CN), centrifuged and the supernatant submitted to a liquid-
liquid partition with ethyl acetate (FA). The organic phase obtained was tested in vitro
by disc diffusion test, where it was verified the formation of an inhibition halo with a
radius of 21 mm, showing that this is a highly active fraction against R. solani. After
purification of FA by Vacuum Liquid Chromatography (VLC), four new fractions were
obtained, of which only F1 showed in vitro activity against R. solani, with an inhibition
halo of 17,5 mm. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for F1 against R.
solani was 25 ug.mL™. It was also evaluated the F1 activity in greenhouse against
experimental infections caused by the phytopathogen in tobacco. Two treatment
regimens were used, pre and post. The results indicated significant inhibition of stem
rot levels when compared to controls of the treatments. The pre-treatment presented
reduction of 69,2% and the post-treatment 76,9%. There was no difference in
inhibition between treatment regimens evaluated at 5% probability. These results
suggest that B. pyrrocinia RV7S3 produces antifungal compounds that inhibit the
growth of R. solani, also reducing the incidence of stem rot caused by this
phytopathogen in tobacco crops. Because they are natural substances, these
compounds are promising for the sustainable management of the disease, becoming
an alternative to the use of pesticides.

Key words: Natural products, Fungicidal activity, Phytopathogenic fungi, Rhizoctonia
control.
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1 INTRODUCAO

Doencas de plantas causadas por fungos sdo de grande importancia na
agricultura. Espécies fitopatogénicas como Rhizoctonia solani Kiihn, fase assexuada
de Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, tem ganhado atencdo especial nos
altimos anos, principalmente pela caracteristica cosmopolita e capacidade de
infectar uma ampla variedade de cultivares tais como batata, milho, pepino, alface,
tabaco entre outros, ocasionando sérios danos as lavouras ao redor do mundo
(ANDERSON, 1982; YULIAR, 2014).

A eficiéncia de R. solani na colonizacdo de ambientes diversos, bem como no
desenvolvimento de patogenicidade se deve sobretudo a alta taxa de sobrevivéncia
dos esclerddios no solo, somadas a caracteristicas ecolégicas como a extensa gama
de hospedeiros e a distribuicdo geogréfica global, que sdo fatores que contribuem
para o sucesso da espécie, dificultando, assim, o controle da doenca (YOUSSEF et
al., 2016).

Dentre as principais estratégias para o combate de fungos fitopatogénicos, a
utilizagdo de fungicidas sintéticos ainda é predominante no mercado. Entretanto,
segundo Goudjal et al. (2014), o uso intensivo de tais produtos cria problemas sérios
relacionados ao surgimento de organismos resistentes a fungicidas e a
contaminagcdo do solo, por serem toxicos as comunidades microbianas e
degradarem a camada de o0z6nio. Além disso, ndo é comprovada a total eficacia dos
tratamentos quimicos utilizados atualmente contra infeccfes causadas por R. solani
(HUANG et al., 2011; GOUDJAL et al., 2014).

Nesse contexto, € necesséria a busca por medidas de controle eficientes que
nao agridam o meio ambiente. Uma alternativa promissora € a utilizacdo de
compostos antifingicos de origem microbiana que, além de possuirem baixa
toxicidade as comunidades microbianas, sdo extracelulares, isto €, de facil obtencéo,
uma vez que séo liberados no meio de cultura como mecanismo natural de defesa e
competicdo (HUANG et al., 2011).

Dessa forma, o desenvolvimento de pesquisas envolvendo biomoléculas para
o controle de R. solani na agricultura tem despertado o interesse dos pesquisadores.
Géneros de bactérias tais como Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia séo

conhecidos como bons produtores de compostos bioativos, podendo ser utilizados



15

como agentes de biocontrole. Aliados a capacidade de producdo de compostos
bioativos por parte dos microrganismos, 0S recentes avangos no campo dos
produtos naturais tém permitido o isolamento e a purificacdo dessas biomoléculas
(OLIVEIRA et al., 2015).

Tendo em vista a necessidade por biocompostos efetivos contra R. solani, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar as substancias extracelulares produzidas
por B. pyrrocinia cepa RV7S3 com relacdo a atividade antifingica contra o
fitopatégeno, buscado a reducdo dos indices de infeccdo em cultivo de tabaco em

condi¢des experimentais.

2 OBJETIVOS

2.1GERAL

Avaliar a atividade antifingica de substancias extracelulares produzidos por
B. pyrrocinia cepa RV7S3, visando o controle de R. solani em plantas de N.

tabacum.

2.2ESPECIFICOS

e Obter substancias extracelulares bacterianas com ac¢éo antifungica através do
cultivo in vitro de B. pyrrocinia. RV7S3 e extracdo dos compostos bioativos;

e Avaliar a acdo antifungica do sobrenadante e fragdes obtidas contra R. solani,
atraves das técnicas de poco difusdo, disco-difuséo e/ou bioautografia;

e Obter fragbes da fase organica com atividade antifiangica por meio de
cromatografia liquida a vacuo (CLV);

¢ Determinar a concentracao inibitéria minima das frac6es obtidas por CLV;

e Avaliar a acdo antifungica das fracbes obtidas por CLV contra infec¢des

causadas por R. solani em N. tabacum, em casa de vegetacéao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1R. solani E A PATOGENICIDADE EM PLANTAS

Rhizoctonia solani Kihn é o nome dado a fase assexuada do fungo
filamentoso Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. Este € um fungo proveniente
do solo e pertencente a classe Ceratobasidiaceae (Basidiomycota), caracteristico
pelo aspecto branco-amarronzado do micélio, hifas cenociticas/multinucleadas e,
pela producdo de esclerédios como estruturas de reproducdo (PARMETER-JUNIOR
e WHITNEY, 1970). O género compreende, ainda, diversos organismos morfolégica
e ecologicamente distintos, sendo necessaria a abordagem de outras caracteristicas
para a identificacdo das espécies.

A espécie R. solani foi primeiramente descrita em 1858 pelo agronomo
alemao Julius Gotthelf Kilhn (1825 — 1910), a partir de observacfes de lesdes em
tubérculos de batatas. Desde entdo, tornou-se mundialmente conhecida devido a
fatores relacionados ndo s6 a ampla distribuicdo geografica e diversidade de
hospedeiros, mas principalmente pela importancia econbmica, dada a
patogenicidade deste microrganismo em plantas de interesse agronémico (YULIAR,
2014).

Quanto a classificagdo, o complexo R. solani é dividido em 14 grupos de
anastomoses (do inglés anastomosis group — AG), subdivisdo baseada na
compatibilidade somatica entre as hifas dos isolados. Fungos que apresentam o
mesmo AG possuem a capacidade de fusdo de suas hifas, um mecanismo de
reproducao que nao é observado entre grupos de anastomoses distintos (OLIVEIRA,
2009).

Sabe-se, ainda, que peculiaridades comportamentais e ecoldgicas, bem como
fatores epidemiolégicos de Rhizoctonia, sdo frequentemente utilizadas para
caracterizagcdo dos subgrupos dentro do género. Essas caracteristicas, quando
associadas a alta taxa de sobrevivéncia dos esclerodios no solo, a distribuicdo
geografica global e diversidade de hospedeiros e, ainda, a alta patogenicidade,
fazem com que R. solani seja considerada um dos principais fitopatbgenos na
agricultura e horticultura, sendo necesséaria uma grande quantidade de antifingicos
para o controle das infecgcbes (OGOSHI, 1987; YOUSSEF et al., 2016).
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Dentre as doencas causadas por R. solani em cultivos de interesse
agrondmico, destacam-se: tombamento, em diversos cultivares tais como plantas de
tabaco, pepino e tomate; podriddo inferior em alface; podriddo da raiz em trigo;
ferrugem da bainha em arroz; manchas escuras em batata; doenca da raiz e
hipocétilo em feijao; feridas e manchas em folhas de tabaco; entre outras (YULIAR,
2014). O ciclo infeccioso inicia-se a partir do momento em que as estruturas
reprodutivas do patégeno presente no solo (esclerddios e/ou hifas) séo atraidas pela
planta jovem em crescimento, por meio de estimulos quimicos. Em seguida ocorre a
penetracdo da hifa no hospedeiro, que pode ser tanto por meio de penetracéo direta,
através da producéao e liberacdo de enzimas digestivas, como por aberturas naturais
na planta (PARMETER-JUNIOR e WHITNEY, 1970; ANDERSON, 1982).

Portanto, a deficiéncia no controle dessas doencas pode condicionar a um
aumento da area infectada pelo fitopatbgeno e, consequentemente, perdas

econdmicas consideraveis na agricultura.

3.2 ANTIFUNGICOS NA AGRICULTURA

O crescimento da populagdo mundial leva a um aumento na necessidade por
alimentos e sua producéo. A intensificacdo da producéo tem por consequéncia o0
aumento na utilizacdo de agrotoxicos, e com isso a preocupacao acerca do efeito
desses quimicos a saude e ao meio ambiente, especialmente sobre as comunidades
microbianas do solo.

Dados da Associacdo Brasileira de Saude Coletiva — ABRASCO (2016),
mostram que a partir de 2008 o Brasil se tornou o maior consumidor de agrotoxicos
do mundo, ultrapassando o posto que pertencia aos Estados Unidos até entdo.
Enquanto que no periodo de 2002 a 2012 o mercado mundial de agrotoxicos tinha
crescido 93%, o brasileiro cresceu 190%, equivalentes a venda de 936 mil toneladas
de produtos.

Dentre as categorias de agrotoxicos, 0os antifungicos correspondem a cerca
de 14% do mercado nacional, ficando atrds apenas dos herbicidas, que representam
45% do total comercializado no Brasil (CARNEIRO, 2015). Deste montante, a soja

foi responsavel por utilizar quase metade do volume total, sendo esta a principal
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cultura de consumo de agrotoxicos no pais. Com relacédo aos antifungicos, o cultivo
de hortalicas consome por ano uma quantidade potencial equivalente a uma area de
aproximadamente 800 mil hectares. Levando em conta a quantidade de area
plantada em hortalicas no Brasil, nota-se que o consumo de fungicidas por hectare
para esta cultura deve ser de oito a 16 vezes maior do que o0 da soja para 0 mesmo
pesticida, a qual possui cerca de 21 milhdes de hectares plantados. Dessa forma, o
cultivo de hortalicas é considerado a principal cultura de consumo deste pesticida no
pais (TAKAHASHI e MELHEM, 2014).

Atualmente, doencas causadas por fungos sdo responsaveis por grandes
perdas na agricultura. Contudo, a principal estratégia utilizada para o controle
desses fitopatdgenos até o momento, é a pulverizagdo das lavouras com
antifangicos de origem sintética, sendo esta, ainda, a unica medida eficiente e
economicamente viavel para a garantia de altas produtividades e qualidade dos
produtos (KIMATI, 1995; BUENO e FISCHER, 2006; YULIAR, 2014).

Por esse motivo, nos Uultimos anos o0s cientistas tém apostado na
bioprospeccdo como uma ferramenta na busca por alternativas ao uso dos
antifingicos sintéticos. Caracteristicas de produtos de origem natural, tais como
baixa toxicidade e custo de extracédo, os tornam uma fonte promissora de compostos
bioativos (HUANG, 2011; YULIAR, 2014).

3.3BACTERIAS NO DESENVOLVIMENTO DE ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Entende-se por antimicrobianos naturais, 0s compostos bioativos capazes de
matar ou inibir o crescimento de microrganismos que sao obtidos de organismos
Vivos, através da atividade metabdlica de plantas, fungos, bactérias, algas e animais.
Entretanto, na industria farmacéutica predominam os farmacos desenvolvidos a
partir de biomoléculas produzidos por microrganismos procariotos, principalmente
porque esses seres possuem a capacidade de sintetizar milhares destes compostos
durante o seu desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 2015).

Os primeiros estudos envolvendo a producdo de antimicrobianos naturais por
microrganismos datam do século XIX, quando Louis Pasteur (1822 — 1895) utilizou

cepas bacterianas para inibir a proliferacdo de Bacillus anthracis na urina de um
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paciente, mostrando assim o antagonismo existente entre as bactérias (OLIVEIRA et
al., 2015). Deste entédo diversos outros trabalhos foram desenvolvidos, contudo, foi
s6 a partir da década de 1920 com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming
(1881 — 1955), que os pesquisadores voltaram os olhos com mais atencéo para 0s
antimicrobianos naturais (CRAGG e NEWMAN, 2013; OLIVEIRA et al., 2015).

Muitas bactérias produzem compostos bioativos como forma de reduzir a
competicdo por nutrientes no ambiente natural. A natureza complexa dessas
biomoléculas muitas vezes impossibilita 0 crescimento de espécies competidoras,
condicionando uma vantagem adaptativa aos microrganismos que as produzem.
Esses metabdlitos secundarios, como sdo chamados, ndo sdo essenciais para o
desenvolvimento do microrganismo produtor, e sua sintese in vitro depende em
grande parte das condi¢des de cultivo em laboratorio (MADIGAN et al., 2010).

De acordo com Xie et al. (2015), as caracteristicas das biomoléculas
produzidas por bactérias, tais como atividade biolégica, possibilidade de producéo in
vitro, grande diversidade de moléculas, entre outras, fazem com que este tipo de
produto seja considerado de elevado potencial terapéutico e, consequentemente, de
interesse ao mercado farmacéutico. Dentre os principais organismos produtores de
antimicrobianos com atividade antifangica, destacam-se 0s géneros Bacillus,
Pseudomonas e Burkholderia. As moléculas mais conhecidas séo: pirrolnitrina,
cepafunginas, cepacinas, altericidinas, cepaciamidas, fenazinas, derivados de
quinolina e xilocandinas (DEPOORTER et al., 2016).

3.3.1 Burkholderia

Burkholderia (Proteobacteria) € um género de bacilos Gram-negativos
aerobicos, no qual os membros podem ser encontrados em praticamente todos os
ambientes, possuindo assim uma distribuicdo ubiqua. Algumas espécies como B.
pseudomallei e B. cepaciai, agentes causadores de melioidose e fibrose cistica
respectivamente, sdo patdégenos de grande importancia a sautde humana. Contudo,
a grande maioria das espécies deste género sdo organismos de vida livre, sendo os
organismos provenientes do solo capazes de uma incrivel capacidade de producdo
de metabdlitos secundéarios, amplamente utilizados na bioprospeccéo
(DEPOORTER et al., 2016).
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Entretanto, nem sempre foi assim. Segundo Eberl e Vandamme (2016),
guando o género Burkholderia foi definido na década de 90, com o intuito de agrupar
espécies de Pseudomonas formadoras de rRNA do grupo Il, o género continha
apenas sete espécies (B. pseudomallei, B. mallei, B. caryophylli, B. gladioli, B.
solanacearum, B. pickettii (atualmente classificada como Ralstonia pickettii) e B.
cepacia), patogénicas em sua maioria. Até 2016 este nuamero aumentou
consideravelmente, chegando a quase 100 espécies descritas, das quais muitas sao
produtoras de diversas enzimas hidroliticas e substancias bioativas comercialmente
importantes, demonstrando ser um género com enorme potencial biotecnoldgico
(EBERL e VANDAMME, 2016).

Espécies de Burkholderia sdo comumente cultivaveis em laboratério e,
dependendo das condi¢des de cultivo, podem sintetizar e liberar diversas classes de
compostos bioativos no meio, dentre 0s quais muitos possuem propriedades
antifingica, antibacteriana, herbicida e inseticida, revelando-se ser uma fonte
promissora de antimicrobianos naturais (CIMERMANCIC et al., 2014; DEPOORTER
et al., 2016).
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RESUMO

O fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani, possui uma ampla gama de hospedeiros
e distribuicdo geografica, sendo comumente encontrado no solo onde pode infectar
diversas culturas de interesse, tais como soja, milho, algodao e tabaco, causando
grandes perdas na agricultura ao redor do mundo. Atualmente, o controle de R.
solani na agricultura é realizado pelo tratamento das sementes com fungicidas de
origem sintética. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica de
substancias naturais, produzidas pelo metabolismo secundario da cepa RV7S3 de
Burkholderia pyrrocinia, extraidas e semipurificadas contra R. solani. A bactéria foi
cultivada em caldo nutriente (CN), centrifugada e o sobrenadante submetido a uma
particdo liquido-liquido com acetato de etila (FA). A fase organica obtida foi testada
in vitro através de teste de disco-difusdo, onde a foi verificada a formacado de um
halo de inibicAo com raio de 21 mm, mostrando ser uma fracdo altamente ativa
contra R. solani. Em seguida, fez-se a purificacdo de FA por Cromatografia Liquida a
Vacuo (CLV) onde foram obtidas quatro novas fracdes, das quais apenas F1
mostrou atividade in vitro contra R. solani, com um halo de inibi¢do de 17,5 mm de
raio. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para F1 frente a R. solani foi de 25
ug.mL*. Avaliou-se ainda a atividade de F1 em casa de vegetagdo frente a
infeccbes causadas pelo fitopatbgeno em tabaco por meio de dois regimes de
tratamento: pré e poés-tratamento. Os resultados indicaram que houve inibicdo
significativa dos niveis de podriddo caulinar quando comparados com o controle
para os dois tratamentos. O pré-tratamento apresentou reducdo de 69,2% e pés-
tratamento 76,9%. Nao houve diferenca de inibicdo entre os regimes de tratamento
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avaliados a 5% de propabilidade. Estes resultados sugerem que B. pyrrocinia
RV7S3 produz compostos antifungicos que inibem o crescimento de R. solani,
reduzindo também a incidéncia de podridao caulinar causadas por este fitopatdégeno
em culturas de tabaco. Por se tratar de substancias naturais, estes compostos
mostram-se promissores para 0 manejo sustentavel da doenca, tornando-se uma
alternativa ao uso de agrotoxicos.

Palavras-chave: Produtos naturais, Atividade fungicida, Fungos fitopatogénicos,
Controle de Rhizoctonia.

ABSTRACT

The phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani, has a wide range of hosts and
geographical distribution, and is commonly found in soil where it can infect various
interest crops, such as soy, corn, cotton and tobacco, causing great losses in
agriculture around the world. Currently, the control of R. solani in agriculture is
carried out by treating the seeds with synthetic origin fungicides. The objective of this
work was to evaluate the antifungal activity of natural substances produced by the
secondary metabolism of the Burkholderia pyrrocinia RV7S3 strain, extracted and
semi-purified against R. solani. The bacteria were cultured in nutrient broth (NB),
centrifuged and the supernatant submitted to a liquid-liquid partition with ethyl
acetate (FA). The organic phase obtained was tested in vitro by disc-diffusion test,
where the formation of an inhibition halo with a 21 mm radius was found to be a
highly active fraction against R. solani. After purification of FA by Vacuum Liquid
Chromatography (VLC), four new fractions were obtained, from which only F1
showed in vitro activity against R. solani, with an inhibition halo of 17,5 mm radius.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for F1 against R. solani was 25 ug.mL™.
It was also evaluated the F1 activity in a greenhouse against infections caused by the
phytopathogen in tobacco throughout two treatment regimens: pre- and post-
treatment. The results indicated that there was significant inhibition of stem rot levels
when compared to the control for both treatments. The pre-treatment showed
reduction of 69,2% and post-treatment 76,9%. There was no difference in inhibition
between treatment regimens evaluated at 5% probability. These results suggest that
B. pyrrocinia RV7S3 produces antifungal compounds that inhibit the growth of R.
solani, also reducing the incidence of stem rot caused by this phytopathogen in
tobacco crops. Because they are natural substances, these compounds are
promising for the sustainable management of the disease, becoming an alternative to
the use of pesticides.

Key words: Natural products, Fungicidal activity, Phytopathogenic fungi, Rhizoctonia
control.
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1 INTRODUCAO

Dentre as principais estratégias para o combate de fungos fitopatogénicos, a
utilizacdo de fungicidas sintéticos ainda é a predominante no mercado. Em 2008 o
Brasil se tornou o maior consumidor no mercado mundial de agrotéxicos
ultrapassando o posto que pertencia aos Estados Unidos até entdo, chegando a
consumir cerca de 190% a mais nos dois anos seguintes, dos quais os fungicidas
corresponderam a aproximadamente 15% desse mercado. Segundo a Organizagao
das Nacdes Unidas para Comida e Agricultura — FAO (2016), mais de 44 mil
toneladas de fungicidas e bactericidas foram utilizados no pais em 2013. o uso
intensivo de tais produtos além de criarem problemas sérios relacionados a
resisténcia a fungicidas e contaminacdo do solo, sdo toxicos as comunidades
microbianas e degradam a camada de oz6nio (GOUDJAL et al., 2014).

Uma alternativa promissora € a utilizacdo de compostos antifungicos de
origem microbiana que, além de possuirem baixa toxicidade as comunidades
microbianas, sdo extracelulares, isto é, de facil obtencdo, uma vez que sao liberados
no meio de cultura como mecanismo nhatural de defesa e competicdo do
microrganismo (HUANG et al., 2011).

Géneros de bactérias tais como Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia sé&o
conhecidos como bons produtores de compostos bioativos, dentre 0s quais muitos
possuem propriedades antifungica, antibacteriana, herbicida e/ou inseticida,
podendo ser utilizados como agentes no biocontrole (OLIVEIRA et al., 2015). Cepas
de Burkholderia podem produzir diversas substancias de interesse, tais como
fenazinas, cepafunginas/glidobactinas, pirrolnitrina, altericidinas, cepaciamidas,
xilocandinas, cepacinas e derivados de quinolina (DEPOORTER et al., 2016).

Assim sendo, e tendo em vista a necessidade por novos compostos efetivos,
o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antifungica de substancias
extracelulares produzidos por B. pyrrocinia, cepa RV7S3, contra o fungo
fitopatogénico R. solani, tanto in vitro quanto em casa de vegetacao, em infeccoes

causadas pelo fitopatogeno em Nicotiana tabacum, L.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

O fitopatdégeno utilizado neste trabalho foi a espécie R. solani 17576,
linhagem gentilmente cedida por Souza Cruz S/A, e que atualmente encontra-se
armazenada em solucdo de Castellani (SOLA et al., 2012), e criopreservada a -
20°C. A cepa bacteriana RV7S3 é uma linhagem de B. pyrrocinia, microrganismo
utilizado como agente produtor de biocompostos. Esta bactéria foi isolada a partir de
amostras de solo da rizosfera de graminea e, para preservacdo da cepa, os cultivos
jovens (24h) foram armazenados tanto em nitrogénio liquido como criopreservados
em uma solugdo de caldo nutriente contendo glicerol 40% a -20°C. Ambos o0s
microrganismos estdo atualmente estocados no Laboratério de Ecologia Microbiana
(LEM), na Universidade Estadual de Londrina (UEL).

2.2 Producéo e purificagdo do antifungico

Para obtencdo dos metabdlitos, a cepa B. pyrrocinia RV7S3 foi inicialmente
cultivada em placa de petri contendo meio agar nutriente (AN) durante 24h. Apés o
tempo determinado, preparou-se uma suspensao de células da bactéria em solucdo
salina 0,85% de modo que a concentracdo fosse de 1,5 x 108 UFC.mL™* (escala 0,5
de McFarland). Em seguida, uma aliquota de 2,0 mL da suspensado celular foi
adicionada em um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de caldo
nutriente (CN) e incubada em shaker a 28°C, 120 rpm por 7 dias. ApGs o cultivo, as
células foram submetidas a centrifugacdo a 9.000 rpm, 4 °C por 15 minutos para
sedimentacao celular (OLIVEIRA et al., 2011).

Com o auxilio de um rotavapor, o sobrenadante obtido da producgéo foi
concentrado & 10% do volume inicial e em seguida foi submetido a cinco extracbes
com acetato de etila, razdo 2:1 (v:v; solvente organico:sobrenadante), para obtencao
do composto bioativo (fracdo acetato de etila — FA) (LASSIE, 2014). Tais extrac6es
foram realizadas por meio de particéo liquido-liquido em funil de separacédo de 2000
mL. A fracdo acetato de etila obtida foi concentrada em rotavapor a 40°C, 200 rpm e

vacuo constante para retirada do solvente e, em seguida, congelada em nitrogénio
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liquido, liofilizada e pesada para determinacdo da massa seca (OLIVEIRA et al.,
2011).

Para a purificacdo das substancias com atividade antifungica, realizou-se uma
Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV). Uma coluna de vidro de 15 mm de raio foi
preenchida com silica gel 60 (0,063-0,2 mm) até a altura de 10 cm. A amostra bruta,
400 mg do composto bruto obtido de extracdo com acetato de etila, foi preparada
para a CLV por meio da adicdo de silica gel 60 (0,063-0,2 mm) até a consisténcia de
p6. Como fase moével para a CLV utilizou-se os seguintes solventes orgéanicos: 50
mL de Hexano [100%] (para montar a coluna); 400 mL de Diclorometano [100%)]
(F1); 400 mL de Cloroférmio:Acetato de Etila [50%:50%] (F2); 400 mL de Acetato de
Etila [100%] (F3); 400 mL de Metanol [100%)] (F4); e, 200 mL de H20 [100%] (F5),
respectivamente. As 5 fragOes obtidas da CLV foram entdo submetidas ao teste de
disco contra R. solani.

2.2.1 Testes de atividade antifungica in vitro

2.2.1.1 Teste de disco-difusao

A avaliacdo da atividade antifungica dos metabdlitos foi mediada através de
teste de disco-difusdo em agar, onde discos de papel de 5,0 mm de diametro,
estéreis, foram embebidos com 10 pL de FA na concentracdo de 100 pg.uL?, e em
seguida acondicionados na superficie da placa de Petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA). Para o branco, discos foram embebidos com 10 pL do
solvente puro utilizado na diluicdo do composto. Os discos foram depositados
equidistantes e adjacentemente ao plugue de 9 mm do fitopatbgeno no meio de
cultura. As placas foram incubadas em BOD a 28 °C por tempo suficiente para que o
micélio do fungo atingisse o disco branco (de 3 a 5 dias). Os diametros dos halos de
inibicdo foram quantificados com o auxilio de um paquimetro apés o periodo de
cultivo (SPAGO et al., 2014).

2.2.1.2 Bioautografia
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Realizou-se ainda uma bioautografia da FA para avaliar o teor de pureza da
fracdo bioativa. Para tal, aliquotas de 5 pL da fracdo acetato (100 pg.uL?) foram
adicionadas a placas de Cromatografia de Camada Delgada (CCD) para separacao
das bandas do composto por capilaridade. O sistema eluente utilizado foi composto
pelos seguintes solventes organicos: ciclohexano, cloroférmio e metanol, na
proporcao de 40:40:20 (v:v:v), respectivamente. Como controle, 5 uL de FA 100
ug.uL ! foram adicionados horizontalmente a distancia de 5 mm da primeira amostra,
contudo, ndo houve corrida com sistema eluente para esta repeticdo. Em seguida,
as placas de CCD foram esterilizadas por 15 minutos em luz ultravioleta (UV),
passadas por trés vezes na chama do bico de Bunsen e adicionadas em placas de
Petri contendo meio BDA. Uma camada fina de BDA foi adicionada sobre a placa de
CCD para cobri-la, e, em seguida, um plugue de R. solani foi inserido na
extremidade da placa, localizado na parte inferior da CCD (DEWANJEE et al., 2015).

2.2.1.3 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragédo Inibitéria Minima foi realizada para determinar a menor
concentracdo do antifungico capaz de inibir o crescimento de R. solani in vitro. Para
isso adicionou-se 5 mL de BDA contendo as diferentes concentra¢cdes do composto
bioativo (0,098 pug.mL*; 0,195 pg.mL%; 0,391 pg.mL?; 0,781 pg.mL?; 1,563 pg.mL?;
3,125 pg.mL?; 6,25 pg.mLt; 12,5 pg.mL?; 25 pg.mL?; 50 pg.mL?Y; e 100 pg.mL?)
em placas de petri de 49 mm. Em seguida, um plugue de 5 mm do fitopatégeno foi
adicionado na superficie do meio de cultura contendo o antifingico e, apés um
periodo de 60h de crescimento em BOD a 28°C, foi analisada a eficiéncia de inibi¢céo
do composto, a qual foi determinada com base no raio da colénia de R. solani nos
tratamentos utilizados com relacdo ao tratamento controle, de acordo com a formula:
ICM@w)= [(C-T)/C] x 100; onde, ICMw)= o0 indice de Inibicdo de Crescimento
Microbiano expressado em porcentagem, C o raio da colonia controle crescida na
auséncia do antifangico; e, T o raio da colonia de R. solani para cada concentracao
do antifangico.

Todos os tratamentos foram realizados em triplicatas (YAHYAZADEH et al.,

2008). As doses efetivas de 50 e 80% foram determinadas por meio de analise de
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regressdo quando estas reduziram de 50 a 80% do crescimento micelial,

respectivamente, em relagéo ao controle.

2.3 CondicOes de cultivo e infecgao das plantas de tabaco

As sementes de tabaco (Nicotiana tabacum, L.) foram semeadas em floating
com 25 células, contendo substrato MecPlant n&o-estéril, onde permaneceram
durante a germinacédo e estagio de plantula. Ap6s 38 dias da germinacédo, as plantas
jovens foram transplantadas para vasos de 0,5 L de capacidade contendo uma
mistura de solo Rhodic Ferrasol (FAO, 1994) e areia (3:1, m;m) esterilizados por
meio de autoclavagem por vapor fluente durante 60 minutos. O procedimento foi
repetido por trés vezes com intervalos de 24 horas entre as repetigées. A mistura foi,
ainda, corrigida com calcéario (0,18 g.vaso™) e enriquecida com uréia (0,16 g.vaso™).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo nas seguintes condi¢cdes
de cultivo: 28/22°C e 10/14 horas dia/noite, com umidade relativa em torno de 80%,
sendo as plantas regadas conforme a necessidade, com &gua de torneira
(OLIVEIRA et al., 2011).

A infeccdo das plantas recém transplantadas com R. solani foi realizada por
meio de duas metodologias, Infeccdo-A e Infeccdo-B, adaptadas de Csino e
Stephenson (1999), ambas com o intuito de induzir o adoecimento das plantas

causando o sintoma conhecido como podridao caulinar (sore shin).

2.3.1 Infeccéo-A

Antes do transplante das plantas jovens para os vasos de 0,5 L, trés plugues
de BDA de 9 mm de didmetro cada, contendo cultura de R. solani, foram alocados
no interior da cova de aproximadamente 8 cm de profundidade, com formato
coanoide, de modo que os dois destes foram fixados nas paredes da cova, e 0

altimo no fundo, assim como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: llustracdo da forma como os plugues de R. solani (circulos em cinza) foram
alocados dentro das covas para a infeccdo do tipo "A".

2.3.2 Infeccéo-B

Nesse procedimento, um unico plugue de BDA contendo R. solani de 9 mm
de diametro foi alocado na regido do colo da planta (Figura 2) e, em seguida,

recoberto por uma fina camada de solo do préprio vaso.

\ o~ A

Figura 2: llustracdo da forma como o plugue (circulo cinza) de R. solani foi alocado na
regido do colo da planta de tabaco para infec¢éo do tipo "B".

Para ambos os processos de infec¢do todas as plantas foram mantidas em

camara umida, de modo que proporcionassem infec¢cdes mais efetivas.
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2.4 Delineamento Experimental

O experimento consistiu em um delineamento inteiramente casualizado,
sendo realizados sete tratamentos com cinco repeti¢cdes, através de dois regimes de
tratamentos, um pré-tratamento e um pdés-tratamento. Para o primeiro, 24 horas
antes do transplante adicionou-se 2 mL de uma solu¢cdo composta por F1 (40 pg.mL"
1); 0,5% de DMSO; 0,25% de 6leo mineral; e, H20 destilada, em cada célula do
floating, sendo as plantas mantidas em camara umida por 24h, até o momento do
transplante. Para o pés-tratamento, 2 mL da mesma solucdo de F1 (40 pug.mL),
foram aplicados diretamente no solo, na regidao do caule, apés 24h da realizacéo do
transplante. Neste Ultimo caso, as plantas também foram mantidas em camara
Uumida. Para os controles positivo e negativo, as plantas de tabaco foram cultivadas
em casa de vegetacdo na presenca de R. solani, seguindo as duas metodologias de
infeccdo avaliadas, e auséncia do antifungico, e auséncia de R. solani,
respectivamente.

A severidade das infec¢Oes foi analisada em uma escala de 0 a 5, de modo
que zero representou 0 menor indice de infeccdo, determinado pela auséncia de
sintomas da podriddo caulinar causada pelo fitopatdbgeno, e 5 o valor maximo
representado pelo estado avancado da infeccdo nas plantas, de acordo com o
controle positivo para cada tipo de infeccdo, podendo resultar na morte das mesmas.
Os valores intermediarios da escala descreveram 0s niveis dos estragos causados
pela doenca, sendo avaliados com base nos dois extremos (CSINOS e
STEPHENSON, 1999).

Os resultados foram avaliados através de Andlise de Variancia (ANOVA) e
teste de Tukey (p < 0,05) com auxilio do Software de estatistica RStudio®, verséo
para Desktop 1.1.423.

3 RESULTADOS

O rendimento médio de producado de substancias extracelulares apds o cultivo
de B. pyrrocinia RV7S3 em meio liquido e agitacdo constante durante sete dias foi

em torno de 156,7 mg de metabdlitos (FA) por litro de sobrenadante extraido cinco
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vezes com acetato de etila. Para testar a presenca de atividade antifUngica das
substancias obtidas de tais extracfes, a fracdo foi submetida ao teste de disco-

difusé@o contra R. solani (Figura 3).

Figura 3: Atividade antifingica da fracdo bruta (FA) determinada por meio do teste de disco
difusdo em agar. FA= Fracdo Acetato de Etila; B= Branco. O plugue de R. solani encontra-
se no centro da placa.

Em média, os discos impregnados com FA apresentaram halos de inibicdo de
crescimento de R. solani com cerca de 21 mm de raio, mostrando claramente a
presenca de substancias antifungicas ativas na fracao.

Esses resultados foram confirmados através da realizagdo de uma
bioautografia da fracdo bioativa, na qual observou-se a presenca de um halo de
inibicdo de crescimento do fitopatdbgeno com raio de 5,75 mm ao redor da aplicagéo

controle (Figura 4).
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Figura 4: Bioautografia de FA. O sistema eluente utilizado para separacdo das bandas
(esquerda) foi: 40:40:20 (ciclohexano:cloroférmio:metanol, v:v:v). Ndo houve corrida para a
aplicacao controle (direita).

No mesmo experimento nota-se ainda a formagdo de seis bandas
cromatograficas (1, 2, 3, 4, 5 e 6), das quais apenas a banda de nimero cinco
apresentou atividade contra R. solani, com halo de inibicdo de 5,75 mm de raio.
Além disso, através do padrao de separacao de bandas observado na bioautografia,
foi possivel determinar as caracteristicas adequadas para a purificacdo de FA por
CLV.

O particionamento de FA por meio da utilizacdo do sistema eluente
determinado para a CLV possibilitou a obtencdo de quatro novas fracdes
cromatograficas semipurificadas, as quais foram denominadas de F1, F2, F3 e F4, e

cujo os rendimentos podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento geral das fragcdes obtidas por Cromatografia Liquida & Vacuo.

Fracbes obtidas Rendimento
Solvente orgéanico Propor¢cdo Volume Rendimento
(%) (mL) (mg/L)
F1 Diclorometano 100 400 7,27
F2 Cloroférmio e Acetato de Etila 50:50 400 14,33
F3 Acetato de Etila 100 400 28,25

F4 Metanol 100 400 92,27




35

Nota-se que a fracdo polar extraida com 400 mL do solvente organico
metanol (100%), foi a que apresentou o maior rendimento de todas com 92,27
mg.L!. Entretanto, destas 4 fracdes semipurificadas obtidas por CLV, a Unica que
mostrou-se ativa contra R. solani in vitro foi a fracéo diclorometano (100%) (F1), cujo
o rendimento foi o menor obtido da purificacdo, 7,27 mg.L™.

A Figura 5 mostra os resultados do teste de disco referente a atividade
antifungica in vitro das fragbes obtidas da CLV, o qual foi realizado utilizando uma
menor concentracdo dos compostos (100 pg.disco?), uma vez que as fracdes se
encontravam com um teor de pureza mais elevado. Apenas F1 apresentou halo de
inibicao contra o fitopatégeno, com média de 17,5 mm de raio ao redor do disco com
a amostra. As demais fracfes ndo mostraram atividade antifingica contra R. solani

no teste in vitro.

......
. >

Figura 5: Teste de disco-difusdo (100 pg.disco?) para as fragGes obtidas por cromatografia
liqguida a vacuo (F1, F2, F3 e F4). Na placa da direita encontram-se as fracdes: F1 — disco
superior a direita; F2 — disco superior a esquerda; Branco (controle) — disco inferior. Na
placa da esquerda encontram-se as fragfes: F3 — disco superior & esquerda; F4 — disco
superior a direita; e, Controle — disco inferior.

A concentracgédo inibitéria minima (CIM) para F1 frente & R. solani foi de 25

Hg.mLt, como mostra a Figura 6.
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Figura 6: Inibicdo de Crescimento Micelial de R. solani 17576 in vitro pela fracdo
diclorometano (F1) do composto antifingico, mostrada em gréfico (A) e placas de petri (B).
Os raios das colénias foram medidos apés 3 dias de cultivo a 28 °C.

Os resultados referentes ao experimento em casa de vegetacdo mostraram
gue a metodologia de infeccdo do tipo “a" ndo foi uma metodologia eficiente para a
inducao da podridao caulinar em tabaco, de modo que apenas os controles positivos
(Cat) 2 e 3 apresentaram manifestacfes sintométicas da doenca. Entretanto, devido
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a baixa gravidade dos sintomas, foram atribuidos grau de severidade zero para
estas plantas como mostra a Tabela 2.
Tabela 2: Severidade das infec¢gbes causadas por R. solani, Kiihn, em N. tabacum em casa

de vegetacdo nos dois regimes de tratamento para as metodologias de infeccdo dos tipos A
e B.

Planta Tratamentos*
C- Cat Pré. Pos, Cp+ Préy Pésy
1 0 0 0 0 5 1 0
2 0 0 0 0 1 1 1
3 0 0 0 0 3 1 2
4 0 0 0 0 3 1 0
5 0 0 0 0 1 0 0

b 99,

*C-= controle negativo; Cat+= controle positivo da infecgdo do tipo “a”; Préa= pré-tratamento da
infecgao do tipo “a”; POsa= pbs-tratamento da infec¢do do tipo “a”; Cp+= controle positivo da infec¢éo
do tipo “b”; Préus= pré-tratamento da infec¢do do tipo “b”; Pésp= pbs-tratamento da infec¢do do tipo b”.

Na segunda metodologia de infec¢do do tabaco, onde um unico plugue de R.
solani foi adicionado na regido do colo da planta, todos os tratamentos manifestaram
algum sintoma da doenca, mostrando-se ser uma técnica eficiente para inducao da
podridao caulinar causada por este fitopatdgeno.

Foram realizados dois regimes de tratamento das infeccbes com F1, um pré-
tratamento e outro pos-tratamento. Para ambos os tratamentos houve uma reducéo
significativa (p= 0,0000292) dos niveis de infeccdo por R. solani quando comparados
com o controle, sendo o primeiro com uma reduc¢do de 69,2% e o ultimo 76,9%. Nao
houve, entretanto, diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de propabilidade,

entre os regimes de tratamento avaliados.

4 DISCUSSAO

Em condi¢cdes de laboratorio, o cultivo da cepa RV7S3 de B. pyrrocinia
proporcionou uma producdo média de 156,7 mg de metabdlitos (FA) por litro de
sobrenadante. Bactérias do género Burkholderia sdo conhecidas por sua capacidade
de produzir uma grande quantidade de compostos bioativos, dos quais muitos sao
comprovadamente eficazes contra diversos fitopatdgenos de interesse, sendo
obtidos em maior ou menor quantidades dependendo das condi¢cées de cultivo
(HWANG et al., 2002;LASSIE, 2014; DEPOORTER et al., 2016).
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No caso de FA, por se tratar de amostra relativamente complexa a utilizacéo
de técnicas de cromatografia como Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
surgiu como uma excelente ferramenta para obtencédo dos perfis bioautograficos da
fracdo. Segundo Moricz et al. (2015), esta técnica além de permitir determinar o
perfil de amostras complexas isoladamente, principalmente de extratos brutos onde
ndo ha componentes descartados, possibilita ainda a analise paralela de diversas
outras amostras, o que agiliza o processo.

Nesse contexto, a analise da CCD de FA (Figura 4) mostrou, por exemplo,
que ndo houve sinergismo entre as seis bandas cromatograficas obtidas para o
sistema eluente utilizado (ciclohexano:cloroférmio:metanol, 40:40:20; v:v:v), uma vez
gue mesmo apos o fracionamento da amostra o antifingico manteve sua atividade,
confirmada por meio da formacéo de um halo de inibicdo de R. solani na posi¢éo de
namero 5 na CCD. Esta banda cromatografica foi, ainda, uma das primeiras a
separar da amostra, indicando baixa afinidade com a silica, adsorvente polar
utilizado como fase estacionaria (COLLINS, 2010).

Assim, das fracdes obtidas da particdo de FA por CLV, a Unica que
apresentou atividade antifungica contra R. solani foi aquela em que se utilizou
diclorometano 100% (F1) em sua extracdo. Inferismo assim que as substancias
antifingicas produzidas por RV7S3, por serem sollveis em diclorometano, foram
extraidas naquela fracdo e, assim, as demais fracdes ndo apresentaram acao
antifungica frente ao fitopatogeno (OLIVEIRA, 2011).

Estes resultados confirmam a hipotese de que a fragdo contendo o antifungico
possui polaridade que varia em uma escala de baixa (apolar) a média polaridade,
solubilizando-se em solventes organicos que apresentem estas caracteristicas,
como é o caso do ciclohexano e do diclorometano, componentes das fases moveis
para CCD e CLV, respectivamente.

Atraveés do teste de concentracédo inibitdria minima foi possivel determinar que
com 25 pg.mL? de F1 o fitopatégeno teve seu crescimento totalmente inibido pelo
antifungico. Vale ressaltar, que em concentracées superiores ao CIM, 50 pg.mL? e
100 pg.mLt, bem como o préprio CIM, o efeito do composto foi fungicida. Em um
experimento realizado por Asad-Uz-Zaman (2015), onde avaliou-se a utilizacao
integrada de opg¢bes para o0 manejo da podriddo da raiz causada por R. solani em

morangos, foram testadas in vitro a eficiéncia de trés fungicidas comerciais para a



39

formulacdo, Provax-200 (Carboxina), Bavistin 50 WP (Carbendazim) e Ridomil
(Metalaxil), onde constataram que na concentracdo de 250 pg.mL* apenas o
Provax-200 inibia em 100% o crescimento micelial de R. solani, em uma
concentracéo 10 vezes maior do que o CIM determinado para F1.

As respostas relacionadas a inibicdo de R. solani, bem como o modo de acdo
observados nos testes in vitro, sugerem que o antifungico produzido por B.
pyrrocinia RV7S3 é proveniente de seu metabolismo secundario. Isso corrobora com
diversos estudos previamente realizados, reforcando a hipotese de que o
mecanismo de acdo de bactérias antagonistas de fungos fitopatogénicos
frequentemente envolve a producdo de metabolitos secundéarios (JEONG et al.,
2017).

Os resultados referentes ao experimento em casa de vegetagdo mostraram
que houve uma reducdo significativa dos niveis de infec¢do por R. solani quando
comparados com o controle. Resultados semelhantes foram relatados por Tarantino
et al. (2007), utilizando uma mistura de um fungicida comercial (Iprodiona), em baixa
concentracdo, com esporos resistentes de Gliocladium roseum, o que causou um
efeito sinérgico no tratamento, aumentando assim a eficiéncia no controle de R.

solani.

5 CONCLUSAO

A bactéria B. pyrrocinia cepa RV7S3 produz compostos antifungicos que
inibem o crescimento de R. solani, reduzindo também a incidéncia de podridao
caulinar causada por este fitopatogeno em culturas de tabaco. Assim, por se tratar
de substancias naturais, estes compostos mostram-se promissores para 0 manejo
sustentavel da doenca, tornando-se uma alternativa ao uso de agrotoxicos
sintéticos. Entretanto, novos estudos devem ser conduzidos visando a otimizacao do

processo de producdo especialmente aqueles relacionados a purificacdo e

identificacdo do principio ativo na amostra.
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